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RESUMO

A contaminagdo por agrotdxicos ¢ um tema que vem despertando atengdo, uma vez que o uso
descontrolado no campo pode levar a presenca de residuos desses compostos nos alimentos,
representando um risco a saide humana. Os agrotoxicos sao utilizados na agricultura com o
objetivo de evitar prejuizos causados por uma variedade de espécies animais e vegetais.
Atualmente, as técnicas mais sensiveis empregadas na andlise de agrotoxicos sdo a
cromatografia gasosa e liquida acopladas a espectrometria de massas (GC-MS, LC-MS).
Essas técnicas apresentam elevados desempenhos analiticos, mas requerem laboriosas etapas
de preparo de amostra antes da andlise instrumental. Diante disso, torna-se essencial o
desenvolvimento de métodos analiticos para determinar residuos de agrotdoxicos em
alimentos. O presente trabalho envolve o desenvolvimento, otimiza¢do e validagdo de um
método analitico para determinagdo simultanea de 17 agrotoxicos em amostras de hortalicas
comercializadas no municipio Fortaleza — Ceard usando LC-MS/MS. O objetivo principal é
comparar a eficiéncia de duas fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica (API), em um sistema
LC-MS/MS: Ionizacdo por Eletrospray (ESI) e Ionizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica
(APCI), avaliando a sensibilidade e o efeito matriz dos compostos em estudo. O método
QuEChERS-Citrato foi usado no preparo do extrato da matriz, isenta de agrotdxicos, para
construgdo das curvas analiticas por superposi¢do na matriz. Foram avaliadas as figuras de
mérito como seletividade, limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), linearidade e
exatiddo, através de ensaios de recuperacdo do método. As curvas analiticas foram validadas
estatisticamente, ¢ apresentaram uma boa linearidade em ambas as fontes, com coeficientes de
determinagdo acima de 0,99, estando de acordo com as normas adotadas pela ANVISA e pelo
MAPA. Os valores de LD variaram de 0,05 a 0,25 pg L™ e LQ de 0,1a 1,0 pg L™ para a fonte
ESI, e de 0,2520,5ug L ¢ LQ 0,75 a 2,0 pg L' para a fonte APCI. Os ensaios da exatiddo e
precisdo foram avaliados em trés niveis de concentracio (2, 10 e 50 pug kg™). A maioria dos
compostos apresentou bons resultados de recuperagdio do método, atendendo as
recomendacgdes das normas adotadas para o presente estudo. A técnica ESI apresentou uma
melhor resposta em termos de sensibilidade, na qual mostrou menores limites de detec¢do. O
estudo de efeito matriz demonstrou que a fonte APCI apresenta maiores vantagens na maioria
dos agrotoxicos analisados. Com isso, 0 método foi aplicado em 15 amostras divididas entre
as matrizes em estudo do presente trabalho. Dentre as 15 amostras analisadas, o acefato foi
encontrado em 7 (3 amostras de repolho e 4 amostras de brocolis). Também foi encontrado o

ingrediente ativo clorpirifés em amostra de repolho, que ndo tem uso autorizado para esta



cultura, bem como os agrotdoxicos dimetoato, malation, profenofés e propiconazol, porém

estes se encontraram abaixo dos limites de quantificagdo do método.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Cromatografia Liquida. QuEChERS. Espectrometria de
Massas.



ABSTRACT

Pesticide contamination is a topic that has attracted attention, since uncontrolled use in the
field can lead to the presence of residues of these compounds in food, which can represent a
risk to human health. Pesticides are compounds used in agriculture in order to avoid damage
caused by a variety of animal and plant species. Generally, the most sensitive techniques are
used in the analysis of pesticides, such as gas and liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS, LC-MS). Both techniques present high analytical performances, but
requires laborious stages of sample preparation before instrumental analysis. Therefore, it is
essential to develop analytical methods for determining pesticides residues in food. This work
involves the development, optimization and validation of an analytical method for
simultaneous determination of 17 pesticides in samples of vegetables sold in Fortaleza —
Ceara using LC-MS/MS. The main objective is to compare the efficiency of two ionization
sources at atmospheric pressure (API) in an LC-MS/MS system: Electrospray lonization
(ESI) and Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI), evaluating the sensitivity and
matrix effect of the compounds under study. The QUEChERS - Citrate method was used to
prepare the matrix extract, pesticides-free, to construct the analytical curves by matrix-
matched calibration. Figures of merit such as selectivity, Limit of Detection (LOD), Limit of
Quantification (LOQ), linearity and accuracy were evaluated through the recovery tests of the
method. The analytical curves were statistically validated, presenting a good linearity in both
sources, with coefficients of determination above 0.99, according to the guidelines established
by ANVISA and MAPA. Limit of Detection (LOD) values ranged from 0.05 to 0.25 ug L™
and Limit of Quantification (LOQ) ranged from 0.1 to 1.0 pg L in ESI source; and ranged
from 0.25 to 0.5 pg L' for LOQ, and 0.75 to 2.0 pug L™ for LOD, in APCI source. Accuracy
and precision were evaluated at three concentration levels (2, 10 and 50 pug kg™'). Most of the
compounds presented good results in the recovery of the method, meeting the
recommendations of the standards adopted for the present study. The ESI technique presented
a better response in terms of sensitivity, showing lower detection limits. The results of the
matrix effect study demonstrated that the APCI source has advantages for most of the
pesticides investigated. Thus, the method was applied to 15 samples divided among the
matrices under study in the present work. Among the samples analyzed, acephate was found
in 7 (3 samples of cabbage and 4 samples of broccoli. Chlorpyrifos was also found in a

cabbage sample, although it has no authorized use for this crop, as well as the pesticides



dimethoate, malathion, profenofos and propiconazole, but these were below the limits of

quantification of the method.

Keywords: Pesticides. Liquid Chromatography.QuEChERS.Mass Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A producdo agricola brasileira ¢ de grande importancia para o crescimento e
desenvolvimento da economia nacional. A fruticultura e a olericultura (cultivo de verduras e
legumes) sdo atividades econdmicas geradoras de alimentos, riquezas e renda. A busca por
mais ofertas de alimentos vem crescendo e os produtos horticolas acompanham o crescimento
dessa demanda, diante do aumento populacional (PEREIRA e PEREIRA, 2016; PUIATTTI,
2019).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de alimento do mundo, ocupando a quarta
posi¢do de maior exportador, ficando atrds apenas da Unido Europeia, EUA e China.
Dispomos de varios recursos, principalmente climaticos, que favorecem a vasta producao de
alimentos (AGRICULTURA, 2016; BRASIL, 2018). Segundo informagdes do Servigo
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), a olericultura estd em
expansao no pais, onde se destacam os estados do Rio Grande do Norte ¢ Ceard (SEBRAE,
2018).

Na Serra da Ibiapaba, um dos principais centros produtores de frutas e hortaligas
no Ceara, a agricultura caracteriza-se pela presenca de agricultores familiares, os quais tém
sido muito importantes para a economia cearense. O agronegécio de hortalicas tem
possibilitado a geragao de grande nimero de empregos devido a elevada exigéncia de mao-de-
obra, desde a semeadura até a comercializagdo, mostrando uma inquestionavel contribui¢ao
ao desenvolvimento do estado (ALENCAR et al., 2013; GOMES, 2015).

O mercado de hortalicas vem se estruturando em diversos segmentos. Nesse
aspecto, além dos tradicionais produtos in natura, a industria de processamento vem
ampliando a oferta de produtos ao consumidor, alguns exemplos sdo vegetais conservados,
gelados ou congelados, desidratados e liofilizados, como também hortalicas minimamente
processadas (MARTINS et al, 2013; LOUZADA et al, 2015).

A demanda cada vez maior de alimentos produzidos trouxe consigo a justificativa
para a utilizacdo de produtos quimicos no controle de organismos que afetam essa produgdo
(BRITO et al, 2003; JOBIM et al, 2006; SOARES e PORTO, 2012). Essa elevada eficiéncia
produtiva na agricultura tem observado diversos impactos ambientais e sociais, dentre eles,
esta o uso de agrotoxicos, amplamente utilizados em todo o Brasil (SANTANA, MOURA e
NOGUEIRA, 2013).
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Os agrotoxicos sao substancias largamente utilizadas com o propdsito de prevenir,
destruir ou controlar pragas que atingem as areas de cultivo agricola (BRAIBANTE e
ZAPPE, 2012). O intenso e desordenado uso de agrotoxicos tem ocasionado consequéncias
graves para saude humana como também riscos de degradacao do meio rural. Isso devido, na
maioria das vezes, ao uso inadequado e excessivo dos produtores, que dispdem de recursos
humanos pouco treinados (PIGNATI et a/, 2017). Uma vez aplicados, os agrotoxicos exercem
a funcao de controle especifico, mas excedem esta funcdo quando dispersados no meio
ambiente com dificil controle dos danos (ANVISA; UFPR, 2012). Nesse cenario, a seguranga
alimentar estd ameacada e a questdo do uso dos agrotdxicos torna-se um problema de satde
publica e ambiental (PIGNATI et al, 2017). O Brasil dispde de legislacdo acerca dos
agrotoxicos, entretanto, ndo hd uma efetiva fiscalizagdo quanto ao uso uma vez que, 0s
produtores geralmente ndo seguem as boas praticas agricolas (BPA). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA), por meio do seu Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA), monitora sistematicamente para verificar se os limites
maximos de residuos (LMR) vém sendo respeitados na producao de alimentos. Na pratica, o
nivel de residuo de agrotoxico no alimento nao deve ultrapassar o LMR quando o produtor
segue as indicagdes de uso contidas no rotulo do produto ou as boas praticas agricolas (BPA).
Os consumidores de alimentos, se ingerirem residuos acima do LMR permitidos, podem estar
sob risco de exposi¢ao cronica a agrotoxicos.

O monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos vem assumindo grande
importancia para o alcance a seguranca alimentar dos consumidores, de modo que, cada vez
mais, a populacdo ¢ conscientizada sobre os efeitos prejudiciais e riscos através de alimentos
contaminados.

Ao longo dos tultimos anos tem-se observado o desenvolvimento de técnicas e
métodos para o preparo de amostra, em andlise de residuos de agrotoxicos. Um exemplo ¢
método multirresiduos QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe), sendo
que suas modificagdes passaram a ser amplamente aplicados pelos laboratdrios em diversos
paises (ANASTASSIADESet a/, 2003; PRESTES, at al, 2011).

A Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry — LC/MS) é uma das técnicas analitica mais
desenvolvida, difundida e empregada para fins qualitativos e, principalmente, quantitativos
em aplicagdes cientificas e industriais (STACHNIUK e FORNAL, 2016). A LC ¢ muito
efetiva na separagdo dos analitos, enquanto a MS permite sua identificagdo e/ou confirmagao

em nivel tracos (LANCAS, 2013). Desde a década de 1970, varias interfaces de LC-MS/MS
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foram desenvolvidas, mas foi somente ap6s o langamento das fontes de Ionizagdo a Pressdao
Atmosférica (Atmospheric Pressure lonization — API), como exemplo a lonizagdo por
Eletronebulizagdo (Electrospray Ionization — ESI) e a lonizacdo Quimica a Pressdo
Atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical Ilonization — APCI), que a LC-MS tornou-se
uma alternativa robusta (DONATO et al, 2012; NASCIMENTO et al, 2017, SILVA et al,
2019).

O desenvolvimento de métodos analiticos vem contribuindo para o fortalecimento
na busca de novas investigagdes de residuos de agrotoxicos em alimentos. Portanto, este
estudo torna-se relevante devido a contribui¢do de trabalhos que trazem novas informacdes e
conhecimento no que diz respeito a realidade decontaminacdo de produtos alimenticios por

residuos de agrotdxicos no estado do Ceara.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho consiste em comparar o comportamento de
agrotoxicos utilizando as fontes ESI e APCI na aplicagdo das matrizes brocolis, couve-flor e
repolho, através da validagdo de metodologia para andlise multirresiduos de agrotdxicos,

utilizando o método de extragdo QUEChERS e a técnica LC-MS/MS.

2.2 Objetivos Especificos

» Otimizacdo das informagdes espectrométricas através da injecdo individual
de cada padrao de agrotoxico diretamente na fonte (ESI) e (APCI) do
espectrometro de massas;

» Comparar as performances analiticas em termos de sensibilidade das
técnicas ESI-MS/MS e APCI-MS/MS através da detec¢do de 17
agrotoxicos em amostras de repolho, brécolis e couve-flor;

» Validar os 17 compostos segundo parametros preconizados pelo MAPA,
ANVISA, através das figuras de mérito: seletividade, efeito matriz,
linearidade, exatiddo (recuperacdo) e precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria);

» Aplicar o método desenvolvido e validado em amostras comercializadas na

cidade de Fortaleza e regido metropolitana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Hortalicas

Segundo a Resolugdo n® 12, de 1978, da Comissdo Nacional de Normas e Padroes
para Alimentos (CNNPA), hortaliga ¢ uma planta herbacea da qual uma ou mais partes sao
utilizadas como alimento na sua forma natural. Apresentam em sua maioria, caracteristicas
bem definidas, a saber: consisténcia tenra (ndo lenhosa), ciclo biologico curto, exigéncia de
tratos culturais intensivos, cultivo em éareas menores (em relacdo as grandes culturas) e
utilizagdo na alimenta¢do humana ainda enquanto cruas, sem exigir prévio preparo industrial.
Sao vegetais de alto valor nutritivo, que promovem crescimento, fornecem energia, aumentam
a resisténcia as doencas e regulam o bom funcionamento dos érgaos humanos.

A produgdo de hortaligas ou olericultura ¢ uma das atividades agricolas de maior
intensidade no uso da terra e seus recursos (PUIATTI, 2019). Diferentemente de atividades
extensivas, a olericultura ¢ uma atividade agricola em que o agricultor planta o ano todo, ou
seja, em todas as estagdes do ano. A olericultura no Brasil de hoje ¢ uma atividade de grande
importancia social, econdmica, industrial e alimentar (SEBRAE, 2018). O mercado varejista e
atacadista de hortalicas tem buscado aprimorar-se aos novos habitos e formas de consumo de
seus consumidores buscando redu¢ao de custos, mas nunca perdendo o foco de se alcangar
maiores lucros. As empresas sdo conhecedoras da importancia de compreender a preferéncia
do consumidor, a fim de obter maior sucesso de venda (PINHEIRO et al., 2011; PEREIRA ¢
PEREIRA, 2016, PUIATTI, 2019).

As hortaligas sao grupo de plantas que apresentam uma variedade de formas,
tamanhos, cores e sabores. A medida que o mercado se torna mais exigente, as hortaligas
podem ser subdivididas de varias maneiras e também serem destinadas a diferentes segmentos
(FILGUEIRA, 2000; PEREIRA e PEREIRA, 2016). Sdo também denominadas por cultura
oleracea e popularmente conhecidas como verduras e legumes (SEBRAE, 2018).

Devido a grande quantidade de espécies envolvidas e as particularidades de cada
cultura, existem varias classificagdes baseadas nas caracteristicas comuns. Uma classificagao
que atualmente vem sendo utilizada pelo Sistema Nacional de Centrais de Abastecimento
engloba a producdo de: Hortaligas tuberosas - sdo aquelas cujas partes utilizaveis
desenvolvem-se dentro do solo, compreendendo: tubérculos (batatinha, card), rizomas
(inhame), bulbos (cebola, alho) e raizes tuberosas (cenoura, beterraba, batata-doce,

mandioquinha-salsa); Hortalicas herbaceas - aquelas cujas partes aproveitdveis situam-se
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acima do solo, sendo tenras e suculentas: folhas (alface, taioba, repolho, espinafre), talos e
hastes (aspargo, funcho, aipo), flores e inflorescéncias (couve-flor, brocolis, alcachofra);
Hortaligas-fruto - utiliza-se o fruto, verde ou maduro, todo ou em parte: melancia, pimentao,
quiabo, ervilha, tomate, jild, berinjela, aboébora (REGO, 2015; apud PENTEADO, 2000).

Outra forma de classificagdo muito utilizada no meio técnico-cientifico ¢ o
parentesco botanico das plantas que tem como a vantagem de se basear em caracteristicas
muito estaveis. Assim, enquanto os métodos culturais utilizados, ou as partes aproveitaveis na
alimentagdo podem variar de uma regido para outra, conforme imposi¢des econdomicas ou por
simples tradicdo regional, as caracteristicas botanicas sdo invaridveis. Esse tipo de
classificagdo baseia-se no parentesco e nas semelhangas entre elas, utilizando-se os 6rgdos
vegetativos e reprodutivos. Para tanto, utiliza-se trés unidades taxonOmicas: a Familia
Botanica - que ¢ a reunido dos géneros botanicos afins; o Género Botanico - que ¢ o
agrupamento de espécies afins; a Espécie Botanica - que ¢ a unidade taxondmica bésica,
englobando individuos vegetais muito semelhantes entre sifEMBRAPA, 2012).

Um bom exemplo ¢ o da espécie botanica Brassica oleracea que € composta por
varias espécies com destaque para o repolho (Brassica oleracea var. capitata ), a couve-flor
(Brassica oleracea var. botrytis), o brocolis (Brassica oleracea var. italica) e a couve

(Brassica oleracea var. acephala).

3.1.1 A importancia do consumo de hortalicas

Hoje em dia muito se fala sobre a importincia de manter uma alimentagdo
saudavel, incluindo o consumo variado de frutas e verduras. Muito mais do que saciar o
apetite, os alimentos também sdo necessarios para o nosso organismo. Cada um possui uma
fun¢do especifica para a manutencdo do bom funcionamento do corpo, por isso uma dieta
balanceada e diversificada tende a ser mais vantajosa por disponibilizar uma gama maior de
nutrientes (EMBRAPA, 2012).

As hortalicas desempenham papel fundamental na alimentagdo, pois sdo capazes
de suprir as necessidades cotidianas do organismo humano em relagdo aos sais minerais,
principalmente: célcio, fosforo e ferro; vitaminas A, do complexo B e C; fibras e outros
nutrientes essenciais para o bom desenvolvimento e funcionamento do organismo.
Consideradas alimentos reguladores, as hortaligas sao fundamentais para fazer o organismo
funcionar de maneira adequada e harmonica. Os beneficios destes alimentos estdo cada vez

mais comprovados por pesquisas cientificas. A ingestao diaria de hortalicas, cruas ou cozidas,
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com outros alimentos, favorece a boa nutricdo didria e a manutengdo da satde. As hortalicas
podem ser consumidas como saladas, ensopados, guisados, condimentos etc. (WHO, 2002;
SILVA, 2011; PEREIRA e PEREIRA, 2016).

Frutas ¢ hortalicas sdo ricas em vitaminas, minerais ¢ fibras, ¢ devem estar
presentes todos os dias nas refeigdes, pois contribuem para uma boa satde e protegem contra
o aparecimento de varias doengas. Devido a complexa rede de nutrientes destes alimentos, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem incentivado em todo mundo campanhas de
estimulo ao consumo de frutas ¢ hortalicas. A OMS recomenda o consumo minimo diario de
400g destes alimentos. Por esta razdo, ¢ muito importante que seu consumo seja motivado
desde a primeira infincia para que os bons hébitos alimentares se instalem e perpetuem até a
idade adulta. O consumo adequado de hortaligcas previne doencgas causadas pela ma nutrigcdo e
¢ muito mais econOmico que o tratamento com o uso de medicamentos (WHO, 2002;
EMBRAPA, 2012).

Entretanto, a maioria das pessoas ingere uma quantidade menor de verduras e
frutas daquela quantidade recomendada, mesmo sabendo que uma ingestdo considerada
adequada desses alimentos traz beneficios a saude, controle das calorias € a manutencao do
peso e do corpo em boa forma (SILVA, 2011). Diversos problemas de sauide comumente
enfrentados, como a obesidade, o colesterol ruim, o diabetes, a mé circulagdo, os problemas
de pressdo arterial, os problemas renais, entre outros, sdo consequéncias dos péssimos héabitos
alimentares com predominadncia de alimentos industrializados, que normalmente possuem
altos teores de gorduras e sal, baixa qualidade nutricional e pouca diversidade. Problemas que
atingem as criangas podem ser prevenidos ou diminuidos com uma alimentagdo adequada e
balanceada, o que pode ser obtido incluindo as hortalicas com suas diversidades e riquezas
nutricionais ao cardapio diario (WHO, 2002; SILVA, 2011; EMBRAPA, 2012).

Nos ultimos anos, a populacao brasileira tem se defrontado com uma situagao
paradoxal. Por um lado, campanhas de conscientizacdo em prol de uma alimentacdo
balanceada e saudavel com incentivo ao consumo de frutas e hortalicas.Por outro lado, a
inseguranca alimentar, devido a produgdo dessas hortalicas se caracterizarem pelo uso
abusivo de insumos, particularmente, de adubos e agrotoxicos, ocasionando consequéncias
danosas para a qualidade dos alimentos e do meio ambiente. Portanto, fica evidente a
importancia de trabalhos de pesquisa voltados para determina¢do de agrotoxicos nesses
alimentos, pois além do aspecto cientifico, existem também questdes de saude humana e de

preocupacdo ambiental envolvidas.
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3.1.2 Horticultura no Ceard e o uso de agrotoxico

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas e um grande consumidor de
agrotoxicos, representando aproximadamente 84% de todo o volume utilizado na América
Latina e correspondendo a 20% do total utilizado no mundo (PIGNATI et al, 2017;
ALCANTARA et al, 2018; NAVA, 2019).

O agronegocio de hortalicas ¢ um ramo da economia agricola que possibilita a
geragao de grande numero de empregos, sobretudo no setor primario, devido a elevada
exigéncia de mao-de-obra desde a semeadura até a comercializagdo. O estado do Ceara
apresenta aproximadamente90% de sua area situada no semiarido, e o restante, em ambientes
umidos (EMBRAPA, 2019).

A Serra da Ibiapaba ¢ a maior regido produtora de hortaligas no Ceard, oriundas
principalmente de cultivos efetuados por pequenos produtores. A agricultura desenvolvida na
regido segue o modelo convencional de producdo, onde o sistema produtivo ¢ altamente
dependente de insumos externos, contando com uso de adubos quimicos e uso de agrotoxicos
em quantidades abusivas (ALENCAR et al., 2013; GOMES, 2015). O consumo de hortaligas
com agrotoxicos ¢ um grave problema de satde publica, pois tanto sdo utilizados produtos
ndo autorizados como também ha relatos de alguns agricultores,em que ndo ¢ observado o
periodo de caréncia entre a aplicacao do produto e a colheita para venda (AUGUSTO, 2002;
GOMES, 2015).

E sabido que os danos dos agrotoxicos atingem o meio ambiente, a populagdo que
mora proximo as areas de cultivo, mas, sobretudo, atingem os trabalhadores rurais. Um estudo
realizado entre o periodo de 2007 a 2011 evidenciou que 97% dos trabalhadores do
agronegocio e da agricultura familiar estudados estavam expostos a agrotoxicos, distribuidos
entre herbicidas, inseticidas e fungicidas (RIGOTTO et al., 2011).

Com isso a agricultura organica vem ganhando destaque devido ao crescente
interesse € consequéncia a uma grande exigéncia por parte dos consumidores por alimentos
mais saudaveis, que sejam produzidos em um sistema que respeite o0 meio ambiente. Devido a
isso, no ano de 2011, na regido da Serra da Ibiapaba teve a Associagdo dos Produtores
Organicos da Ibiapaba (APOI) fundada com um grupo de agricultores que tinham experiéncia
com agricultura organica. Atualmente a APOI, localiza-se no municipio de Sdo Benedito e ¢
gerenciada por um conselho formado pelos proprios produtores e sua producdo ¢ vendida para

supermercados em Fortaleza e regido metropolitana. Todos os produtos recebem selo de
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certificacdo e os custos sdo divididos entre os produtores de maneira proporcional a producao
(GOMES, 2015).

Mesmo com o crescimento de produgdao e consumo destes alimentos organicos,
ainda existe a ideia de que praticamente todo o alimento contém agrotoxicos. Por isso, devido
a inexisténcia de dados oficiais para a regido da Serra da Ibiapaba, faz-se necessario um
monitoramento de residuos de agrotoxicos dos alimentos ali produzidos, tanto na agricultura
convencional quanto na agroecologica. A caréncia destes dados em todo o estado do Ceard ¢
uma realidade ainda preocupante e a obtengdo de tais dados através do monitoramento, visa
garantir que estes alimentos estejam dentro dos limites considerados seguros para a saude
publica, além de, no caso da agricultura organica, gerar um maior valor agregado do produto e
fortalecer este modelo de cultivo.

A escolha das hortaligas em estudo foi que segundo pesquisa da ANVISA, com 20
espécies de plantas, incluindo frutas e hortaligas no Brasil das 3.130 amostras coletadas em
2009, 29% apresentaram resultados insatisfatorios, ou seja, com residuos de agrotoxicos,
especialmente, os ndo autorizados para a cultura. Dentre as hortalicas brassicas, a couve € o
repolho foram as mais contaminadas por agrotoxicos, apresentando 44,2% e 20,5% das

amostras coletadas com residuos de agrotoxicos.

3.2 Agrotoxicos

3.2.1 Defini¢do e um breve historico

O termo adequado do emprego de produtos quimicos na agricultura ¢ defendido
por alguns autores como agroquimicos, embora outros autores utilizem amplamente que a
forma correta ¢ o termo “defensivos agricolas”, pelo fato destes produtos defenderem a planta
do ataque das pragas agricolas.Em caso desses insumos serem utilizados de forma intensiva,
inadequada e abusiva emprega-se, portanto, o termo veneno. Entretanto, demasiadamente se
encontra na literatura o emprego desse produto como agrotoxicos, sendo deste modo
considerado no Brasil o termo mais adequado (GARP, 1999; RODRIGUES et al.,2011;
BRAIBANTE e ZAPPE, 2012). O termo “agrotdxico” ao invés de “defensivo agricola”
passou a ser utilizado no Brasil para denominar os venenos agricolas apds grande mobilizacao
da sociedade civil organizada (REBELO, 2006; BOMBARDI, 2017).

Hé inimeras denominag¢des e definigdes na literatura quanto aos agrotoxicos.
Dentre as defini¢des, a legislagdo brasileira, Lei Federal N° 7.802/89, estabelece os

agrotoxicos e afins como:



25

“produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas de ambientes urbanos, cuja finalidade seja alterar a composicao da
flora ou da fauna, a fim de preserva-la da agdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como substincias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, 2002).

Segundo a Organiza¢dao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(do inglés, Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAQO), junto com a
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS), agrotoxicos sdo quaisquer substancias ou misturas
destinadas a prevencao, destrui¢do ou controle de qualquer tipo de praga, incluindo vetores de
doencas humanas e de animais, espécies indesejaveis de plantas ou animais que possam
interferir na produgdo, processamento, transporte ou comercializacdo de alimentos,
commodities, madeira e seus derivados e substiancias administradas aos animais para o
controle de parasitas. O termo também inclui substancias destinadas ao uso como reguladores
de crescimento em plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes preventivos na queda de frutos
e substancias aplicadas as culturas antes ou apos a colheita para proteger os produtos da
deteriorag¢do durante o armazenamento e o transporte (FAO, WHO, 2013).

A Portaria n° 03 de janeiro de 1992, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) define residuo de agrotoxico como “substincia ou mistura de substancias
remanescentes ou existentes em alimentos ou no meio ambiente, decorrente do uso ou da
presenga de agrotoxicos e afins, inclusive quaisquer derivados especificos, tais como:
produtos de degradacao, metabolitos, produtos de reagdes e impurezas, consideradas toxicas e
ambientalmente importantes”; e também Ingestao Didria Aceitavel (IDA) como a “quantidade
maxima que, se ingerida diariamente durante toda a vida, parece ndo oferecer risco apreciavel
a satde, a luz dos conhecimentos atuais. E expressa em miligramas (mg) do agrotoxico por
quilograma (kg) de peso corporeo (mg/kg p.c.)”.

Historicamente, a humanidade combate agentes nocivos a agricultura. Ha mais de
dois mil anos, os agricultores utilizavam substancias que preveniam os danos causados por
pragas, sendo uma das primeiras o enxofre. Posteriormente, utilizavam outras substancias
toxicas como o arsénio, mercurio, chumbo, como também comecgaram a empregar o sulfato de
nicotina que era extraido das folhas do tabaco (OSHITA e JARDIM, 2012; BUSZEWSKI et
al.,2019).

Um marco importante para a industria quimica foi a descoberta da atividade

inseticida do 1,1,1-tricloro-2,2-di(p-clorofenil) etano, conhecido como DDT, um composto
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sintético da classe dos organoclorados. Este inseticida foi muito utilizado durante a II Guerra
Mundial, para combater piolhos que infestavam tropas norte-americanas na Europa, como
também passou a ser utilizado em larga escala nas atividades agricolas em todo mundo
(BRANCO,2003; GUILHERME, 2000; BRAIBANTE, ZAPPE, 2012; HASSAN et al., 2019;
PAVLIKOVA et al.,, 2019). Mais tarde tornou-se evidente que esse produto, pela sua
caracteristica de persisténcia e toxicidade, traria efeitos prejudiciais aos organismos para 0s
quais nao se destinavam inclusive aos seres humanos (FLORES et al., 2004; EGWU et al,
2019).

O DDT, como todos os demais organoclorados, foi banido, tendo em vista seus
efeitos nocivos baseados na neurotoxicidade, no aumento de cancer de mama em mulheres,
em alteragdes causadas pelos efeitos estrogénicos, além dos problemas ambientais, como
rapida absor¢dao e bioconcentracdo nos organismos, reducdo da capacidade reprodutiva das
aves e estabilidade alta & decomposi¢do ou a degradagdo ambiental (JARDIM, ANDRADE e
QUEIROZ, 2009; OSHITA e JARDIM, 2012). A busca por agrotdxicos menos persistentes
ao meio ambiente promoveu o desenvolvimento e uso dos organofosforados e carbamatos
(MIDIO e SILVA, 1995).

Assim, apos o final da II Guerra Mundial, a partir da década de 50 quando se
iniciou a chamada “Revolucdo Verde”, com a mecanizagdo rural, irrigacdo e uso de
fertilizantes e agrotdxicos, bem como a selecdo de sementes mais produtivas, cresceu trés
vezes a producdo de graos em paises desenvolvidos. Com isso, foi possivel observarem
profundas mudangas no processo tradicional da producao agricola, bem como nos impactos
dessa atividade sobre o ambiente e a saude humana. Novas tecnologias, muitas delas baseadas
no uso extensivo de agentes quimicos, foram disponibilizadas aos agricultores aumentando a
produtividade através do controle de doengas e protecdo contra insetos e outras pragas
(RIBAS ¢ MATSUMURA, 2009; MILHOME, 2011; BORSOI, 2015). Entretanto, essa
facilidade de acesso as novas tecnologias ndo teve o amparo necessario para a qualificagdo
dos trabalhadores, sobretudo em paises em desenvolvimento, expondo as comunidades rurais
a um conjunto de riscos, dos quais muitos ainda desconhecidos, gerados pelo uso extensivo de
diversas substancias quimicas perigosas (MILHOME, 2011).

O agronegocio brasileiro ¢ fundamental para a economia do pais, pois se destaca
como setor que mais contribui para o fortalecimento da economia, respondendo cerca de 1/4
do Produto Interno Bruto (PIB) que tem dado grande contribui¢do as exportagdes. O Brasil
conta com 388 milhdes de hectares de terras agricultdveis férteis e de alta produtividade.

Segundo os dados do Ministério da Agricultura, as exportacdes de produtos agricolas do pais
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passaram de US$ 27 bilhdes em 2007 para US$ 71,50 bilhoes em 2016 (AGRICULTURA,
2016; MAPA, 2018). O grande desafio do agronegocio brasileiro ¢ por um lado aumentar
competitividade brasileira no comércio internacional dos produtos agricolas, sobretudo com o
estimulo as cadeias produtivas e ao aumento do valor agregado dos produtos brasileiros; e,
por outro, consolidar a imagem do Brasil como fornecedor de produtos seguros, de alta
qualidade, e produzidos de forma sustentavel (MAPA, 2017).

Seguindo essa tendéncia da expansao agricola, o mercado nacional de agrotdxicos
também se manteve em crescente produtividade. Contudo, este aumento de uso de
agrotoxicos estd relacionado a elevagdo do numero de casos de intoxicagdes agudas e/ou
cronicas em seres humanos, além da contaminagdo ambiental (GALT, 2008; RIGOTTO et al.,
2014; BOMBARDI, 2017).

A exposicdo aos agrotoxicos € os impactos que estes podem causar tornaram-se
um relevante problema ambiental e de satde publica, diante do uso intenso e difuso destes

produtos no Brasil (RIGOTTO, 2011).

3.2.2 Toxicidade e classificagdo dos agrotoxicos

Os agrotoxicos podem ser classificados de diferentes maneiras e uma das formas
mais comuns ¢ ao tipo de praga em que destinam sua acao. Dentro desta classificagdo estdao
trés principais categorias que sdo os mais utilizados na agricultura: inseticidas, usados no
controle de insetos, suas larvas e formigas; fungicidas para o combate de fungos; e herbicidas
que sao usados no combate a ervas daninhas (BRANCO, 2003; BAIRD, 2006; BRAIBANTE,
ZAPPE, 2012; MELO et al., 2019). No mercado nacional, conforme dados do Sindicato
Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal (SINDIVEG), os herbicidas
representam 60% do total de agrotdxicos comercializados, enquanto os fungicidas respondem
por 15%, inseticidas 15% e demais categorias por 10% (SINDIVEG, 2017).

Na classificagdo por estrutura quimica, os agrotoxicos se agrupam em classes de
substancias cujo principio ativo ¢ formado por estruturas moleculares semelhantes. Dentre os
grupos de agrotoxicos existentes, os compostos organicos constituem a classe mais
importante, ¢ sao divididos em sintéticos e naturais. Dos compostos organicos sintéticos,
alguns representantes importantes sao: organofosforados, triazodis, piretrdides e triazinas
(SANCHES et al, 2003;CHUNG & CHEN, 2011; TADEO, ALBERO & PEREZ, 2019).

Agrotoxicos organofosforados sdo considerados os compostos mais tdxicos com
uso autorizado na agricultura e com maior incidéncia nos alimentos no Brasil. Possuem acao

neurotoxica, que inibem a enzima acetilcolinesterase causando desde dor de cabeca, nauseas,
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taquicardia e fraqueza muscular (BRASIL, 2016; OUERTANI, ATRACHE ¢ HAMIDA,
2016, ZHOU, 2016). Os fungicidas triazdis podem causar efeitos de malformacdo cranio
facial e hepatotoxicidade (ZARN et al., 2003). As triazinas sdo consideradas levemente
toxicas para humanos, onde o contato pode ser oral, dermatoldgico e por inalagdo. Os
sintomas de envenenamento incluem dores abdominais, diarréia e vOmitos, irritagdo nos
olhos, irritagdo nas membranas das mucosas e erupgdes na pele.

Outra forma de classificacao dos agrotdxicos ¢ quanto a sua toxicidade em fungao
cor e/ou

da dose letal mediana(DL50), que dependendo da toxicidade do agrotoxico, a

numeragao nos rétulos das embalagens podem variar (tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo dos agrotoxicos de acordo com sua toxicidade

CATEGORIA 1 CATEGORIA 2 CATEGORIA 3 CATEGORIA 4 CATEGORIA 5 NAO
CLASSIFICADO
EXTREMAMENTE ALTAMENTE MODERADAMENTE | POUCO TOXICO IMPROVAVEL NAO
TOXICO TOXICO TOXICO DE CAUSAR CLASSIFICADO
DANO AGUDO
PICTOGRAMA Sem Simbolo Sem Simbolo
PALAVRA DE SEM
ADVERTENCIA PERIGO PERIGO PERIGO CUIDADO CUIDADO ADVERTENCIA
CLASSE DE PERIGO B
Oral Fatal se Ingerido Fatal se Ingerido Toxico se Ingerido Nocivo se Pode ser perigoso i
ingerido se ingerido
Dérmica Fatal em contato Fatal em contato Toxico em contato Nocivo em Pode ser perigoso i
com a pele com a pele com a pele contato com a em contato com a
pele pele
Inalatéria Fatal se inalado Fatal se inalado Toxico se inalado Nocivo se inalado Pode ser perigoso i
se inalado
COR DA FAIXA Amarelo

Fonte: Adaptado GHS/ANVISA, 2019

Em setembro de 2019, a ANVISA anunciou um novo marco regulatério que

reformula e atualiza os critérios de avaliagdo e classificagdo toxicologica de risco de
agrotoxicos no Brasil. Essas mudangas foram propostas com base nos padroes do Sistema de
Classificagcdo Globalmente Unificado (Globally Harmozed System of Classification and
Labelling of Chemicals — GHS). De responsabilidade da Organizagao das Nagdes Unidas
(ONU), o GHS foi proposto pela primeira vez em 1992, na Eco 92. A partir de 2008, a

comunidade européia adotou esse padrdo para classificacdo, rotulagem e embalagem de
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substancias e produtos. Atualmente, 53 paises ja adotaram os padrdes do GHS e 12 paises t€ém
sua implementagao parcial (ANVISA, 2019).

A proposta ¢ trazer maior seguranca para o mercado consumidor de modo a
aumentar ¢ facilitar a identificacio do perigo ao uso, indicando em cada categoria
informagdes de danos em caso de contato com a boca (oral), pele (dérmico) e nariz
(inalatoria) (ANVISA, 2019). Com as novas regras, foram ampliadas para 6, as categorias de
classificacdo toxicologica, diferente das 4 classificagdes utilizadas anteriormente. Segundo
Renato Porto, diretor de autorizacdo e registros sanitarios da Anvisa, com a nova rotulagem ¢
possivel comunicar melhor os perigos ao agricultor, que € o publico vulneravel as substancias,
pois € quem trabalha e manipula os produtos. Para ele, um dos pontos importantes a ser
ressaltado ¢ a necessidade da clareza das informagdes colocadas no rotulo.

As novas regras anunciadas pela Anvisa sobre classificacdo de agrotoxicos
parecem, a primeira vista, apenas uma adaptacdo a um padrdo internacional. Mas, na pratica,
especialistas acreditam que a medida vai colocar sob risco ainda maior a saide de quem lida
diretamente com a aplicacdo dos agrotoxicos. Isso porque a principal alteragdo do Marco
Regulatorio acontece na hora de classificar os produtos mais perigosos, ou seja, das classes:
“altamente toxicos” e “extremamente toxicos”. Se antes os que causavam problemas como
ulceras, lesdes severas na pele e na cornea causando até cegueira entravam nessas categorias,
agora sO vao fazer parte delas os que apresentarem risco de morte por ingestdo ou
contato. Essa decisdo camufla o real perigo que essas substiancias oferecem a sociedade,
principalmente ao prejudicar a satde dos trabalhadores que aplicam os agrotoxicos.

Portanto, dos 2.300 agrotoxicos registrados no Brasil, a Anvisa farad
reclassificagdo de aproximadamente 1.950 (85%) produtos. Assim, mais de 500 dos 800
produtos agrotoxicos hoje considerados altamente toxicos vao passar para as classes menos
perigosas, o que deve aumentar a produgdo e o consumo desse tipo de pesticida. Além disso,
eles terdo menos alertas no rétulo, ou seja, perdem a tarja vermelha e a caveira, que
chamavam atenc¢do sobre o risco mesmo para agricultores de baixa escolaridade (APWR,
2019; GREENPEACE, 2017).

Em 2014, foi registrada no Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacao
(SINAN) a maior incidéncia de notificacdo de intoxicagdes por agrotoxicos no Brasil: 6,26
casos para cada 100 mil habitantes. Entre 2007 e 2017, foram notificados 84.206 casos.
Apesar de se observar melhoria no processo de notificagdao, sabe-se que a subnotificagao
ainda ¢ expressiva no Brasil € no mundo, em especial nos casos de intoxicacao cronica, o que

dificulta o dimensionamento do problema no pais, além de invisibilizar os custos desses
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atendimentos para o SUS, ja que pode haver manifestacdes clinicas diversas (MAPA, 2017).
Ressalta-se a necessidade de os poderes publicos das esferas federal, estadual e municipal
somarem esfor¢os para a adog¢dao de medidas articuladas de vigilancia e assisténcia em saude,
que promovam a melhoria e o aprimoramento dos servigos para identificacdao, diagnostico,

tratamento, reabilitacdo e notificagdo dos casos de intoxicacao por agrotoxicos.

3.2.3 O uso de agrotoxicos no Brasil: Contexto atual

O aumento consideravel no volume de agrotoxicos utilizados tem trazido uma
série de transtornos e modificagdes para o ambiente, tanto pela contaminag¢do das
comunidades de seres vivos que o compde, quanto pela sua acumulagdo nos segmentos
bioticos e abidticos do ecossistema (biota, dgua, ar, solo, alimentos etc.) (FERREIRA et al.,
2006 apud BORDOI et al.,2014).

O uso de agrotoxicos estd entre os principais instrumentos do atual modelo de
desenvolvimento da agricultura brasileira, basicamente centrado em ganhos e produtividade
(IBGE, 2010). Porém, uso intensivo esta associado aos agravos a saude da populagdo, tanto
dos consumidores dos alimentos quanto dos trabalhadores que lidam diretamente com os
produtos, a contaminagdo de alimentos e a degradacdo do meio ambiente. Verifica-se que a
exposicao humana e ambiental a esses produtos cresce em importancia com o aumento das
vendas e consumo (IBGE, 2010).

Neste contexto, verifica-se que com o rapido crescimento da populacdo e a
necessidade cada vez maior de explorar terras levaram muitos agricultores de subsisténcia a
cultivarem em terras de baixa qualidade e praticarem técnicas ecologicamente improprias,
aumentando a demanda por matéria prima, transformando a agricultura de subsisténcia em
grandes monoculturas, proporcionando consequentemente um desequilibrio natural das varias
formas de vida, tais como: insetos, fungos e acaros, os quais até hoje causam prejuizos as
culturas agricolas (NASCIMENTO, 2013).

O Brasil, desde 2008, vem se destacando como um dos paises com maior mercado
consumidor de agrotéxicos no mundo. Desde entdo, o uso de agrotoxicos vem aumentando
substancialmente. Até novembro de 2012 havia 422 ingredientes ativos permitidos para uso
agricola e domissanitario no pais (ANVISA, 2012). Em 2017 estes nimeros subiram para 471
ingredientes permitidos contra 97 nao permitidos (ANVISA, 2017). Somado a isso, no ano de
2019 o governo federal ja liberou 290 produtos para o mercado. Desses produtos liberados 41%
sdo considerados extremamente ou altamente toxicos e 32% sdo proibidos na Unido Europeia

(APRW, 2019; GREENPEACE, 2019; ANVISA, 2019).
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Com relacdo a comercializagdo de agrotoxicos no pais, em numeros absolutos,
destacaram-se os estados de Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso, Minas Gerais € Rio Grande do
Sul como os maiores comercializadores.

O Cearé ocupa a décima posicao (Figura 2) do ranking de estados consumidores
de agrotoxicos no pais (MAPA, 2012; BRASIL, 2018) e a oitava posicdo no nimero de
notificagdes de casos de intoxicagdes por agrotoxicos (BRASIL, 2016). Desde 2012, estima-
se que a taxa de consumo passou de 0,91 kg/ha para 7,29 kg/ha, enquanto a area plantada se
manteve na ordem de dois milhdes de hectares. Esse perfil de consumo desproporcional a area
plantada se deve, entre outros fatores, ao aumento da produtividade agricola, alcangado gragas
a introducdo de novas tecnologias e ao melhor aproveitamento de insumos (CARNEIRO et al,
2015). Nao existe um controle eficiente em relagdo ao consumo anual ou trimestral de
agrotoxicos, onde estdo sendo usadas, as implica¢des e em quais cultivos (COLARES, 2011;
BRASIL, 2016). Esta situagdo se reflete em danos a saiide e ao ambiente, com repercussoes

de curto, médio e longo prazo (RIGOTTO, 2014).

Figura 1: Comercializagdo de agrotoxicos por unidade da Federagao
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Fonte: Brasil, 2018

A Chapada do Apodi, junto com a Serra da Ibiapaba e Cariri sdo as trés regides do
Ceara onde o uso de agrotoxicos ¢ mais intenso. Isso porque a agricultura irrigada, em
especial a fruticultura e a horticultura, ¢ bastante desenvolvida nestas regides (MILHOME et
al, 2009; MILHOME et al, 2015; NOGUEIRA, 2017). Segundo a Agéncia de Defesa
Agropecudria (ADAGRI), desde 2013 a fiscalizagdo contra o uso abusivo destes

contaminantes vem ocorrendo em todo o estado. Porém, a situagao encontrada na Chapada do
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Apodi ainda ¢ preocupante no que se refere a saude da populagdo rural quanto ao uso de
agrotoxicos (RIGOTTO et al., 2013; CARNEIRO et al., 2015). Esta regido se destaca pela
grande producao agricola e diversidade de culturas, como o cultivo de abacaxi, meldao, milho e
mamao, dentre outros (IPECE, 2016; MILHOME et al., 2009). O cultivo nessa area também ¢
caracterizado por ser destinado ao mercado de exportagdo, além de ser constituido por
assentamentos de pequenos produtores (IPECE, 2016).

Diante disso, a agricultura convencional vem sofrendo impactos com o uso
intensivo de agrotdxicos que provocaram um aumento expressivo na producdo agricola. Mas,
ao longo desses anos, ficaram evidentes os problemas como perda da fertilidade do solo,
erosdo, perda da biodiversidade, contaminacdo dos alimentos, contaminagdo das aguas,
intoxicagdes cronicas e agudas dos trabalhadores rurais, aparecimento de pragas resistentes
aos agrotoxicos, novas pragas € at¢ mesmo alimentos sem sabor (RIGOTTO et al, 2013;
GOMES, 2015).

Com isso os agrotdxicos tornaram-se um problema em termos ambientais e de
saude humana, principalmente, se a aplicacdo for indiscriminada. Na satude, eles podem
atingir os aplicadores dos produtos, membros da comunidade e os consumidores de alimentos
contaminados com residuos causando efeitos adversos a saude humana (RIGOTTO et al,
2014; SILVA et al, 2013). Basicamente, os agrotoxicos sdo usados na agricultura com os
objetivos de obter grandes produgdes com altas produtividades e boa qualidade dos produtos
com reducdo dos trabalhos. Sem duvida, esses objetivos foram alcancados nessas ultimas
décadas (FERRER e THRUMAN, 2007; LESUER, KNITTL ¢ GARTNER, 2008). No
entanto, o uso indiscriminado, sem critérios e sem conhecimento aprofundado de sua acdo e
efeitos, trouxe e estd trazendo problemas muito sérios ao meio ambiente e consequentemente
a qualidade de vida do ser humano(SILVA, 2015; PATEL, RAWTANI e AGRAWAL, 2019).

Nos ultimos anos, varios trabalhos na literatura tém citado o desenvolvimento de
métodos para avaliar a presenga de residuos de agrotdoxicos em alimentos. Carneiro e
colaboradores (2013) analisaram 128 agrotoxicos em 10 espécies diferentes de bananas
comercializadas no estado de Minas Gerais, Brasil. Os resultados mostraram presenca de
residuos dos compostos (azoxistrobina, carbendazim, boscalida, tebuconazol e imidacloprido)
em quatro amostras. Oshita (2013) analisou doze amostras de morango comercializados na
regido de campinas, SP. Das doze amostras analisadas, nove apresentaram a presenga de pelo
menos um dos agrotoxicos, como: acefato, azoxistrobina, imidacloprido, procloraz,
tebuconazol ou tiametoxan, sendo que o carbendazim apresentou concentra¢ao maior que o

LMR estabelecido pela ANVISA. Guedes e colaboradores (2016) determinaram 21
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agrotoxicos em amostra de goiaba comercializada na cidade de Fortaleza (Ce). Do total de
amostras analisadas, 87% apresentaram algum residuo de agrotoxico, dentre eles o
propacloro, clorpirifoés, clorobenzilato e trifoxistribina. Mundz e colaboradores (2017)
determinaram 42 agrotoxicos de diferentes classes em amostras de ‘“goji berry”
comercializadas na regido de Santa Maria (RS). Das dezesseis amostras analisadas treze
apresentaram residuos de um ou mais agrotoxicos presente no método, dentre eles:
carbendazim, clorpirifés, dimetoato, propanocarbe e tebuconazol.

Portanto, h4 uma preocupagdo crescente com relagdo a presenga de residuos de
agrotoxicos nos alimentos, devido aos possiveis efeitos adversos a saude dos seres humanos
se expostos por longos periodos, especialmente em criangas que consomem maiores por¢oes
de frutas e hortalicas em relagdo a massa corporal quando comparados aos adultos e sdo mais
susceptiveis as substancias quimicas toxicas por estarem nos estagios iniciais de
desenvolvimento (QUEIROZ et al 2011; HOLME et al, 2016).

Para garantir a seguranca da populagdo quanto ao consumo de alimentos, agéncias
governamentais do mundo todo vém realizando um controle quanto a presenga desses
contaminantes.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou, em 2001, o
Programa de Andlise de Residuos de Pesticidas (PARA), para monitorar os niveis de
pesticidas em produtos agricolas, onde limita as quantidades e estabelece limites maximos de
residuos (LMR) para pesticidas, a fim de garantir a qualidade de alimentos ingeridos.
Contudo, o LMR nem sempre pode ser utilizado como parametro de qualidade dos alimentos,
pois observa-se uma falta de consenso entre os limites estabelecidos pelas legislagdes de
diferentes paises. No Brasil, o LMR permitido para o inseticida clorpirifés em bananas ¢ de
0,01 mg/kg, porém, na Unido Europeia, este limite ¢ 4,0 mg/kg, um valor extremamente
maior (GOMES et al., 2020).Um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos
brasileiros esta contaminado pelos agrotdxicos, segundo analise de amostras coletadas em
todos os 26 estados do Brasil, realizada pelo Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) (ANVISA, 2015).

No estudo realizado pelo Programa de Andlise de agrotoxicos em Alimentos
(PARA) entre os periodos de 2013 a 2015, foi demonstrado que de 12.051 amostras de 25
alimentos de origem vegetal analisadas de 27 estados do Brasil, 2.371 (19,7%) apresentaram
resultado insatisfatério. Além disso, 2.211 dessas amostras mostraram ingredientes ativos que

estdo em processo de reavaliacao toxicoldgica, ndo sendo autorizados para cultura. Dentre os
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agrotoxicos com maior numero de irregularidades encontrados na analise estd o acefato e
clorpirifés que estdo no presente trabalho (ANVISA 2015).

Sendo assim o monitoramento de agrotoxicos nos alimentos ¢ de fundamental
importancia para a preservagao da saude da populacdo. Métodos multirresiduos para analises
de agrotoxicos em alimentos tém como objetivo analisar muitos agrotoxicos, pertencentes a
diferentes classes, em uma unica etapa de extragdo e que seja eficaz na andlise de diferentes

matrizes.
3.3 Métodos para determinacio de Agrotoxicos em Alimentos — QuUEChERS

O interesse na investigacao de residuos de agrotdxicos em frutas e verduras conduziu
ao desenvolvimento de varios métodos multirresiduo como maneira mais econdmica para
realizar estas analises (SILVA et al., 2014; FAN et al., 2014; MORENO et al., 2015;
LOZOWICKA et al., 2016). Devido aos baixos niveis de deteccdo exigidos pelas agéncias
reguladoras e a natureza complexa das matrizes em que os analitos estdo presentes, uma
eficiente preparacdo de amostra, deteccdo em nivel de tragos e identificacdo, sdo aspectos
importantes para a elaboragdo de um método analitico (PRESTES et al., 2011;
SOBHANZADEH, 2012; ORSO et al., 2015; GUEDES et al., 2016; MONTIEL-LEON et al.,
2019).

Visando superar as dificuldades na quantificagdo dos agrotoxicos, no sentido de
melhorar a analise, varios trabalhos tém sido realizados no desenvolvimento de novos
métodos de extragdo. Entre esses, destaca-se 0 método que foi desenvolvido entre os anos de
2000 e 2002, sendo publicado pela primeira vez em 2003 por Anastassiades e colaboradores,
denominado QUEChERS. Esta nomenclatura ¢ o acronimo dos termos em inglés: Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe (Répido, Facil, Barato, Eficiente, Robusto e Seguro) que
designa o método em uma forma simples, eficiente e de baixo custo para extrair e limpar os
residuos de pesticidas de varios tipos de matrizes complexas. Apesar de ser um método
relativamente novo, comparado aos métodos de extracdes tradicionais, 0 QUEChERS tem sido
amplamente aceito pela comunidade internacional de analistas de residuos de pesticidas, uma
vez que muitos trabalhos tém sido publicados empregando sua forma original ou com
variagdes (LEHOTAY et al, 2005; PAYA et al, 2007, BIZIUK, 2011; ARIENZO,
CATALDO; FERRARA, 2013; RAHMAN et al, 2013; SOLIVEN et al., 2019;
NARENDERAN, et al., 2019).
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O método QUEChERS original envolve uma extracao inicial de 10 g de amostra
com 10 mL de acetonitrila, seguida de uma etapa de parti¢do liquido-liquido formada pela
adicao de MgSQOy anidro, que tem a fungdo de remover o excesso de agua da amostra; e mais
1 g de NaCl, para ajuste da forga i0nica. A remogao de agua residual e limpeza (clean-up) sao
realizadas simultaneamente, usando um procedimento rapido chamado de extracdo dispersiva
em fase solida (dispersive solid-phase extraction—-DSPE), em que 150 mg de MgSO4 anidro e
25 mg de sorvente amina primaria secundaria (PSA — composto por grupos etilenodiamina-N-
propil ligados a silica) sdo misturados com 1 mL do extrato acetronitrila. O PSA tem a fungao
de remover agucares, acidos graxos, acidos organicos e pigmentos presentes na matriz
(ANASTASSIADES et al., 2003).

As caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos sdo consideravelmente
diferentes, uma vez que podem apresentar carater acido, basico ou neutro. Estes compostos
podem conter em sua estrutura, halogéneos, fosforo, enxofre ou nitrogénio, os quais possuem
uma grande relevancia no método de detec¢do destes compostos (JARDIM et al., 2012;
BLANKSON et al., 2016; GRIMALT & DEHOUCK, 2016). Além disso, alguns agrotoxicos
sdo volateis, outros nao, e esta grande diversidade causa sérios problemas no desenvolvimento
de um método “universal” para andlise de residuos destes compostos (RAJSKI et al., 2013;
CARNEIRO et al., 2013; ZHOHG et al., 2016).

O método original foi modificado para ampliar o alcance tanto de pesticidas,
como de matrizes. De grande importancia foi a introdu¢ao de tamponamento com adi¢ao de
sais para melhorar a recuperagdo de analitos dependentes de pH. Lehotay; Mastovska &
Lightfield (2005) introduziram o tampao acetato que ¢ possivel atingir um valor de pH ente
5,5 e 6 para todas as amostras. Portanto o método QuUEChERS e suas modificagdes passaram
a ser aplicados amplamente pelos laboratérios em varios paises.

Lehotay, Mastovska & Yun (2005) desenvolveram uma metodologia para
determinagdo de residuos de agrotoxicos em alimentos gordurosos (leite, ovos e abacate) a
partir do método QuEChERS, empregando acetonitrila com 1% de &4cido acético como
solvente de extracdo e em seguida clean up usando 50 mg de C;s e 150 mg de MgSO4. Os
extratos foram analisados por GC-MS e LC-MS e apresentaram resultados de recuperagdo
entre 0 e 271% e limites de quantificagio menores que 10 ng g'. Em 2010, os mesmos
autores realizaram estudos e compararam diferentes versdes do método QuUEChERS em
diferentes matrizes de frutas e legumes. As trés versdes (QUEChERS original, QuEChERS

acetato tamponado ¢ QUEChERS citrato) foram comparados com base na recuperacao de 32
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agrotoxicos representativos, que obtiveram recuperacdes em média de 98% com %CV de
10%.

Kanrsa e colaboradores, (2013) aplicaram o método QuEChERS modificado para
a determinacdo de residuo de carbaril em amostras de hortalicas (pepino e repolho) e feijao.
Wang e colaboradores (2013) determinaram 51 residuos de agrotoxicos comparando os
métodos, QUEChERS original e QUEChERS acetato em amostras de tomate, feijao, brocolis e
cenoura. A versao QuUEChERS acetato usando a combinagdo de C;g3 e PSA na etapa de
limpeza, obteve-se excelentes resultados de recuperagao. Blankson e colaboradores (2016)
usando o método de extracio QuUEChERS modificado, validou e determinou 21 agrotoxicos
entre as classes de organofosforados e piretroides em amostras de berinjela, pimenta e quiabo.
Hou, Zhao e Liu (2016) validaram uma metodologia utilizando o QuEChERS modificado,
para determinar clorotanil em amostra de couve. Diogenes (2016) validou e determinou sete
pesticidas das classes dos carbamatos, organofosforados e neonicotinéides em amostras de
alface, utilizando o QuEChERS modificado. Farina e colaboradores (2017) utilizando o
método QuEChERS, validaram uma metodologia para determinagdo de 15 pesticidas
multiclasses em amostras de vegetais folhosos dentre eles, alface, couve-flor, brocolis e
repolho. Alcantara e colaboradores (2019) desenvolveram uma revisdo bibliografica sobre
andlises de diferentes classes de agrotdoxicos em frutas utilizando QuEChERS como
metodologia de preparacdo de amostras. As recentes melhorias no QUEChERS permitem
minimizar a instabilidade dos pesticidas devido ao pH da matriz e obter extratos mais limpos.
Outra aplicagdo do método QuUEChERS foi implementada por Narenderan e colaboradores
(2019), na qual este trabalho foi desenvolvido uma metodologia de superficie de resposta
multivariada integrada ao método de extracio QUEChERS modificado para a avaliacdo de
agrotoxicos organofosforados em repolho, couve-flor, cenoura, brécolis e alface. De modo
analago aos trabalhos anteriores, Guo e colaboradores (2019) realizaram andlise
multirresiduos de agrotoxicos em produtos agricolas ricos em polifendis usando um método
QuEChERS modificado e posterior dilui¢do. A exemplo dos autores precedentes, os
pesquisadores Lopez e colaboradores (2019), utilizaram um método QuEChERS modificado
para extracao, para analise seletiva de multirresiduos em 14 agrotoxicos altamente polares em
matrizes de alimentos usando cromatografia liquida de interagdo hidrofilica e espectrometria
de massa. Todos estes trabalhos citados obtiveram recuperacdes satisfatdrias, apresentando

valores entre 70 a 120%.



37

3.4. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas - LC/MS

A Cromatografia Liquida (LC — Liquid Chromatography) ¢ uma técnica de
separacao consagrada e bem estabelecida, que possibilita a determinacdo de moléculas
termolédbeis e ndo volateis, diferentemente da Cromatografia Gasosa (GC - do inglés — Gas
Chromatography)(PACHECO etal., 2015; COLLINS,BRAGA e BONATO, 2006;
FERNANDEZ-ALBA, 2005). E uma técnica versatil ¢ com grande faixa de aplicacdo, ja que
diferentes combinagdes entre as fases movel e estaciondria podem ser feitas (THONL et al.,
2002; CHIARADIA et al., 2008;). A separacao pode ser efetuada mantendo-se a composi¢ao
da fase movel constante durante toda a andalise cromatografica, que ¢ denominada modo
isocratico (KMELLAR et al., 2011). Quando necessaria a utilizacdo de solventes de diferentes
polaridades e porcentagens destes em misturas, denomina-se como modo gradiente, tendo
como vantagens andlises mais rapidas, melhores separagdes e maior simetria nos picos.
(CHIARADIA et al, 2008; STACHNIUK e FORNAL, 2016; THAMMANA, 2016).

O acoplamento da cromatografia liquida com o espectrometro de massas
possibilita combinar as vantagens de unir um sistema de separacao indiscutivelmente robusto
e eficiente (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com um sistema que fornece o espectro
de massas (obtencdo de informacdo estrutural e da massa molar), possibilitando a
identificacdao inequivoca dos analitos presentes na amostra (tempo de retengdo e espectro de
massas) (CHIARADIA et al, 2008; LANCAS, 2009; THURMAN et al.,2013). A
potencialidade do acoplamento da LC e MS havia sido reconhecida ha varias décadas, porém,
incompatibilidades relacionadas a vazdo do eluente com relacdo a velocidade de
bombeamento do sistema de vacuo inviabilizavam a jun¢ao das duas técnicas (PRESTES et
al., 2009; LANCAS, 2013).

Existem diversos tipos de espectrometros de massas, cada qual com suas
vantagens e limitagdes (LANCAS, 2009; NASCIMENTO, 2017). Porém, todos apresentam os
mesmos componentes bdsicos: sistema de introducdo de amostra, fonte de ionizagao,
analisador/separador de massas, detector e registrador. Além disso, como serd colocado
posteriormente, alguns equipamentos apresentam dois analisadores de massas separados por
uma camara de colisdo. Um esquema da estrutura basica de um espectrometro de massas ¢
mostrado na Figura 2.

O sistema de injecdo da amostra se da de forma direta na fonte ou através do
acoplamento com a Cromatografia Gasosa ou Liquida. Na fonte de ions, os componentes de

uma amostra sdo convertidos em ions positivos ou negativos os quais sdo imediatamente
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acelerados em dire¢cdo ao analisador de massas. A fun¢ao do analisador de massas ¢ separar
tais ions de acordo com a razao entre a sua massa e sua carga elétrica, m/z (REBELO, 2014;
CHIARADIA et al, 2008; LANCAS, 2009). Os espectrometros de massas podem ser
classificados em varias categorias dependendo da natureza do analisador de massas.
Finalmente, um detector recebe os ions que foram separados pelo analisador, transformando a
corrente de ions em sinais elétricos que sdo processados e armazenados na memoria de um

computador e mostrado em uma tela (LANCAS, 2013, NASCIMENTO et al., 2017).

Figura 2: Esquema geral de um espectrometro de massas
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Fonte: Adaptado de Langas, 2009.

3.4.1 Sistema de injecdo da amostra

Em virtude do cariter universal da espectrometria de massas (MS — Mass
Spectrometry), sua versatilidade se destaca pelos diferentes tipos de sistemas de insercao de
amostras, que podem ser sélidas, liquidas ou até mesmo gasosas. Com isso, o sistema de
introdugdo pode variar desde uma simples bomba de seringa a sistemas de Cromatografia
Gasosa (GC do inglés — Gas Chromatography), HPLC (do ingés — High Performance Liquid
Chromatography, (UPLC do ingé€s - Ultra Performance Liquid Chromatography),
Eletroforese Capilar (CE do ingés - Capillary Electrophoresis) e Cromatografia de Fluido
Supercritico (SFC).
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3.4.2 Fontes de lonizagdo (FI)

O processo de detecgdao por MS inicia com a ioniza¢do dos compostos alvo. Uma
energia ¢ aplicada de acordo com o agente de ionizagao e transferida direta ou indiretamente a
amostra para promog¢ao da ionizagdo do composto. Como existem inumeros tipos de amostras
e espécies quimicas, diferentes estratégias de ionizacao tém sido desenvolvidas para adaptar o
sistema a cada situacao (PICO e BLASCO, 2007, CHIARADIA et al., 2008; LANCAS,
2013).

As fontes de ionizagdo foram desenvolvidas com o intuito de resolver a
incompatibilidade entre as vazdes empregadas no sistema cromatografico. Elas auxiliam na
remocdo do solvente e na interface entre a coluna cromatografica e o espectrdmetro de
massas. Estas fontes facilitam na transferéncia da amostra que elui da coluna cromatografica
para a fase gasosa (interface coluna-MS) e a ionizagdao da amostra (CHIARADIA et al., 2008;
LANCAS, 2009). A principal interface utilizada na andlise de agrotoxicos ¢ baseada na
Ionizacdo a Pressdo Atmosférica (API, do inglés Atmospheric Pressure lonization) que
engloba a Ionizagdo por Eletronebulizacdo (ESI, do inglés Electrospray Ionization), a
Ionizagao Quimica a Pressao Atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric Pressure Chemical
Ionization) e a Fotoionizagdo a Pressao Atmosférica (APPI, do inglés — Atmospheric pressure
Photoionization) (LANCAS, 2009, NASCIMENTO et al., 2017; SILVA et al, 2019).

As interfaces ESI e APCI foram as técnicas empregadas neste estudo. A descrigdo
mais detalhada das suas caracteristicas, assim como dos processos € teorias que envolvem a
ionizacao estdo colocadas a seguir. De uma forma geral sao processos complexos, onde ha
muitos parametros instrumentais, os quais influenciam drasticamente na eficiéncia da
jonizagdo. E requerida uma otimizagio cuidadosa do espectrometro de massas para obter sua
maxima sensibilidade. Isto inclui os ajustes dos parametros tipicos da interface como
voltagem do capilar na ESI e a corrente na agulha de descarga da APCI, bem como, pressao
dos gases de spray/nebulizacdo e temperatura da interface (TITATO, BICUDO, LANCAS,
2007; PICO e BLASCO, 2007).

3.4.2.1 lonizagdo por Eletronebuliza¢do — ESI

Em ESI, moléculas de baixo ou alto peso molecular, de média a alta polaridade e

complexidade estrutural podem ser facilmente ionizadas por um modo brando e analisadas
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por MS. A caracteristica principal deste modo de ionizagdo (Figura 3) ¢ que as espécies dos
analitos sdo ionizadas em solucdo no interior do capilar e transferidas para a fase gasosa como
entidades isoladas, na qual trés tipos de ions sdo formados por processos essencialmente
distintos: reagdes redox (oxidagdo/redugio) que produzem ions moleculares (M*") ou (M");
reacoes dacido/base (protonacdo/desprotonagdao) que resultam na formagdo de moléculas
protonadas ((M+H]") ou desprotonadas ([M-H]) onde normalmente sio denominadas de fons
quasi-moleculares; e reagdes de coordenagdo com cations (geralmente os da familia 1A) ou
anions (principalmente cloretos), que leva a formagio de moléculas cationizadas ([M+Na]"),
([IM+K]") ou anionizadas ([M+CI]) (CROTTI, 2006; CHIARADIA, 2008; ALBERICI et al.,
2010; NASCIMENTO et al., 2017).

No processo de ionizagdo por ESI uma solu¢do da amostra em pH levemente
acido ou basico (ou “neutra” de um sal) ¢ submetida a um tubo capilar de ago inox, ao qual é
aplicado uma voltagem tipicamente entre 3000 e 5000V (MASIA, BLASCO, PICO, 2014).
Como resultado, o liquido emerge do capilar a pressao atmosférica, na forma de um aerossol.
As goticulas formadas perdem sucessivamente o solvente (sdo dessolvatadas), e o volume das
gotas ¢ reduzido, o que provoca um aumento na repulsdo entre as cargas, assim, as gotas se
subdividem. Eventualmente, devido a alta repulsdao entre os ions de mesma carga, ou se
formam gotas contendo apenas um ion — modelo de cargas residuais (CRM) ou ions evaporam
(sdo “ejetados”) das gotas para a fase gasosa — modelo de evaporacdo de ions (IEM) (COLE,
2000).

O CRM propde que as goticulas carregadas saem da ponta do capilar num spray
de formato conico (cone de Taylor) e com o auxilio de um fluxo de gas aquecido (N»), as
goticulas carregadas com varias unidades de carga sofrem a evaporagdo do solvente, tendo
seu tamanho reduzido e consequentemente um aumento da densidade de carga, tornando a
repulsdo entre as cargas, maior que a tensdo superficial. Este efeito faz com que as goticulas
se desintegrem em goticulas ainda menores € o mesmo processo pode ser repetido até que o
solvente seja evaporado por completo, restando apenas os ions da amostra (SNYDER, 1995).

O IEM (modelo de evaporacdo de ions) propde que o aumento da densidade
superficial de carga devido a evaporagdo do solvente cria um campo superficial que supera as
forgas de solvatacdo dos ions antes de exceder a tensdo superficial do solvente, causando a
ejecdo do ion antes da explosdo couldombica. Este mecanismo favorece a formagdo de ions
multiplamente carregados, caracteristica que pode ser utilizada na determinacdo de

macromoléculas.
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Figura 3: Representacao do processo de ionizagdo por Eletrospray - ESI
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Atualmente, ainda ndo foi possivel estabelecer as condigdes que definem se a
ionizacao estd sendo realizada exclusivamente por CRM ou IEM. O que parece mais provavel
¢ que os dois mecanismos (Figura 4) ocorrem simultaneamente e o processo de ioniza¢ao por
eletrospray possibilite a ocorréncia destes dois processos indistintamente (BERKEL, 1995;
KATTA; ROCKWOOD; VESTAL, 1991). Ha estudos que apontam uma tendéncia para que
moléculas hidrofilicas sejam ionizadas por CRM e moléculas hidrofobicas pelo processo IEM
(DASS, 2007; HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Um modelo mais recente apresentado
por (COLE, 2000) propde que os mecanismos podem operar simultaneamente. A Figura 4
ilustra a ocorréncia simultanea destes dois processos. O mecanismo de Dole, ou do residuo de
carga, seria predominante em massas superiores a 3.000Da e o mecanismo de Iribarne e
Tomsom, ou da evaporacdo do ion predominaria em massas inferiores (BERKEL, 1995;

PICO, 2007).

Figura 4: Dois mecanismos propostos para formacao de ions gasosos no processo de ionizacgao por Eletrospray
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3.4.2.2 lonizag¢do Quimica a Pressdo Atmosférica — APCI

No caso de moléculas de polaridade média a baixa, a ESI pode ndo apresentar
uma resposta adequada para o fim analitico de interesse. Com isso, surge uma técnica de
ionizacao alternativa, Ionizagdo Quimica a Pressao Atmosférica (APCI) (LANCAS, 2013;
MASIA, BLASCO, PICO, 2014). A técnica de APCI é uma ferramenta indicada para a
analise de moléculas neutras que ndo sejam facilmente ionizaveis em solu¢do, e ndo muito
labeis. Nesse caso, diferentemente de ESI, o analito ¢ primeiramente volatilizado (o que
requer que o mesmo apresente certa estabilidade térmica) e posteriormente ionizado. Analoga
a ioniza¢ao quimica, APCI ¢ uma ionizagdo relativamente suave e induz a pequena ou
nenhuma fragmentacdo do analito, pois ndo sdo aplicadas voltagens no spray formado, e as
moléculas neutras sdo levadas para a fase gasosa por um processo térmico. O processo de
dessolvatacdo ¢ alcancado pelo aquecimento da solu¢do dentro da sonda de APCI,
normalmente mantido entre 150 e 550 °C. Isso acontece por meio de uma sonda com um
capilar de silica fundido envolto por uma resisténcia; a essa ¢ aplicada uma corrente que eleva
a temperatura do meio, levando a vaporizacao da fase movel. O analito em fase gasosa ¢ entdo
direcionado a uma agulha metélica (Agulha Corona), onde ¢ aplicada alta corrente que induz a
ionizacdo. A descarga corona com uma voltagem aplicada entre 3-5 kV proporciona os
elétrons que ionizam o analito gasoso via uma série de reagdes ion/molécula em fase gasosa a
pressdo atmosférica (Figura 5). Inicialmente sdo ionizadas as moléculas mais presentes no
meio (N, visto que a ionizagdo ocorre a pressao atmosférica), que posteriormente transferem
carga para os analitos de interesse por meio de uma cascata de reacdes ion-molécula

(LANCAS, 2013).



43

Figura 5: Representacdo do processo de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica-APCI
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Ng +e — Np* + 2e
No* + 2Ny —> Ng* + Np
Ng* + HoO — HOF + 2N,
Hp0* + HyO —> HaO* + OH'
Hz0* + HyO + Np —> H*(H,0), + N,
H*(Hp0)q.1 + HO + Ny —> H*(H,0), + Ny

Como exemplo, no modo positivo, os elétrons energéticos iniciam uma sequéncia
de reagdes com o gas de nebulizagdo (normalmente nitrogénio) formando ions moleculares de
nitrogénio. Dependendo da composicao da fase movel (solvente, S) sdo formados ions do tipo
S*" ou [S + H]" entre outros, via uma série de reacdes ion/molécula com os ions moleculares
de nitrogénio. A ionizacdo ¢ iniciada pela transferéncia de elétrons para o cation radicalar S**
e por transferéncia exotérmica de protons a partir do ion de solvente protonado
(NACHTIGALL, 2009). As moléculas neutras do analito sdo consequentemente
transformadas na fase gasosa em ions moleculares (M*") ou moléculas protonadas ([M+H]"),

respectivamente.
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A técnica de APCI determina massas molares menores do que 2000 unidades,
podendo ser usada na maioria dos casos no modo positivo. O fato de serem empregadas
temperaturas mais altas, em relacdo a ESI, desfavorece a técnica, sendo menos utilizada em
analise de biomoléculas grandes (ex.: carboidratos e proteinas) e termicamente instaveis
(NUNEZ, 2005; PRESTES, 2011).

Atualmente, as fontes ESI e APCI estdo universalmente disponiveis e t€ém sido
usadas para desenvolver métodos para determinar agrotoxicos em amostras ambientais e de
alimentos.

Os autores Titato, Bicudo e Lancas (2007) otimizaram as varidveis experimentais
em ESI e APCI para a determinagcdo de dez pesticidas das classes de organoclorados,
carbamatos, triazois dentre outros por LC-MS em amostras de laranja e os resultados
mostraram que os efeitos da matriz ndo interferiram na determinagdo dos pesticidas em seu
estudo.

Chen e colaboradores (2014) realizaram um estudo comparativo das fontes ESI e
APCI utilizando UHPLC — MS/MS. Avaliou os limites de deteccdo (LD), linearidade e o
efeito matriz em cinco matrizes diferentes de chd. A comparagdo das duas fontes testadas
mostrou que a fonte APCI ¢ menos afetada pela supressdo de ionizacdo produzida pelos
componentes da matriz. No entanto, os LDs dos compostos para a fonte ESI foram inferiores
em relagdo a APCI para maioria dos pesticidas. A escolha para validacdo do método foi
realizada com a ESI utilizando a calibracao por superposi¢do na matriz nas cinco amostras de
cha.

Alguns trabalhos tém sido publicados avaliando a sensibilidade da ESI e APCI de
diferentes analitos em amostras complexas. Tian e colaboradores (2016) compararam as
técnicas ESI e APCI para quantificagdo do hormoénio levonorgestrel em plasma humano.
Nesse estudo os resultados também mostraram que a fonte APCI foi menos afetada pela
supressdo de ioniza¢do produzida por componentes da matriz. Porém a ESI apresentou
menores valores de LD e LQ, e uma calibracdo por adicdo de padrio na matriz e uso de
padrao interno foi realizado no estudo da linearidade do método, obtendo-se faixa de
concentracao de 0,25 — 50 ng mL™" e coeficiente de correlacdo > 0,99.

Um levantamento bibliografico foi realizado nas bases de dados da Coordenacao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Web of Science e SciELO,
datados do periodo de 2015 a 2019.Como palavras-chave foram utilizadas: frutas e hortalicas
em LC-MS/MS. Na Tabela 2, estdo apresentados os trabalhos, nos quais foram analisadas

cerca de 55 matrizes de frutas, cereais e hortalicas. De acordo com a tabela, pode-se verificar
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que o QUEChERS tem sido o método de extragdo de pesticidas mais utilizado e a ESI foia
técnica de ionizacdo adotada em todos os trabalhos.Uma média de 65 analitos foram
mensurados em cada trabalho e o LD variou de 0,00003 a 0,3 mg kg'. Diante disso,
verificou-se que as técnicas adotadas no presente trabalho sdo eficientes, uma vez que vem
sendo empregadas em diversos trabalhos recentes, como a extracdo por QuEChERS e
ionizagdo por ESI, bem como a APCL.Além disso, com o uso destas técnicas ¢ possivel a

obtenc¢do de o6timos niveis de detecgdo e quantificagdo dos agrotoxicos estudados.
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Tabela 2: Analise de residuos de agrotéxicos empregando LC-ESI-MS/MS e LC-APCI-MS//MS em amostras de alimentos no periodo de 2015-2019

N° Matriz N d ¢ Extracdo/Clean up Detector MS Met9d0s~de Moc.io. d~e Fa.u)fa. de valores 1 Referéncias
analitos ionizagao Aquisicao (sensibilidade) mg kg
1 Tangerina e laranja 4 Meétodo EtOAc Q-Trap ESI MRM - Besil et al. (2019)
. LD: 0,000031 Ceballos-Alcantarilla ef al.
2 Uva e ameixas 1 QuEChERS QQQ ESI SIM +£0,00001 4mg.kg'1 2019)
3 Orégano 335 QuEChERS QQQ ESI MRM LQ: 0,001 —0,153 mg kg | Drabova ez al. (2019)
4 cha, maca e brocolis 20 QuEChERS/ d-SPE QQQ ESI MRM LQ: 0,01 —0,02 mg kg™ Guo et al. (2019)
cereais, tubérculos, ) B
5 legumes, ¢ frutas 470 QuEChERS QQQ ESI MRM LD: 0,3 mg kg Ingenbleek ef al. (2019)
6 maga, p;;ls;i‘;’ perae 133 BiT-MSPD QQQ ESI SRM LD:0,003mg kg ' Kemmerich et al. (2019)
Pepino, uva, cenouras, . B
7 alface, peras, macas, 6 QuEChERS Q-Trap ESI MRM ;Dl((),OIO 005 —0,00061 Lietal. (2019)
batatas, soja EX8
alface, laranja, aveia e MeOH/filtro de 0,2m
8 ’ so'il ’ 14 de fluoreto de Q-Trap ESI MRM LQ: 0,02 70,2mg.kg'1 Lopez et al. (2019)
) polivinilideno (PVDF)
9 alface’t(ﬁgfé uvae 2 QUEChERS QQQ ESI sRM | LP:0,00005-0,002mg.kg |y roiel T eon er al. (2019)
Péssego, morango,
10 repolho, couve-flor, 5 QuEChERS QQQ ESI MRM LD:0,0001 —0,001mg.kg” ' | Narenderan et al. (2019)
cenoura, brocolis,alface.
11 Repolho 2 QuES;ﬁisl)/gean‘ QQQ APCI, ESI SRM | LQ: 0,0003-0,0015mg.kg" | Silva et al. (2019)
12 Llimao 3 QuEChERS Q-Trap ESI MRM LD:0,001-0,01 mgkg" Soliven et al. (2019)
Pimentdo, cenoura,
13 cebola, batata doce, 2 QuEChERS QQQ APCI MRM LD:0,01 mg kg™ Badoud et al. (2018)
mirtilo e morango
14 tomate, lgfr“ga ¢ alho- 164 Citrato - QUEChERS QQQ ESI MRM LD: 0,005 mg kg’ Cutillas ef al. (2018)
15 Pimenta verde e pepino 170 QuEChERS QQQ ESI MRM LD:0,001 — 0,005 mg kg | Golge, Hepsag e Kabak (2018)
16 Kiwis 49 QuEChERS/dSPE QQQ ESI MRM LD: 0,003 —0,089 mg.kg' | Kim ez al. (2018)
17 Banana, brécolis, 2 Metanol (MeOH) e QQQ ESI SRM LD: 0,001 —0,002 mg.kg'1 Liao et al. (2018)
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cenoura, abobora,

tomate, couve-flor, alho-

diclorometano (DCM)

poro e etc.
18 alface, uvas. 17 QUEChERS/dSPE QQQ ESI TIC, SIM | LQ: 0,03- 2,2 mgkg | Neely et al. (2018)
Pepino, tomate, couye, LQ: 0.00015
19 uva, amoreira, maga e 22 MSPE QQQ ESI MRM 1 Zhao et al. (2018)
pera 0,001mg. kg
. QuPPe/ClS,
20 Ceb"la’etlféigl‘l’l’abatata © 1 GCB, Florisil, QTRAP ESI MRM | LQ: 0,01 mg kg Kaczynski (2017)
quitosana e grafeno.
21 Tomate, laranja e etc. 64 QuEChERS IT NSI TIC LQ: O’OOI?IOgOEgTP 000083 Moreno-Gonzales et al. (2017)
M¢étodo hibrido
22 Alho-pord 41 QuEChERS/QuPPe QQQ ESI MRM LQ: 0,00004 —>1 mg.kg' | Robles-Molina et al. (2017)
com clean-up d- SPE
Brocolis, salsa, alho- Cg(r)arl;[lj)s;rr?gllae gr}:]ilss
. - - . -1 .
23 pt?;t(;,t:epiz, ;rtlorantgo, 160 PSA. Acetato de Etila. QQQ ESI SRM LD: 0,01 mg.kg Uclés et al. (2017)
¢ abacate e ele. Métodos “NL”.
24 | MAcES deaznef:lzs’ alface 28 QuPPe QQQ ESI SRM LQ: 0,0005 — 0,01 mg.kg"' | Danezis et al. (2016)
25 Uva 2 QuEChERS Q-Trap ESI MRM : Dutta et al. (2016)
26 Polpa de coco 10 Acetato(i_%‘li‘%ChERS/ QQQ ESI SRM LD: 0,003 mg kg Ferreira et al. (2016)
Uva, mamao, banana,
maga, aipo, berinjela, ) B
27 | alho-poré,tomate, ché 1 QuPPe/Clean-up r- QQQ ESI sRM | LD: 0,0003-0.,0033 Han et al. (2016)
. . DSPE mg.kg
verde, milho, soja e 6leo
de soja
Alface, tomate,
28 pimentio, cenoura, 140 Q“EChﬁf{SSi,/glean'“p QQQ ESI MRM | LQ: 0,002 - 0,050 mg.kg” | Lemos et al. (2016)
abobrinha, acelga e etc.
29 Café verde brasileiro 2 QuEChERS QQQ ESI SRM LQ: 0,005 mg.kg" 81(‘)V1‘2)r"" Pacheco ¢ Scherer
30 Laranja 115 QUECHERS/ clean-up QQQ ESI MRM LD: 0,001-0,011 mg.kg' | Golge e Kabak (2015a)

d-SPE
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31 Tomates 109 QuEChERS QQQ ESI MRM LD: 0,005-0,010 mg kg’ Golge e Kabak (2015b)
. Acetato de etila com ) 1 . .
32 Quiabo 2 clean-up d-SPE QQQ ESI MRM LQ: 0,001 — 0,005 mg.g Hingmire et al. (2015)
33 fr““’;i‘:ni‘ﬁf‘aas de 1 QuEChERS QQQ ESI MRM LD: 0,01 -0,02 mg kg Kim et al. (2015)
Broécolis, cenoura,
couve-flor, pepino,
34 alface, pimentio, 120 QuEChERS QQQ, Q-Trap ESI, APCI MRM - Mol et al. (2015)
repolho, morango e etc
Frutas e vegetais
(berinjela, couve-flor,
couve, goiaba, quiabo, . 3 .1 | Sivaperumal, Anand e Riddhi
35 cebola, maga. batata, 60 SPE TOF ESI TIC LD: 0,0003-0,0038mg.kg (2015)
banana, uva, manga,
laranja e roma)
36 Grio de cacau 26 ELL com clean-up d- Q-Trap ESI MRM | LQ: 0,010mg.kg” Zainudin e al. (2015)

SPE

Fonte: Elaborado pela autora
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3.4.3 Analisadores de Massa

A medida que a tecnologia avanga, novos modelos de espectrometros de massa
apareceram no mercado, diferindo ndo apenas em relagdo aos métodos de ionizagdo, mas
também ao tipo de analisadores. Existem diferentes sistemas empregados para separacdo dos
ions gerados durante o processo de ionizagdo. Apos serem gerados na fonte de ionizagao, os
ions sdo transferidos para uma regido do equipamento, conhecida como analisador ou filtros
de massas que sao dispositivos responsaveis pela separacdo ou resolucdo dos ions conforme
sua razio m/z. A regido onde a separagio ocorre esta contida em alto vacuo (10 a 107 torr).

Os avangos mais importantes nas analises de multirresiduos de agrotoxicos véem
sendo realizados no campo dos analisadores de massas, onde a escolha do mesmo deve levar
em consideracdo as vantagens, desvantagens e custo/beneficio da aquisicdo do equipamento.
Dois tipos de analisadores sdo descritos segundo sua resolucdo: de baixa resolugdo (Low
Resolution Mass Spectrometry, LRMS), estes aproximam a relagdo m/z at€ um niimero inteiro
mais proximo e, os de alta resolucao (High Resolution Mass Spectrometry, HRMS), estes
aproximam a massa molar até a quarta, sexta casa decinal, medindo a m/z com precisao
suficiente para determinar a férmula molecular de um composto.

Dentre os diferentes modelos utilizados podem-se citar o quadrupolo, triplo
quadrupolo (do inglés, Triple Quadrupole, QqQ), ion trap tridimendional (do inglés 3
Dimension Ion Trap, 3D IT), quadrupolo-ion trap linear (do inglés,Quadrupole Linear Ion
Trap, QqLIT), tempo de voo (do inglés, Time of Light—TOF), quadrupolo-tempo de véo (do
inglés, Quadrupole-Time of Light— Q-TOF), Ressonancia Ciclotronica de fons com
Transformada de Fourier (FT-ICR — do inglés, Fourier Transform lon Cyclotron Resonance)

e 0 mais recente da espectrometria de massas que ¢ o Orbitrap®.

3.4.3.1 Sistemas Quadrupolo

O analisador de massas mais antigo ¢ o quadrupolo simples, o qual ainda hoje ¢
muito utilizado devido ao seu custo mais acessivel e sua facilidade de compreensdo e
operacdo (HOFFMANN e STROOBANT, 2007). Estes sdo constituidos de quatro hastes
condutoras paralelas e equidistantes entre si (Figura 6), sobre as quais sdo aplicados
potenciais combinados de corrente continua (CC) e radio frequéncia (RF), que variam em
magnitude durante a passagem dos ions pelo quadrupolo. Conforme o campo elétrico gerado,

consegue-se que somente ions com a relagdo massa/carga especifica atinjam o detector,
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enquanto os ions ndo selecionados sdo desviados, levando-os a colidir com as hastes, para a
sua neutralizagdo (EKMAN et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2017). Apresenta uma
resolucdo considerada baixa na faixa de operagdo de R=1000, podendo ter a resolucao
aumentada em condi¢des favordveis para valores maiores que R=4000. Possui a capacidade
de trabalhar com uma ampla faixa de massa sendo ela entre 10 a 4000 Da. A exatidao

fornecida pelas analises do mesmo estdo entre 0,1 e 0,2 Da (LANCAS, 2013).

Figura 6: Representacdo de um sistema quadrupolo simples

Voltagens de AC e DC

- Ton réssonante

Ton ndo-ressonante

Trajetoria Estavel ‘
Trajetdria Instavel

FONTE
DE IONS

Fonte: Elaborado pela autora

3.4.3.2 Analisador de Massa Triplo Quadrupolo — QgQ

Em equipamentos onde os analisadores de massa sdo dispostos em sequéncia,
estes sdo chamados de tandem ou MS/MS. Diversas sao as possibilidades de combinacdes em
tandem. A grande popularidade dos espectrometros de massas sequenciais pode ser atribuida
ao surgimento de um instrumento do tipo triplo - quadrupolo. Neste dispositivo, trés
quadrupolos sdo dispostos sequencialmente, na figura 7 estd representado esquematicamente o
percurso dos ions. No modo de andlise empregado, um ion denominado ion precursor ou ion
pai, ¢ selecionado no primeiro quadrupolo (Q1) e posteriormente fragmentado na cela de
colisdo, localizada no segundo quadrupolo (Q2), por dissociacdo ativada por colisdo,
Collision Activated Dissociation (CAD). A fragmentagdo da molécula é produzida a partir da
colisdo com gés nitrogénio (CAD gas). Os fragmentos gerados, denominados ions produto ou
ions filho, sdo selecionados pela razao m/z no terceiro quadrupolo (Q3) e transmitidos para o

sistema de detec¢do (HOFFMANN, 2007, EKMAN et al., 2009; LANCAS, 2009). O
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monitoramento dos produtos obtidos a partir da fragmentacdo que ocorre no Q2 confere maior
seletividade e permite distinguir de modo eficiente e inequivoco, os analitos de interesse dos
interferentes da matriz mesmo que a separagao cromatografica ndo tenha sido completa. A
técnica, desta forma, mostra-se efetiva na analise de agrotoxicos em niveis baixos de
concentragcdo, mesmo na presenga de interferentes. A fragmentagdo controlada do MS/MS ¢
uma ferramenta essencial para garantir a confiabilidade na identificagdo do composto alvo.
Outra vantagem desta técnica de fragmentagdo ¢ a obtengdo de sinais mais limpos,
melhorando a razao sinal/ruido e diminuindo, portanto os limites de deteccdo e quantificacao
(GARRIDO-FRENICH et al., 2005).

O acoplamento MS/MS permite a utilizagdo de varias estratégias para a sele¢do
dos ions de interesse, tais como a varredura dos ions produto (product ion scan), full scan,
varredura dos ions precursores (precursor ion scan), varredura da constante parda de ions
neutros (Constant neutral loss scan), monitoramento seletivo de reacdo (selected
reactionmonitorig— SRM) ou monitoramento de reagdes multiplas (multiple reaction
monitorig— MRM) (SISMOTTO, PASCOAL e REYES, 2013).

Ao usar o SRM, tanto o primeiro como o segundo analisador sdo focalizados nas
razdes m/z selecionadas, ndo havendo varredura, o que aumenta a sensibilidade para o
monitoramento, associada ao aumento na seletividade. Este ¢ o modo mais comumente
utilizado na quantificagdo de agrotéxicos em amostras de alimentos. Em geral, faz-se uma
primeira aquisicdo com o padrdo do composto no modo de varredura do ion produto, para

depois selecionar as transi¢des SRM que serdo usadas na analise por LC-MS.

Figura 7: Representacdo de sistema do tipo triplo quadrupolo

Entrada de gas de colisdo

(Ar ou N2)
Selecdo de ions para Selecdo de ions para
I monitoramento monitoramento
ESI O — s O
I/®®8E@®® 1R |
APCI I KCD [ \ | | ’ | q )
l |

Interface

Fonte: Elaborado pela autora
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3.4.3.3 Analisadores lon-Trap

O fon-trap ¢ um quadrupolo tridimensional que “captura” todos os ions que sdo
introduzidos em seu interior ¢ os mantém ‘“aprisionados” até que uma determinada
radiofrequéncia seja aplicada e torna os ions de certa razao m/z instaveis, de forma que sao
liberados do trap.

Analisadores do tipo Quadrupolo — lon Trap (QIT) consiste em um sistema
hibrido, composto por dois analisadores de massas diferentes: um quadrupolo e um do tipo
ion trap. Este ultimo ¢ formado por trés eletrodos, um em forma de anel que fica entre os
outros dois, que tém formato hiperbolico e sdao isolados nas pontas. A diferenga de potencial
oscilante entre o anel e os eletrodos hiperbolicos gera um campo magnético capaz de confinar
ou deixar passar os ions.Este tipo de analisador tem a caracteristica inica de conduzir
fragmentagdes em multiplos estagios (MS"). Quando os ions entram no ion-trap, todas as
fragmentacdes ocorrem no mesmo local, mas em tempos diferentes, apresentando melhor
sensibilidade na varredura do que os QqQ, mas com a limitacdo de ndo realizar aquisigdes
alternadas entre os modos de varredura do ion produto e de varredura de perda neutra. Além
disso, estes instrumentos sdo menos robustos para analise de matrizes mais complexas e
podem apresentar baixa repetibilidade e faixa dindmica muito estreita para a quantificagdo.O
Triplo-quadrupolo — lon-Trap linear (QLIT) baseia-se em um tipo de configurag¢do similar ao
QqQ, onde o Q3 pode ser operado tanto como um filtro de massas convencional, quanto como
uma armadilha de ions com ejecao axial de ions.O QLIT agrupa as vantagens do QqQ e do
QIT sem perda de desempenho com relagdo a seus precursores, podendo ser operado nos
mesmos modos que o QqQ, ainda possuindo a habilidade de acimulo de ions para realizar
analises com fragmenta¢des multiplas para elucidagdo estrutural. Também possui um recurso
de varredura avangada de ions produtos, onde os ions produtos sdo acumulados no lon-Trap,
possibilitando o aumento de sensibilidade na varredura, o que o torna ideal para anélises onde
se deseja quantificar e confirmar a identidade de compostos que possuem padrdes de pouca

fragmentacao.

3.4.3.4 Analisadores de Tempo-de-Voo (Time-of-Flight — TOF)

Os analisadores TOF baseiam-se no principio de que, como os ions sdo gerados na

mesma fonte de ionizagdo do espectrometro de massas, eles possuem a mesma energia
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cinética, de maneira que as suas velocidades serdo diferenciadas apenas pelas suas massas
(velocidade ¢ inversamente proporcional a raiz quadrada da massa do ion). Por isso, neste
analisador de massas, os ions produzidos na fonte de ionizacdo sdo acelerados através de um
tubo de voo (de 1 a2 m de comprimento) para serem identificados, uma vez que o tempo que
levam para atravessa-lo esta relacionado com a razdo m/z de cada ion (LANCAS, 2009;
SISMOTTO, PASCOAL e REYES, 2013; MASIA, BLASCO e PICO, 2014).

Instrumentos do tipo ToF sdo configurados como: ToF simples ou em sistemas
hibridos em série como o analisador quadrupolo — tempo de voo (QToF). Este ultimo ¢
construido de maneira a direcionar os ions ortogonalmente do quadrupolo ao tempo de voo,
através de um acelerador de ions, para andlises no modo de espectrometria de massas em série
(MS/ MS) com varredura dos ions produtos. A grande vantagem destes analisadores esta no
fato de oferecerem informacdes espectrais completas com resolucdo de média a alta
(R=100000), medida de massa exata e excelente sensibilidade no modo de varredura total.
Permitem também a andlise de composicao elementar, através da medi¢do precisa da razio
m/z e consequentemente, a quantificagdo e confirmagao inequivocas dos analitos, bem como a
triagem e quantificacdo de compostos desconhecidos ou produtos de degradagdo. Sendo
assim, analisadores do tipo Q-ToF s3o ideais para a busca de compostos cuja presenca ¢
suspeita nas amostras (SISMOTTO, PASCOAL e REYES, 2013; GARCIA-REYES et al,,
2017).

3.4.3.5 Analisador Orbitrap

Um novo tipo de analisador chamado orbitrap surgiu como uma nova tecnologia
na espectrometria de massas de ultra alta resolugao (UHR-MS) e chamou a atencao devido ao
desempenho analitico em termos de resolucdo e precisdo. O espectrometro de massas orbitrap
emergiu como uma alternativa mais acessivel, em relacdo a tamanho e custo, pois compartilha
varios recursos semelhantes do espectrometro de massas de ressonancia ciclotronica de ions
com transformada de Fourier (FT-ICR MS) (NASCIMENTO et al, 2017).

O analisador Orbitrap ¢ precedido de um dispositivo que realiza a inje¢ao externa
dos ions (C-trap). Os ions tém sua energia cinética (Ec) diminuida por meio de colisdes como
gas nitrogénio e em seguida sdo acelerados no C-trap. Quando todos os ions tém
aproximadamente a mesma Ec, eles sdo ejetados tangencialmente para dentro do analisador
sendo aprisionado sem torno do eletrodo central que estd sob uma alta voltagem. Os ions sdo

puxados para a regido equatorial do analisador devido ao forte campo eletrostatico existente
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na regido. O campo eletrostatico, aliado com a alta Ec dos ions, faz com que os ions iniciem
oscilacdes axiais, evitando assim que os mesmos se chocam com o eletrodo central. Sendo
assim, os ions com mesmo m/z irdo oscilar com a mesma frequéncia e suas imagens
decorrentes serdo detectadas por sensores presentes nas paredes externas do analisador
Orbitrap. Estes sinais sdo convertidos em frequéncias por transformada de Fourier e em
seguida, por outras operagdes matematicas (FARRE, PICO, BARCELO, 2014; MAKAROV,
ELUIS, S., 2015; COVAS, 2019).

3.5 Validacao de Método

A valida¢ao de um método analitico ¢ um processo necessario na etapa do seu
desenvolvimento para que ele possa gerar informagdo sobre a amostra de forma confidvel. O
objetivo da validagcdo de um método ¢ mostrar que o procedimento utilizado ¢ adequado para
o fim pretendido (ANVISA, 2017; MAPA, 2011). Os parametros para validacdo de métodos
tétm sido definidos em diferentes grupos de trabalho de organizagdes nacionais e
internacionais, ndo havendo um consenso entre elas, por isso, alguns termos e conceitos sao
encontrados diferentes na literatura. Contudo, os parametros analiticos devem ser baseados na
intencdo do uso do método (RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2017, MAPA, 2011;
SANTE2015).

Todo sistema apresenta limitagcdes, ndo existe modelos prontos para validagdo.
Validacdo a 100% de confiabilidade ¢ utopia e os parametros exigem adequagdes as
necessidades diferentes para cada método, sendo assim, o importante na validagdo ¢ conhecer
os limites e assegurar que o sistema analitico apresente o desempenho esperado, dentro desses
limites esperados no processo de validagao (LANCAS, 2004; LEITE, 2008).

Na validacdo de procedimentos analiticos, existem os guias desenvolvidos com o
objetivo de garantir que os dados gerados possuam a qualidade necessaria, em termos de
confiabilidade, rastreabilidade, entre outros, para o fim que se propdem. No Brasil existem os
guias estabelecidos pelo Ministério da Satude - “RDC n°® 166/2017 - Validagdo de Métodos de
Ensaios Quimicos Analiticos” da ANVISA (2017); pelo documento de carater orientativo
DOQ-CGCRE 008/2016 — Orientagao sobre Validagdo de Métodos Analiticos, produzido
pelo INMETRO (2016), onde constam as orientacdes sobre validagdo de métodos analiticos;
como também o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2011) através

do Guia de Validacao e Controle de Qualidade Analitica. RIBANI et al., (2004) apresentaram



55

uma excelente revisdo sobre validagdo de métodos como sendo um processo continuo de
avaliagdao dos métodos, desde a etapa de planejamento até a coleta de dados da aplicagao.

A validagdo pode também ser baseada em guias internacionais como a
Organizagao Internacional de Normatizagdo (International Organization for Standardization
— ISO), a Conferéncia Internacional em Harmonizagdo (InternationalConference on
Harmonization — ICH) e EURACHEM (The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A
Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics) (EURACHEM, 2014)
apresentam uma versao geral que nao especifica o tipo de analito, mas discute questdes
relacionadas com as figuras de mérito ou pardmetros analiticos de validagdo. O guia
SANTE/11813/2017 - (EC, 2018) (A4nalytical Quality Control and Method Validation
Procedures for Pesticide Residues Analysis in Food and Feed) estabelecido pela Direcao
Geral de Saude e Seguranca Alimentar da Comissdo Europeia que especifica a validacao para

analise de residuos de agrotoxicos em alimentos.
3.5.1 Seletividade

A seletividade ¢ o primeiro parametro avaliado no desenvolvimento de um
método analitico (RIBANI et al., 2004). E monitorada em todas as etapas da validagdo e
aplicagdo, pois avalia o grau de interferéncia de espécies, como outros ingredientes ativos,
impurezas e produtos de degradagdo, bem como outros compostos de propriedades similares
que possam estar, porventura, presentes (MAPA, 2011).

A seletividade de um método instrumental de separagdo ¢ a capacidade de avaliar,
de forma inequivoca, as substancias em exame na presenga de componentes que podem
interferir em suas determinagdes em uma amostra complexa. Em métodos cromatograficos, o
uso de testes utilizando técnicas de avangadas detec¢des, como LC-MS/MS, sdo apontadas
como técnicas altamente seletivas (MAPA, 2011). Portanto, a seletividade deve ser
assegurada para garantir que os parametros de linearidade, recuperagdo e precisao ndo sejam

comprometidos (EC, 2018).
3.5.2 Linearidade

Linearidade ¢ a capacidade de um procedimento produzir resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado

(MAPA, 2011; EC, 2018).
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Para que a quantificagdo de determinado analito seja confiavel ¢ necessario que se
conheca a dependéncia entre a resposta medida (y) e a concentracdo (x). Em cromatografia, a
relagdo entre a area e a concentracao ¢ linear, podendo ser plotada utilizando algum software
para o tratamento de dados, como o Excel ou Origin, onde sdo obtidas as equagdes da reta

(Equagdo 1) e seus coeficientes de determinagao (R?) correspondentes.

Y=ax+b Equacio (1)
Onde:
y = sinal analitica (intensidade ou area de pico cromatografico);
x = concentracdo do analito;
a = inclinagdo experimental (coeficiente angular);

b = intercepto experimental (coeficiente linear).

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo,
cinco concentragdes diferentes. E no caso de analise de impurezas, o nivel de concentragao
maximo deve ir a 120% do limite maximo estabelecido. Se houver relagdo linear aparente
apos exame visual do grafico, os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos
estatisticos apropriados para determinagdo do coeficiente de correlagdo (r) e determinagdo
(R?), significancia do coeficiente angular, homocedasticidade do modelo e soma residual dos
quadrados minimos da regressdo linear (EURACHEM, 2014).E sabido que a determinagio da
verdadeira concentragcdo de residuos de pesticidas em amostras desconhecidas depende da
qualidade das curvas de calibracdo projetadas na validagdo do método (MARTINS et al.,
2018). Geralmente a analise quantitativa ¢ realizada usando regressao linear pelo método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO) em todos os niveis de concentragcdo na condi¢ao de
variancias iguais (homoscedasticidade). Como também, existem muitos métodos analiticos
que nao tém uma precisdo constante em uma ampla faixa de concentragdes padrdo
apresentando heterocedasticidade nas variacdes. Isso implica que a precisdo na extremidade
inferior da faixa da curva ¢ prejudicada. Para combater essas dificuldades, precisamos
modificar nossa abordagem, e o uso do método dos minimos quadrados ponderados (MMQP)
¢ muito util para essas praticas (MAPA, 2011; BARBOSA et al., 2017, MARTINS et al.,
2018).
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Para avaliar a homogeneidade da variancia dos erros de cada curva, sdo realizados
testes de homocedasticidade, como o recomendado pelo MAPA (2011), através do Teste F,
onde as transformagdes adequadas sdo realizadas para a utilizagdo da Analise de Variancia
(ANOVA). O teste estatistico F, trata-se da comparagdo de variancias (quadrado do desvio
padrdo) das respostas instrumentais ou dos residuos nos niveis de calibracio (MAPA, 2011).

Esse parametro ¢ obtido pela equagdo 2:

F= Simax. Equacao (2)
Srilin
Em que:

smax2= maior variancia calculada para as réplicas em cada nivel de concentragao da
calibracao
sm,-,12= menor variancia calculada para as réplicas em cada nivel de concentragao

da calibragao

Se F..>Fup as variancias sdo diferentes e o modelo € heterocedastico. Se F.<Fiap,
as variancias sao iguais dentro do erro experimental ¢ o modelo ¢ homocedastico, ou seja,
adequado para o método dos minimos quadrados ordinarios. A homocedasticidade também ¢
avaliada através da andlise do grafico de residuos (BARBOSA et al., 2017; MARTINS et al.,
2018).

Em caso de homogeneidade das variancias, procede-se com estimativa da curva
de calibracdo pelo Método dos Minimos Quadrados Ordindrios (MMQO). Ja em casos de
variancias ndo homogéneas (heterocedasticidade), o modelo deve ser obtido pelo Método dos
Minimos Quadrados Ponderados (MMQP), que representa o método de regressao adequado
para esta condi¢ao. Por fim, deve-se avaliar estatisticamente o ajuste do modelo, empregando-
se o teste t;, para qualidade do ajuste, pois s6 assim pode-se concluir, com confiabilidade, que
o modelo linear esta ajustado (MAPA, 2011; MILLER; MILLER, 2010).

A significancia dos pardmetros (coeficientes angular e linear) pode ser avaliada
utilizando-se um teste de hipotese por meio do parametro t de Student, para comparar os
valores estimados para a inclinacao (a’) e intercepto (b’) com os valores de referéncia a e b,
levando em consideragdo as duas equacdes que se seguem (DANZER; CURRIER, 1998;
LIGIERO et al., 2009).

ja—al

calc,a —

t Equacao (3)

S

a
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|4 Equaciio (4)

ZLcalc,b -
Sp
onde: s, = desvio padrdo da inclinagao

sp = desvio padrdo do intercepto

Paralelamente, obtém-se os desvios da inclinagdo (s,) € do intercepto(s,) e faz-se o
comparativo dos valores de t.,. com os valores de t, 950, tabelado, considerando o niimero de
graus de liberdade (v = p - 2) para um modelo linear, onde pé¢ o nimero de niveis de
concentracdo da calibracdo. O teste pode ser avaliado para 95% de confianca, de modo que

deve ser interpretado como mostrado abaixo:

o  Se 0 teui<tirqv,0 valor do parametro de calibracao nao ¢ significativamente diferente

do valor tedrico esperado, podendo ser eliminado;

o Se 0 tei>terinay, 0 valor do parametro de calibracdo € significativamente diferente do

valor tedrico esperado, ndo podendo ser descartado.
3.5.3 Efeito matriz

Efeito matriz ¢ um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substdncias que compdem a matriz amostral gerando,
basicamente, fendmenos de diminui¢do ou aumento do sinal ou resposta instrumental. O
efeito matriz pode ser mensurado por meio da Equagdo 5. Quando esses valores forem <20%
pode ser considerado desprezivel. Nesse caso, a curva analitica pode ser preparada tanto em
solvente quanto no extrato da matriz. Para valores > 20%, o efeito matriz ¢ considerado
significativo, sendo necessaria a constru¢ao da curva analitica no extrato da matriz a fim de se
reduzir a influéncia dos co-extrativos da matriz (MAPA, 2011; EC, 2018).

Quando a andlise de uma amostra complexa ¢ realizada utilizando a técnica de
espectrometria de massas, o efeito matriz ¢ uma das desvantagens mais relevantes. O efeito
matriz ¢ definido pela IUPAC como “o efeito combinado de todos os componentes da amostra
diferente da substancia sobre a medicdo da quantidade. Se um componente especifico pode

ser identificado como causador de um efeito, entdo este é conhecido como interferente”. A
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supressdao de ions aparece como um tipo de efeito matriz especificamente ligado a
espectrometria de massas.

O efeito matriz deve ser determinado por meio da comparacdo entre os
coeficientes angulares das curvas de calibragdo construidas no solvente e na matriz, contendo
no minimo cinco pontos, realizados em triplicata, como mostra a equacdo 5. Posteriormente,
testes estatisticos adequados devem ser realizados para a avaliagdo desse efeito. O paralelismo

entre as curvas ¢ indicativo de auséncia de efeito matriz (ANVISA, 2017).

(Coeficiente angular da curva na matriz)

EM (%) = [( ) —1]x 100 Equacio (5)

(Coeficiente angular da curva no solvente)

3.5.4 Limite de Deteccio

O limite de deteccdo ¢ a menor quantidade do analito presente em uma amostra
que pode ser detectado pelo método, porém, ndo necessariamente quantificado como um valor
exato sob as condigdes estabelecidas pelo método desenvolvido (MAPA, 2011;
EURACHEM, 2014; EC, 2018).

Esse pardmetro se faz importante, pois quando sdo realizadas medidas em
amostras com baixos niveis do analito (analise de tracos), como residuos de agrotoxicos, ¢
importante saber qual o menor valor de concentragao do analito que pode ser detectado pelo
método (INMETRO, 2016). Para métodos instrumentais como a LC, GC, espectroscopia etc.,
o LD pode ser calculado através do método das dilui¢cdes sucessivas de concentragdes
conhecidas até o menor nivel detectavel, utilizando a relacao entre o sinal analitico ¢ o ruido
da linha de base (INMETRO, 2016; ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004). Segundo o
MAPA (2011), o LD deve apresentar valores de relagdo sinal/ruido maiores ou iguais a 3:1.

Em casos de métodos instrumentais, ainda se pode calcular o LD através do
calculo de no minimo trés curvas de calibragdao proximas ao suposto LQ, considerando o
desvio padrdao do coeficiente linear e a sua relagdo com o coeficiente angular. Os calculos
também podem ser realizados utilizando-se curvas do branco da amostra (EURACHEM,

2014; ANVISA, 2017; INMETRO 2016) através da Equagao 6:

LD = 3% Equacio (6)
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Onde:
Sb: desvio padrao dos coeficientes lineares da curva

a: coeficiente angular

3.5.5 Limite de Quantificacdo

O limite de quantificacdo representa a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢des
estabelecidas pelo método em estudo (ANVISA, 2017).

Assim como o LD, o LQ ¢ expresso como uma concentragdo, sendo que a
precisdo e exatiddo das determinacdes também devem ser registradas. Contudo, sabe-se que
ao considerar menores concentragdes, diminui-se também a precisdo das analises. Se maiores
precisdes forem exigidas, o valor de LQ deve considerar uma maior concentracao (RIBANI et
al., 2004).

O LQ pode ser determinado através da relagdo sinal/ruido. Determina-se o ruido
proveniente da linha de base e considera-se a concentragdo capaz de gerar o sinal superior a
10 vezes o ruido (ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004).

O LQ pode também ser calculado através dos parametros da curva de calibragao
da amostra ou do branco, como mostra a Equagdo 7. O valor da concentracdo que expressa o
LQ, deve ser o primeiro ponto (desconsiderando o branco) da curva de calibragdo do método

(INMETRO, 2016; EURACHEM, 2014).
Sb
LQ = 10 - Equacio (7)

Onde:
Sb: desvio padrao dos coeficientes lineares da curva

a: coeficiente angular
3.5.6 Exatiddo (Recuperagdo)
A exatidao de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relagdo ao valor considerado verdadeiro. A exatiddo ¢é sempre

considerada dentro de certos niveis de desvio, pois ¢ sabido que um valor mesmo que
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considerado verdadeiro, comporta erros associados a ele (ANVISA, 2017; RIBANI et al.,
2004).

A faixa de variagdo aceitavel para uma dada concentragdo estd associada ao nivel
de concentragdo em que ela se encontra. Os maiores niveis de concentragdo comportam
variagdes menores, enquanto concentracdes em nivel de tragos comportam variagdes mais
elevadas (RIBANI et al, 2004).

Os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao:
materiais de referéncia, comparacao de métodos, ensaios de recuperacao (ANVISA, 2017;
RIBANI et al., 2004).

Um Material de Referéncia Certificado (MRC) ¢ um material de referéncia
acompanhado de um certificado, emitido por 6rgaos reconhecidos e confiaveis, que possui 0
valor de concentragdo de dadas substancias (entre elas o(s) analito(s)) com um nivel de
incerteza associado. A avaliacdo da exatiddo pelo MRC ¢ feita através da comparagdo entre os
resultados obtidos pelo MRC (¢ importante a avaliacdo da semelhanca das propriedades do
MRC com a matriz utilizada) e os resultados obtidos pela amostra (EURACHEM, 2014;
RIBANI et al., 2004).

Pode ser possivel avaliar a exatiddo comparando resultados do método em estudo
com aqueles obtidos a partir de um método ja estabelecido. Este pode ser um método de
referéncia na area ou um método ja habitualmente utilizado no laboratdério em que a validagao
esta em estudo, sendo o método de referéncia mais utilizado por fornecer valores com
menores niveis de incerteza. As analises sdo efetuadas em replicata, utilizando os dois
métodos separados (o método em desenvolvimento e o método de referéncia) sobre as
mesmas amostras, na faixa de concentracdo em que se pretende validar o método. Com os
resultados obtidos, a comparagao entre os dois ¢ realizada (EURACHEM, 2014; INMETRO,
2016; RIBANI et al., 2004).

Quando se ¢ possivel o acesso a matriz isenta do analito, sdo realizados estudos de
recuperagdo, também chamados de fortificacdo. Nesse caso, o analito ¢ adicionado a matriz
em quantidade conhecida e todas as etapas do método sdo realizadas, proporcionando um
valor de recuperagdo do analito no método em estudo. Esse procedimento apresenta um
problema associado quando o analito de interesse ¢ encontrado naturalmente na amostra, pois,
estima-se que esse analito adicionado a matriz provavelmente nao serd tdo fortemente ligado a
matriz como aquele que esta naturalmente presente na matriz, entdo, a técnica dard uma
impressao irreal da eficiéncia de extragao (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016; EURACHEM,
2014; RIBANI et al., 2004).
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O estudo de recuperagdo ¢ expresso em porcentagem de recuperacao (R%), e €
calculada de acordo com a Equagdo 8. A exatiddo do método deve ser determinada apds o
estabelecimento da linearidade, do intervalo e da seletividade do mesmo, verificando-se a
recuperagao a partir de trés pontos de concentracdo da curva, sendo eles nos limites inferiores,
superiores € no meio da curva. Cada concentracdo realizada em triplicata, totalizando no

minimo nove determinagdes por analito (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016).

Recuperagdo(%) = (%) X 100 Equacio (8)
3
Onde:
C,. concentragdo determinada na amostra adicionada
C,: concentragdo determinada na amostra nao adicionada (branco)

C;: concentracao adicionada

Quando ¢ possivel a obtengdo de amostras sem a presenga do analito, C, assume

valor zero, modificando a Equacdo 8, para a Equacdo 9 (ANVISA, 2017).
~ ¢ <
Recuperacdo(%) = (c_) X 100 Equacio (9)
3

Os valores de recuperagao recomendados pelo Guia SANTE 2015 estdo na faixa
de 70-120%, porém, para casos em que ndo € possivel obter esses valores, devido a perdas na
etapa de particao em caso de analitos de maior polaridade, por exemplo, e desde que se tenha

precisdo < 20%, valores de recuperagdes mais baixos sdo aceitos.

3.5.7 Precisao

A precisdo ¢ definida como a concordancia dos resultados obtidos em uma série
de medidas independentes de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condi¢des definidas para o método (INMETRO, 2016; ANVISA, 2017; MAPA, 2011).
Quanto mais proximos os resultados obtidos estiverem entre si menores serdo os graus de
dispersdao de medidas e maiores as precisdes obtidas (LEITE, 2008).

A precisdo ¢ utilizada para verificar a estabilidade da técnica, do equipamento, do

analista, da amostra e influéncias do ambiente sobre a andlise. E utilizada também quando
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ocorre a necessidade de transferir um determinado método ou realizar alguma modificagdo no
método (LEITE, 2008).

A precisdao de um método analitico pode ser expressa através do desvio padrao (s),
conforme a Equagdo 10, ou através do desvio padrao relativo (DPR), ou do coeficiente de
variagdo (CV%), conforme expresso na Equacdo 11 (ANVISA, 2017; RIBANI, 2004).
Segundo a ANVISA (2017), o valor maximo de dispersdao de valores aceitavel deve ser
definido de acordo com a metodologia empregada, a concentragao do analito na amostra, o

tipo de matriz e a finalidade do método.

/Z Xi-%)° )
S = % Equacao (10)

Onde:

X: média aritmética de um pequeno ntimero de medi¢des
X: valor individual de uma medigao.

n: namero de medigoes

CV % = =x100 Equacio (11)

Rl w

Onde:
S: desvio padrao das medidas

X: média das medicdes

3.5.7.1 Repetibilidade

A repetitividade ou repetibilidade ¢ determinada pela também chamada de
precisdo intra-corrida, ou precisdo intra-dia. Na repetibilidade analisa-se a concordancia entre
os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo método, o mesmo analista, a
mesma amostra, no mesmo laboratorio e mesma instrumentagcdo (ANVISA, 2017; LANCAS,

2004; MAPA, 2011).

Deve-se ter cuidado para ndo confundir repetibilidade com precisdo instrumental,

que consiste em inserir repetidas quantidades da mesma amostra no equipamento. Pois isto se
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configura apenas em precisdo do equipamento utilizado e ndo do método em questdo
(EURACHEM, 2014; RIBANI et al., 2004).

Segunda a ANVISA (2017), a repetibilidade do método ¢ verificada por, no
minimo, nove determinacgdes, contemplando o intervalo linear do método. Sendo trés
concentragdes: baixa, média e alta, no minimo, em triplicata. Outra possibilidade ¢ realizar no

minimo seis determinagdes a 100% da concentracdo do teste.

3.5.7.2 Precisdo Intermediaria

Precisdo intermediaria, também conhecida como precisdo inter-corrida ou inter-
dias, ¢ a concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2017).

A precisdo intermedidria ¢ reconhecida como a mais representativa das maneiras
de representar o pardmetro da precisdo dos resultados em um tUnico laboratério e, como tal,
mais aconselhdvel de ser adotada. O objetivo da validagdo da precisdo intermedidria ¢
verificar que no mesmo laboratorio o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI ez al.,
2004; ANVISA, 2017).

Para a realizacdo das analises de precisdo intermediaria, recomenda-se no minimo
dois dias de diferenga, com analistas diferentes, utilizando as mesmas recomendacgdes

utilizadas da repetibilidade (ANVISA, 2017).

3.5.7.3 Reprodutibilidade

A precisao pode também ser expressa em termos de reprodutibilidade, também
chamada de precisdo inter-laboratorial, na qual se realizam as analises em laboratorios
diferentes, como em estudos colaborativos aplicados, por exemplo, a padronizagdo de
metodologia analitica. O desvio-padrao obtido através da reprodutibilidade ¢ normalmente
duas vezes maior que os obtidos pela repetibilidade, resultados facilmente explicados pela
maior variagdo das condigdes de analise (ANVISA, 2017; LANCAS, 2004). Porém, os
pardmetros mais comuns em andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos sdo a

repetibilidade e a precisao intermediaria.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Quimica Instrumental da Fundacao

Nucleo de Tecnologia do Ceard (LQI/NUTEC), que fica localizado no Campus do Pici da

Universidade Federal do Ceara.

4.1 Instrumentacio e acessorios

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo descritos

abaixo:

AN

AN NEENEEN

Agitador orbital tipo vortex, modelo MA162, Marconi (Brasil);

Balanga analitica de precisdo com 4 casas decimais, modelo AY220, Shimadzu
(Brasil);

Centrifuga Excelsa II, modelo 206 BL, Fanem (Brasil);

Multiprocessador de alimentos, Walita (Brasil);

Sistema de purificagdo de agua Milli-Q Direct UV3®, Millipore (EUA);
Sistema de microfiltragdo a vacuo Millipore;

Sistema LC-MS/MS — Cromatografo a liquido — Thermo Fisher Scientific,
equipado com:

Bomba quaternaria modelo surveyor LC pumb plus, Thermo Fisher Scientific
(EUA);

Coluna Ascentis C-18, 150 mm de comprimento, 2,lmm de d.i. ¢ 3,0 um de
tamanho da particula, marca Sigma Aldrich (Alemanha);

Detector Triplo Quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access, com fonte API,
utilizando o modo de ionizacdo por Eletronebuliza¢dao (Eletrospray-ESI) e
Ionizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) - Thermo Fisher Scientific
(EUA);

Sistema de aquisicdo de dados através do software X-Calibur 1.4, Thermo

Fisher Scientific (EUA).

4.2 Reagentes e consumiveis:

Os reagentes e consumiveis utilizados no presente trabalho foram custeados pelo

Banco do Nordeste através do Projeto BNB — Fundeci 002/2017.
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Acetonitrila (J. T. Baker)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Acido formico 85% (Sigma-Aldrich)

Formiato de Amonio

Padrdes listados na Tabela 2 (Sigma-Aldrich ou Fluka);
Hidrogénio Citrato de Sédio sesquiidratado

Cloreto de Sodio; Citrato de Sodio diidratado; Sulfato de Magnésio (Vetec);
Sorvente PSA com tamanho de particula 40pum (Sigma-Aldrich);
Micropipetador de 2 a 20ul, modelo Labmate (HTL);
Micropipetador de 20 a 200uL, modelo Labmate (HTL);
Micropipetador de 100 a 1000uL (EPPENDORF);

Vidrarias comuns de laboratorio.

N N N N N N N N N N N

Gas Argonio 4.8 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS (White
Martins - Brasil);

(\

Gas Nitrogénio comercial usado na fonte de ionizac¢ao do sistema LC-MS/MS,
para evaporagcdo do solvente e nebulizacdo da amostra (White Martins -

Brasil);

4.3 Agrotoxicos e preparo das solu¢des analiticas

Para este estudo foram selecionados 17 agrotoxicos das classes dos
organofosforados, carbamatos, triazinas e triazois que sao frequentemente investigados em
programa de monitoramento de residuos de agrotdxicos, como também sdo aplicados nas
culturas especificamente investigadas neste estudo. Na tabela 3, ¢ apresentada a lista dos
agrotoxicos aqui estudados com informagdes das propriedades fisico-quimicas bem como

classe, grupo quimico, formula molecular e classificagao toxicologica.
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Tabela 3: Informacdes das propriedades fisico-quimicas, classe, grupo quimico, classificagdo toxicoldgica e
férmula molecular de cada agrotéxico em estudo

Agrotoxico , Classificacio Férmula
pKa PKov Classe Grupo Quimico toxicolégica Molecular
/
o) NH
Acefato 8,35 -0,85 Inseticida Organofosforado III N \(
\s/ Fi\ \O
0
0
Aldicarbe ) 1,30 Inseticida Carbamato I . i
VN 7
0" M
HN N NH
Ametrina 4,10 2.98 Herbicida Triazina 11 \N|( \N(
\i
[0} o\
Azinfos-metil ) 2,75 Inseticida | Organofosforado 11 " /\S/P\\S
N4'L
.. . , Cl
Ciproconazol - 2,90 Fungicida Triazol 1 N—N  OH
L)
N
.. .y HN N NH,
Ciromazina | 522 | -0,07 | Inseticida Triazina I hihd
N\(N
NH,
Ci al
Clorpirifos i 4,96 Inseticida | Organofosforado I c s:i—o/_
ré
— 9
0—P=$§
Diazinon 2,6 3,81 Inseticida Organofosforado 11 (-5 N \H\
-
(('N
0
Dimetoat HO s l
/
1metoato - 0,78 Inseticida Organofosforado II AN /P\\s NH
o)
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L
Etoprofos - 2,99 Inseticida Organofosforado II S/'\D—S
\
0O
Ethion - 5,07 Inseticida Organofosforado II AO/\P\\/SVS\//"\O .
o NH
o F’\\O
Fenamifos - 3,30 Nematicida | Organofosforado 1T
S
I
Fention - 4,84 Inseticida | Organofosforado I :pi/ s
0" o AN
o /O/
—~ \/Pis
S /O
Fentoato - 3,69 Inseticida Organofosforado II
O—_\
/ 0]
O\ S
\O/P\\/ O/\
Malation - 2,36 Inseticida Organofosforado 1T s °
"
Profenofos - 4,68 Inseticida Organofosforado II 0:'?_0
S —
Br/©iCI
CH,
N O/>—//
Propiconazol 1,09 3,75 Fungicida Triazol I N o
Cl
Fonte: IUPAC, (2019); PUBCHEM, (2019).
As solucdes analiticas (estoque) de agrotoxicos foram preparadas

individualmente, pesando aproximadamente 10 mg de cada padrdo, considerando a pureza dos

padrdes solido, para um volume final de solucdo de 10,0 mL através da dissolugdo em

metanol grau HPLC. Este procedimento permite obter solu¢des estoque de concentragdo de
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1000 mg.L™". Apés o preparo, as solugdes foram transferidas para frascos de 15 mL contendo
tampa rosqueada, rotuladas e armazenadas em freezer em temperatura abaixo de -20°C.

Em seguida, foi preparado através de diluigdes, solugdo analitica de cada
composto, na concentragio de 10 mg.L™ em metanol/acetato de aménio 5 mM com 0,1% de
acido férmico na proporg¢do (50:50).Estas solugdes foram utilizadas na infusdo diretamente na
fonte de ionizacdo (ESI/APCI) do espectrometro de massas a fim de obter o ion molecular e
suas respectivas transi¢oes de massa para cada composto.

Para os ensaios de validacao, foi preparado através de diluigdes, solugdo mistura
contendo todos os compostos de interesse, nas concentragdes de 10,0 mg L™ e 1,0 mg L em
acetonitrila. Estas solugdes foram utilizadas para os ensaios de fortificacdo (estudo de
recuperagao/exatidao) e no preparo das solucdes analiticas de trabalho nas concentragdes: 2,0;
5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0; 150,0 e 200,0 pg L. Estas solucdes foram preparadas em
acetonitrila e no extrato da matriz, para a construcao das curvas analiticas para o estudo da
linearidade, sensibilidade e de efeito matriz. As solugdes de trabalho contendo a mistura dos
analitos no solvente e no extrato foram preparadas diariamente, enquanto as solugdes estoque

eram preparadas mensalmente e armazenadas a -20° C.
4.4 Otimizacao do sistema cromatografico LC - MS/MS

Os experimentos deste trabalho foram realizados empregando um cromatografo
liquido acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS) com interface
por eletronebulizagdo (ESI) e Ionizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) marca
Thermo Scientific, equipado com bomba quaternaria, modelo surveyor plus marca Thermo
Scientific. Para separacdo dos compostos foi usada uma coluna analitica Ascentis C-18 da

marca Sigma-Aldrich (15cm x 2,1mm d.i.,3,0um)a temperatura de 35°C (£3).
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Figura 8: Cromatografo liquido acoplado ao espectrometro de massas Thermo Scientific, modelo TSQ Quantum

Access, LQI/NUTEC

Fonte: Autor

4.4.1 Condigoes do sistema de detec¢do de massas - Interfaces ESI e APCI

A parte inicial deste trabalho se deu através da obtencao dos espectros de massas
de cada composto e em seguida a montagem da biblioteca espectral,a fim de obter as
condigdes Otimas de andlise dos agrotoxicos em estudo. Para isso, foram realizadas injecoes
diretamente no espectrometro de massas, através das fontes ESI e APCI, com solugdes
analiticas padrdo de 10 mg L' de cada composto individualmente. Esse procedimento foi
aplicado utilizando as fontes ESI e APCI para cada composto separadamente. A partir das
infusdes foi selecionado o modo (positivo) de ionizacao da fonte. Para a fonte ESI foi ajustada
a voltagem do capilar, temperatura da fonte, como também a temperatura e pressao do gas de
dessolvatagcdo para secagem do solvente. Nitrogénio foi usado como gas de dessolvatacao.
Para a fonte APCI foi ajustada a corrente da agulha corona, temperatura do capilar e
temperatura do vaporizador. Nitrogénio também foi usado como géas de dessolvatacdo e
nebulizacgao.

Apos a escolha destas condigdes, foram selecionadas duas diferentes transigoes,
uma para quantificagdo, denominada ion quantificador e outra para confirmagao, denominada
ion qualificador. Estes ions foram monitorados empregando o modo fullscan, usando o modo

de monitoramento de reacdes selecionadas (SRM).
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4.4.2 Preparo da fase movel para o sistema cromatogrdfico

A proxima etapa, apos o estabelecimento das condi¢des espectrométricas, foi o
desenvolvimento da separagdo cromatografica. A definicdo da fase movel para a separagao
cromatografica foi composta por uma fracdo aquosa e outra organica. A fracdo aquosa foi
composta de uma mistura de solugdo de acetato de amonio 5,0 mmol/L acidificada a 0,1% de
acido formico e a fra¢do organica metanol acidificado a 0,1% de acido férmico. A fase mdvel
foi constituida por um gradiente de eluicdo baseada em informagdes obtidas por meio de
revisdo bibliografica sobre o assunto (BOTITSI er al, 2008; KMELLAR et al, 2011). A

composi¢ao do gradiente que foi estabelecido para o método ¢ mostrada na tabela 4.

Tabela 4:Gradiente usado na separagdo do sistema cromatografico

Tempo Soluc¢ao de Acetato de Amﬁniq 5,0 Metanol

(milll)) mmol/L acidificada a 0,1% de Acido (%)
Formico (%) ¢

0,00 90 10
2,00 90 10
4,00 10 90
18,00 10 90
20,00 90 10
25,00 90 10

4.5 Preparo de amostras: couve-flor, repolho e brocolis - extracio pelo método

QuEChERS-citrato

Os brancos das amostras de couve-flor, repolho e brdcolis, empregados no
desenvolvimento e validagdo do método, foram obtidos de um estabelecimento comercial da
cidade de Fortaleza, onde um dos principais fornecedores ¢ a Associacdo dos Produtores
Organicos da Ibiapaba (APOI). As amostras foram trituradas em um multiprocessador de uso
doméstico e imediatamente utilizadas para obtencdo dos extratos para constru¢ao da curva
analitica. A parte remanescente foi armazenada e acondicionada em frascos de vidro que
foram tampados e mantidos em freezer, a cerca de -22°C.

O método de preparo de amostra ¢ uma das etapas mais importantes e laboriosas na

determinagdo de residuos de agrotoxicos em alimentos. A estratégia de escolha do método de
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preparo ¢ diretamente influenciada pelo aumento na eficiéncia do método analitico. Para este
trabalho, 0 método QuUEChERS-citrato foi escolhido por ser um método oficial de referéncia
adotado pelos orgdos internacionais European Committee for Standarisation — EU e
Association of Official Analytical Chemists — AOAC, como também recomendado no Brasil
pelo Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) coordenado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

Para a extragdo das trés matrizes foi utilizado o método QuEChERS-citrato. Este
método fundamenta-se no método QUEChERS original com modificagdes propostas em 2007
por Anastassiades e colaboradores. O procedimento a seguir foi utilizado para os ensaios de
fortificacdo e recuperagdo, bem como para obten¢do do extrato branco para constru¢ao da
curva na matriz.

O procedimento foi realizado com a pesagem de 10g da amostra (couve-
flor/repolho/brocolis) recém processada em tubo de polipropileno, Em seguida foram
adicionados 10 mL de acetonitrila e agitado por 1 min em agitador Vortex. Apos agitacao
foram adicionados 4 g de Sulfato de Magnésio (MgSQ,) anidro, 1 g de Cloreto de Sddio
(NaCl), 1 g de Citrato de Sodio tribasico (C¢HsNa3;O7.2H,0) e 0,5 g de Hidrogenocitrato de
Sédio sesquihidratado (CsHgNa,07.1,5H,0) e novamente agitado por 1 min seguida de
centrifugacdo por 10 min a 3000 rpm. Retirou-se 4 mL do extrato e transferiu para outro tubo
de polipropileno para a etapa de limpeza ou clean-up.

Na etapa de limpeza, foi utilizada a extragdo em fase so6lida dispersiva (D-SPE),
adicionando 600 mg de Sulfato de Magnésio anidro e 100 mg do sorvente amina primaria
secundaria (primary secondary amine — PSA) a 4mL do extrato inicial. Para os extratos de
repolho e brocolis foram adicionados GCB (Graphitized Carbon Black), por estes
apresentarem coloracdo verde intensa no extrato inicial (a quantidade de GCB adicionada foi
proporcional a coloragdo obtida do extrato inicial, em que ja foi estabelecido em andlise de
rotina do LQI/NUTEC de acordo com caracteristicas similares, no caso coloragdo verde, das
matrizes aqui trabalhadas). Em seguida executada agitagdo por 1 min em agitador vortex para
promover dispersdao do sorvente no extrato primario da matriz. Finalmente, apos centrifugacao
por 10 min, retira-se o sobrenadante, ou seja, o extrato final limpo. (para os ensaios de
recuperacao, retira-se uma aliquota, e injeta-se 20 uL no sistema cromatografico). A Figura 9,
mostra o fluxograma da marcha analitica do método QuEChRES-citrato, utilizado no presente

trabalho para as trés matrizes em estudo.
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Figura 9: Fluxograma da marcha analitica do método QUEChERS-Citrato

MATRIZ

- - -
R -

4.6 Validaciao do método

Uma vez definidas as melhores condi¢des para determinagdo dos agrotoxicos,
foram conduzidos os estudos de validagcao do método. Neste estudo, utilizou-se para validagao
do método analitico para andlise de multirresiduos de agrotoxicos em hortali¢as (couve-flor,
repolho e brocolis) por LC-MS/MS as figuras de mérito de validacdo considerados mais
importantes e usuais propostas nos guias das agéncias reguladoras nacionais e internacionais,
como: seletividade, lincaridade e faixa de trabalho, limite de detec¢do, limite de
quantifica¢do, efeito matriz, exatiddo (recuperagdo) e precisdo. Todos os ensaios foram

realizados utilizando a fonte ESI como também APCIL.

4.6.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da comparacdo entre os cromatogramas obtidos
através do sistema LC-ESI-MS/MS, com a solugdo do extrato da matriz branca e o
cromatograma com o extrato da matriz branca adicionada da solu¢do padrdo. Este ensaio teve
por objetivo avaliar a ocorréncia de co-eluicdo de interferentes da matriz e dos analitos de

interesse através da presencga de sinais dos ions monitorados para cada um dos agrotdxicos
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estudados. Os cromatogramas foram avaliados a fim de observar a presenga de picos

interferentes.
4.6.2 Linearidade / Faixa de Trabalho

O parametro da linearidade foi avaliado através da constru¢do do grafico das
curvas analiticas preparadas tanto em solvente, quanto no extrato da matriz, utilizando a
padronizag@o por superposi¢do na matriz. Inicialmente, obteve-se solu¢des nas concentragdes
de 2; 5; 10; 20; 50; 100; 150 € 200 ugL’l. Estas solucdes foram inicialmente preparadas em
solvente a fim de verificar a faixa linear do equipamento. Estas curvas foram realizadas em
triplicatas e a linearidade foi avaliada pelo método de regressao linear. De posse da curva de
calibracao (padronizacao externa) obtida pelo Método dos Minimos Quadrados Ordinarios
(MMQO), procedeu-se com a avaliacdo da viabilidade de uso desse modelo, através do teste
de homocedasticidade. Para isso, primeiramente foi examinado o perfil de distribuicdo dos
residuos ao longo dos valores de concentragdao e, em seguida, para os graficos de residuos,
verificou-se a linearidade do modelo com a execucdo do teste F de Hartley (Equagao 2).
Todas essas avaliagdes foram feitas individualmente para cada analito, nas trés matrizes
(repolho, brocolis e couve-flor) e aplicando as duas técnicas ESI e APCI, utilizando o
software Microsoft Excel 2016.

O valor de F calculado deve ser comparado com o valor critico tabelado do
parametro (F,; ) para o grau assumido de significancia a e o numero calculado de graus de
liberdade (v=n-1), sendo n o numero de pontos de calibragdo. De modo que, se o valor
calculado de F nao exceder o valor critico (F...<F), entdo se pode inferir que as variancias
nao diferem de forma significativa (homocedasticidade das variancias). Se o valor calculado F
¢ maior do que o valor critico observado na tabela (F.,>F.), entdo se admite que as
varidncias comparadas diferem de maneira estatisticamente significativa, sugerindo
heterocedasticidade aplicando, portanto, o modelo de ajuste pelo método dos minimos
quadrados ponderados (MMQP).

Em caso positivo de verificacdo de homocedasticidade, seguiu-se com o teste de
ajuste do modelo. Ja para as curvas que apresentaram evidéncias de heterocedasticidade dos
residuos nos pontos de calibracdo, procedeu-se com a confec¢ao das curvas analiticas usando
o método dos minimos quadrados ponderados (MMQP) e, logo apoés, realizou-se o teste da
qualidade do ajuste para o referido modelo através de testes de significancia dos parametros

da curva de calibragdo por tratamento estatistico.
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4.6.3 Efeito Matriz

Para a estimativa do efeito matriz foram realizadas as curvas analiticas no
solvente (acetonitrila) e nos extratos de couve-flor, repolho e brocolis. O efeito matriz foi
determinado através da comparacdo entre os coeficientes angulares obtidos nas diferentes

curvas analiticas, obtidos através da equagao 3.

4.6.4 Limite de Quantificacdo e Limite de Detec¢do

O Ilimite de quantificacdo foi realizado através do método das diluigdes
sucessivas. Onde se obteve a menor concentragdo com precisdo e exatidao disponivel no
método para cada analito. Foram realizadas seis andlises dos limites calculados para
verificagdo da exatiddo e precisdo deles. O limite de detec¢do seguiu o mesmo principio do

limite de quantificagao.

4.6.5 Precisdo

Para expressar o parametro da precisao foi utilizada a analise de resultados por
dispersdo de dados, através do célculo do coeficiente de variacdo (%CV) em todos os seus
subitens.

A repetibilidade foi avaliada através da preparacdo de trés concentracdes da curva,
sendo realizada a triplicata dos pontos alto, médio e baixo, totalizando nove determinacgdes.
As solugdes foram preparadas no mesmo dia, pelo mesmo analista, utilizando o mesmo
equipamento e avaliando a dispersdo de resultados entre os pontos analisados, para todos os
analitos.

A precisdao intermedidria foi avaliada utilizando o mesmo procedimento da
repetibilidade, contudo, utilizando dias diferentes e analistas diferentes, em apenas um nivel

de concentragdo (ponto médio da curva) e a dispersdo dos resultados foi avaliada entre eles.

4.6.6 Exatiddo

O procedimento utilizado para a avaliagdo da exatiddo foi o da recuperacdo,
realizando o método de fortificagdo. Foram preparadas nove determinagdes, trés
determinagdes do menor ponto da curva, trés determinacdes do ponto médio e trés

determinagdes do maior ponto da curva. Amostras de couve-flor, repolho e brécolis (isentas
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de agrotoxicos) foram fortificadas nos niveis de 2, 10 ¢ 50 pg.Kg', a partir da adigdo de um
volume conhecido de solug@o padrdo com a mistura dos agrotoxicos a 10,0 g da amostra.
Posteriormente as concentragdes obtidas foram calculadas e a porcentagem de
recuperagdo foi obtida através da Equagdo fornecida no item 3.4.4 da revisao bibliografica,
utilizando o auxilio do software Microsoft Excel 2016. Para isso, utilizaram-se as curvas

analiticas por superposicao na matriz.
4.6.7 Aplicacdo do método

Foram adquiridas 15 amostras de hortali¢as divididas nas trés matrizes (couve-
flor, repolho e brocolis),disponiveis para o consumidor final, adquirida nos meses de
novembro e dezembro de 2019, em rede de supermercados de diferentes bairros na cidade de
Fortaleza.As amostras foram preparadas usando o método QuUEChERS como descrito no item
4.5 e executadas em triplicata. A identificacdo e quantificagdo foram realizadas utilizando a

técnica LC-ESI-MS/MS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Otimizagao dos parametros para ionizacio e fragmentacio dos ions monitorados e

detectados no MS-MS

Para que o espectrometro de massas faca a identificagdo dos compostos separados
por cromatografia liquida, ¢ necessario que se indique quais ions e fragmentos sao formados
na fonte e separados no analisador de massas. Para tal, fez-se a infusdo direta dos padrdes na
fonte do espectrometro de massas. Com a obtencdo dos ions e seus fragmentos, registrou-se a
maior intensidade dos valores de m/z (ver Apéndice I-A e I-B), verificando se esta era
reprodutivel sob as mesmas condigdes. Além disso, foram ajustadas e registradas as energias
que promovem a ionizagdo e fragmentacao dos ions que serdo monitorados e detectados.

Na fonte de ions, as melhores condi¢cdes do experimento foram consideradas,
quando se usou a ESI: a voltagem do capilar foi otimizada em 4500 V com temperatura da
fonte de 270 °C e nitrogénio foi usado como gés de dessolvatacio com fluxo de 100 L h™'. No
uso da APCI, a corrente da agulha foi de 2,5 pA, vazao do gés de nebulizacao de 350 L h'l,
vazdo do gas do cone de 150 L h', temperatura da fonte de 250 °C e temperatura de
dessolvatagdo de 300 °C. Para ambas as interfaces, a varredura MS, foi utilizada para
selecionar o modo de ionizagdo e a selecdo do ion precursor foi baseada na intensidade do
mesmo em um espectro de massas em fullscan obtido no primeiro quadrupolo (Q;). Todos os
compostos foram ionizados no modo positivo de acordo com os parametros necessarios para a
montagem do método no modo de aquisi¢gdo SMR. Conforme a tabela 5, observa-se que para
todos os compostos as duas transicoes foram selecionadas. A quantificagdo de cada
agrotoxico foi determinada pela transi¢do mais intensa, € a confirmacao deste foi realizada
pela segunda transi¢do. A quantificagdo juntamente com a confirmagdo gera uma
confiabilidade ao método, pois ¢ dificil apresentar dois compostos com 0s mesmos
fragmentos. O analisador triplo quadrupolo ¢ muito eficiente nestes casos, por quantificar e
qualificar com rapidez os analitos de interesse, mesmo em baixas concentragdes.

Os ions produzidos pela fragmentacdo do ion precursor no segundo quadrupolo
(Q2), ion produto, foram otimizados em modo semi automatico através da sele¢do de trés ions
mais intensos (ver que foram escolhidos apenas dois). Cada um dos ions foi otimizado em
relagdo ao (DP - Declustering Potencial), potencial aplicado na interface que ¢ responsavel
por focalizar o ion protonado para o interior do orificio de entrada do cone; e a energia de

colisdo (CE—Collision Energy), que € responsavel pela 6tima fragmentagdo do ion precursor
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no Q2 e sua posterior passagem pelo terceiro quadrupolo (Q3). Os ions fragmentados obtidos

por ESI e APCI sdo idénticos para a maioria dos compostos, com algumas diferencas, dentre

elas, da voltagem necessaria para que as fragmentacdes ocorram de forma eficiente.

Tabela 5: Resultados da otimizag@o das condi¢des de fragmentacdo para determinagdo dos compostos estudados
com ionizacdo por ESI(+) e APCI(+) (Continua)

ESI APCI
Agrotoxicos PreIc(:ltsor Prf)(:ll:lto CE(eV) DP(V) PreIc(Ilr:‘sor Pl'{)(:;lllto CE(eV) DP(V)
Acefato 184,1 143,2 5 40,3 184,1 143,2 6 38
125,3 18 40,3 125,3 20 38
Aldicarbe 213,0 89,5 16 29,0 208,2 89,5 16 24
156,3 9 29,0 191,4 5 24
Ametrina 228,1 186,2 18 86 228,1 186,3 18 65
68,2 35 86 138,3 22 65
Azinfos-metil 318 261,1 5 128 318,1 261,1 5 31
143,3 18 128 125,0 16 31
Ciproconazol 292 125,3 28 67 2923 125,3 29 63
139,2 21 67 139,2 26 63
Ciromazina 167,3 68,3 35 93,6 167,2 125,3 14 55
125,3 16 93,6 108,4 19 55
Clorpirifos 350,0 198,0 17 55 350,0 198,0 19 51
321,9 10 55 322,0 10 51
Diazinon 305,1 169,3 21 63 305,3 169.,3 21 57
2492 17 63 2492 17 57
Dimetoato 230,1 199,2 6 44 230,1 199,2 6 37
171,2 14 44 171,2 14 37
Etoprofos 243,0 215.1 7 45,8 2432 215,2 9 49
173,1 12 45,8 173,2 13 49
Etion 385,3 143,2 25 51,8 385,2 143,2 23 34
97,3 38 51,8 97,3 35 34
Fenamifos 304,0 217,1 21 100,6 304,1 217,2 23 67
234,1 15 100,6 234,2 15 67
Fention 279,2 247,2 12 58,1 279,2 247,2 11 55
169,2 15 58,1 169,2 16 55
Fentoato 321,0 247,1 46,31 321,2 247.1 42
275,1 46,31 275,1 42
Malation 331,1 285,2 165 331,1 285,2 36
99,4 21 165 143,2 22 36
Profenofos 375,0 305,1 14 51 375,0 305,1 18 60
347,2 38 51 347,2 11 60
Propiconazol 3423 159,2 29 79,8 3423 159,2 28 66
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187,2 20 79,8 273 14

66

** Os fons em negrito referem-se aos ions de quantificacdo; EC (Energia de Colisdo); DP (Declustering
Potencial)

O ion precursor consistiu da formagao entre a molécula neutra do agrotdxico
somada a massa do ion proton de hidrogénio, onde gerou ions moleculares protonados
[M+H]" para a maioria dos agrotoxicos em estudo. Diazinon e clorpirifés mostram como sdo
dadas as informagdes da identificacdo espectral dos compostos para a formagao do banco de

dados na constru¢ao do método.

Figura 10: Representagdo grafica da formagdo dos fragmentos com suas respectivas energias de colisdo e o
espectro de massas do agrotéxico Diazinon na fonte ESI
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Figura 11: Representagdo grafica da formacdo dos fragmentos com suas respectivas energias de colisdo e o
espectro de massas do agrotoxico Clorpirifés na fonte ESI
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Para o agrotoxico aldicarbe o ion precursor na fonte ESI consistiu na formagao de

um ion aduto, através da formac¢ao da molécula neutra somada a massa do ion de sodio,

formando ions do tipo [M+Na]". Na fonte APCI, o ion precursor se deu pela formagio do ion

aduto entre a molécula neutra somada a massa do ion amoénio (presente na fase movel)

formando fons do tipo [M+NH,4]". Isso pode ser justificado porque na fonte APCI como a

protonacgdo ocorre no estado de vapor, a adicdo do ion s6dio também deve ocorrer de forma

significativa, e os ions de sdédio ndo sdo prontamente produzidos no estado de vapor quando

se usa a fonte APCL
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Figura 12: Representagdo grafica da formacdo dos fragmentos com suas respectivas energias de colisdo e o
espectro de massas do agrotoxico aldicarbe na fonte ESI
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Figura 13: Representagdo grafica da formagdo dos fragmentos com suas respectivas energias de colisdo e o
espectro de massas do agrotoxico aldicarbe na fonte APCI
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5.2 Otimizacao das condi¢des cromatograficas

A separagdo cromatografica dos compostos foi obtida apds a otimizagdo das
melhores condigdes no sistema LC-MS/MS, associado a fonte de ions (ESI e APCI
separadamente).

Na figura 14, pode ser visualizado o cromatograma de ion total(TIC) para cada
um dos compostos, obtido através do monitoramento de reacdes selecionadas (SRM), nas

quais foram analisadas as transi¢des(m/z) de quantificagdao e confirmacao.

Figura 14: Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS para os compostos no modo SRM de uma solugéo

analitica de 100 pL™" preparada no extrato branco de brocolis
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5.3 Validacao do Método
5.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando os cromatogramas obtidos
através do extrato em branco ¢ da amostra fortificada (100 pgkg™). A auséncia de sinais de
compostos de interferéncia de matriz no mesmo tempo de retencdo dos compostos,
considerando as respectivas transicdes m/z, confirmou a seletividade do método.

Na andlise para ambas as fontes (ESI e APCI), o método foi assegurado como
seletivo analisando a auséncia de interferentes com os mesmos ions de quantificacdo e
confirmacao no tempo de retengdo dos analitos avaliados no branco da matriz (couve-flor,
repolho e brocolis). No caso dos agrotoxicos estudados neste trabalho, todos apresentaram
ions precursores, assim como ions produtos (quantificacdo), distintos uns dos outros, o que
assegura a seletividade. A figura 15 apresenta o cromatograma selecionado e o espectro de
massas do agrotoxico azinfos-metil na matriz repolho utilizando a fonte ESI, mostrando as
suas duas transi¢des, de quantificacdo e confirmacao, respectivamente: m/z318.1>261 e m/z
331.1>143.3. A figura 16 mostra a mesma avalia¢do na fonte APCI também para o azinfos-
metil mostrando as transigdes m/z 318.1>261.1 e m/z 318.1>125.0. Desse mesmo modo o
critério de analise estendeu-se a todos os outros compostos deste trabalho, confirmando a

elevada seletividade da instrumentacao, nas matrizes em estudo.

Figura 15: Cromatograma de monitoramento de reacao selecionada (SRM) do azinfos-metil no extrato de
repolho em branco e amostra dopada usando a fonte ESI
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Figura 16: Cromatograma de monitoramento de reacao selecionada (SRM) do azinfos-metil no extrato de
repolho em branco e amostra dopada usando a fonte APCI

5.3.2 Sensibilidade

A sensibilidade de uma técnica analitica ¢ principalmente determinada através da
inclinagdo da reta (coeficiente angular) da curva de calibragao.

Neste estudo avaliou-se a melhor sensibilidade dos compostos frente ao processo
de ionizagao comparando-se os coeficientes angulares das curvas no solvente € nos extratos
das matrizes de repolho, brdcolis e couve-flor, nas duas fontes (ESI e APCI). A figura
17mostra os resultados dessa avaliagdo através de graficos de barras comparando as duas
fontes nas diferentes curvas analiticas. Nestes, observa-se que o numero de compostos com
boa sensibilidade para a fonte ESI foi equivalente ao nimero de composto com melhor
sensibilidade para a fonte APCI.

Nao existe uma técnica de ionizagdo universal que possa ionizar todos os
compostos em diferentes matrizes. E necessaria uma técnica de ionizagdo adequada para
compostos especificos, pois cada técnica tem sua propria vantagem para estruturas quimicas e
grupos funcionais organicos especificos (ALBERICI et al., 2010). Sabe-se que a sensibilidade
esta relacionada as caracteristicas fisico-quimica das moléculas e uma dessas caracteristicas se
refere ao coeficiente de particdo (pK,w) que define o grau de polaridade de moléculas
organicas. Os resultados mostraram a melhor sensibilidade dos compostos para cada fonte de
acordo com o esperado, relacionando a polaridade de cada molécula.

Os compostos aldicarbe (log P=1,13) e ciproconazol (log P=2,9) apresentaram

sensibilidade equivalente para ambas as fontes na curva no solvente. Nas curvas por
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superposicdo na matriz a sensibilidade foi superior na fonte ESI para as matrizes em
estudo.Ao passo que para os agrotoxicos do grupo das triazinas, ametrina (log P=2,98) e
ciromazina (log P= -0,07), bem como os organofosforados polares, acefato (log P= -0,85),
azinfos metil (log P=2,75), dimetoato (log P=0,78), etoprofos (log P=2,99) e malation (log
P=2,36), mostraram sensibilidade superior na ESI, nas curvas no solvente epor superposicao
na matriz. Por outro lado, os compostos organofosforados que apresentam polaridade média a
baixa, tais como clorpirifos (log P=4,96), etion (log P=5,07), fenamifos (log P=3,23), fention
(log P=4,09), fentoato (log P=3,69) e profenofos (log P=4,68), assim como o propiconazol
(log P=3,78) que pertence classe dos triazois, apresentaram melhor sensibilidade na fonte

APCIL.

Figura 17: Gréficos da sensibilidade dos compostos comparando as fontes ESI e APCI
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As fontes de ESI e APCI podem ser usadas no modo positivo ou negativo,
dependendo do carater acido ou bésico da molécula (pKa). Para a maioria das moléculas, o
modo ion positivo produz uma corrente de ion mais forte. Os pesticidas acidos, tais como
propiconazol (pKa = 1,09) produzem mais ions negativos do que ions positivos (Silva et al,
2019). No entanto, todos os pesticidas estudados mostraram boa resposta no modo positivo

em ambas as fontes.

5.3.3 Linearidade

Foram construidas curvas analiticas a partir da inje¢do dos padrdes puros em
solventes, ou seja, padronizagdo externa, como também a partir da adi¢do dos padrdes no
extrato da matriz, ou seja, padronizagdo externa com superposi¢cao na matriz. A construgdo
das curvas por padronizacdo com superposi¢do na matriz objetivou em avaliar a linearidade

assim como a sensibilidade ¢ o efeito matriz nas duas fontes, ESI e APCI.

O estudo da linearidade foi realizado na faixa de concentragdo de 2,0 a 200,0 ppb,
como mostram as tabelas no apéndice II. Optou-se em utilizar a faixa de trabalho de 2,0 a
50,0 ppb devido as baixas concentracdes encontradas nas amostras analisadas e por

apresentarem melhores valores de R.

A avaliacdo da linearidade das curvas de analiticas foi realizada com base na
analise dos coeficientes linear, angular e de determinacdo das retas bem como os graficos de
residuos e andlise estatistica de significancia dos pardmetros.Verificou-se a linearidade do
modelo com a execucao de teste F, calculado segundo a equacao 2. Ao mesmo tempo, obteve-
se o valor critico tabelado de F, correspondente ao respectivo grau de liberdade (f=1J - 1) no
numerador e no denominador, para um nivel de confianga de 95%, sendo J o niimero de
réplicas por ponto de calibragdo (BARBOSA et al., 2017; MARTINS et al., 2018). As figuras
18(a) e (b) mostram os graficos de residuos nas fontes ESI e na APCI para o composto
ametrina. Pode-se observar claramente o formato do perfil afunilado, mostrando tendéncia nas
variacoes de acordo com o nivel de concentracdo, confirmando o modelo heterocedastico, o

que reflete a um perfil geral observado nos 17 analitos alvo nas diferentes matrizes.
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Figura 18: Graficos de residuos para o composto ametrina nas fontes ESI e APCI
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Com base nos testes F e na andlise dos graficos de residuo, os resultados
apresentaram que para todas as curvas o modelo se mostrou heterocedastico e a andlise de
regressao foi avaliada aplicando-se o modelo dos MMQP, onde os dados de regressdo da
curva analitica nas matrizes (repolho, brdocolis e couve-flor) de cada composto, coeficiente de
determinagdo, a faixa linear de cada um e seus respectivos valores calculados e tabelados de
F, sdo mostrados nas tabelas 6 e 7. As tabelas mostram também os resultados da analise
estatistica de significancia dos parametros, em que todos os coeficientes angulares das curvas
de calibracdo sdo significativos e alguns dos coeficientes lineares ndo sdo significativos, ja
que feaicra > terit © tealon < teri. Desta forma, quando #.4,» < t.; 0 coeficientes lineares foram
desconsiderados e a quantificagdo realizada com base nas curvas corrigidas mostradas nas
tabelas a seguir. Portanto a estratégia de testes estatisticos visou garantir uma maior

confiabilidade nos resultados.
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Tabela 6: Dados dos parametros das curvas analiticas, linearidade e testes estatisticos para a fonte ESI

ESI
Agrotoxico M aggzlfa'l . l(i:r(l):eﬁ lt:r?l))(z?ll(licf r Fea Foit t, ty terit Curva corrigida
RP | 13778 -16806 2-50 | 0,998 523 19 | 28,79 | 1,42 | 3,18 | y=13778x - 16806
Acefato BR 8261 38690 2-50 10,999 5 19 | 41,59 | 7,91 | 3,18 | y=28261x+ 38690
CF | 12946 2661 2-50 | 0,997 1206 19 | 2538 [0,21 | 3,18 y = 12946x
RP | 12079 6460 5-100 | 0,996 334 19 | 5,11 [1,65] 3,18 y =12079x
Aldicarbe BR 2246 -1616 5-100 ]0,992 | 287777 | 19 | 3,57 | 1,47 | 3,18 y =2246x
CF 4700 53107 5-100 | 0,994 128 19 | 4,08 |3,36 | 3,18 | y=4700x+ 53107
RP | 427546 | -1015157 | 2-50 | 0,996 | 281563 | 19 | 21,57 | 2,08 | 3,18 y =427546x
Ametrina BR | 227815 | -143956 2-50 10,999 645 19 | 51,42 | 1,32 | 3,18 y =227815x
CF | 490205 101533 2-50 0,999 342 19 | 286,1 | 1,85 | 3,18 y =490205x
RP 8356 -23344 2-50 | 0,997 1155 19 | 23,86 | 2,70 | 3,18 y = 8356x
Azinfos metil | BR 3793 -6456 2-50 10,998 | 13068 19 | 33,08 | 2,28 | 3,18 y =3793x
CF 6441 -103 2-50 |0,995 106 19 | 18,57 [ 0,01 | 3,18 y = 6441x
RP | 14111 -26272 2-50 0,997 | 45090 19 2297 | 1,73 | 3,18 y=14111x
Ciproconazol | BR | 11960 -13180 2-50 10,999 425 19 | 100,3 | 4,49 | 3,18 | y=11960x - 13180
CF | 16845 -11881 2-50 0,999 639 19 96,92 | 2,77 | 3,18 y = 16845x
RP 8535 -28177 2-50 10,997 | 3133 19 | 25,53 | 3,42 | 3,18 | y=8535x—28177
Ciromazina BR 5600 -25798 2-50 | 0,995 795 19 9,90 | 1,85 3,18 y =5600x
CF 7534 -22668 2-50 | 0,997 757 19 | 26,83 | 3,28 | 3,18 | y=7534x-22668
RP 2612 -1538 2-50 | 0,997 179 19 | 25,55 10,61 | 3,18 y =2612x
Clorpirifos BR 1859 -5740 2-50 ]0,996 746 19 | 20,34 | 2,55 ] 3,18 y =1859x
CF 3112 -12443 2-50 ]0,991 | 13409 19 | 11,99 [ 1,94 | 3,18 y=3112x
RP | 281119 | -721300 2-50 | 0,995 1778 19 | 18,76 | 1,95 | 3,18 y=281119x
Diazinon BR | 164851 | -132120 2-50 10,999 404 19 | 60,05 | 1,95 | 3,18 y =164851x
CF | 252762 131374 2-50 | 0,999 55 19 | 54,25 | 1,14 | 3,18 y =252762x
RP | 19387 -38316 2-50 | 0,998 1013 19 | 36,69 | 2,94 | 3,18 y =19387x
Dimetoato BR 7526 -9225 2-50 | 0,998 1431 19 | 14,01 | 0,48 | 3,18 y =7526x
CF | 19013 10970 2-50 | 0,992 526 19 | 13,69 [ 0,32 | 3,18 y =19013x
RP | 41366 -69108 2-50 10,996 320 19 | 21,64 | 1,46 | 3,18 y =41366x
Etoprofos BR | 21825 -26029 2-50 10,999 1322 19 | 69,71 | 3,38 | 3,18 | y=21825x - 26029
CF | 35675 -10790 2-50 0,999 214 19 | 99,61 | 1,22 | 3,18 y =35675x
RP 1424 -4248 2-50 10995 | 4177 19 | 18,83 | 2,28 | 3,18 y = 1424x
Etion BR 1982 -4726 2-50 0,998 | 2823 19 | 34,03 | 3,30 | 3,18 | y=1982x—4726
CF 2917 -4266 2-50 |0,998 | 551327 | 19 | 27,77 | 1,65 | 3,18 y =2917x
Fenamifos RP | 58480 26443 2-50 | 0,998 103 19 | 28,46 | 0,52 | 3,18 y = 58480x




BR | 63681 -49062 2-50 10,999 | 3963 19 | 130,4 | 4,08 | 3,18 | y=63681x - 49062
CF | 84556 -7752 2-50 ]0,999 59 19 | 117,9 | 0,43 | 3,18 y = 84556x
RP 4276 90300 2-50 ]0,992 204 19 | 7,19 | 6,17 | 3,18 | y=4276x+ 90300
Fention BR | 2169 94652 2-50 | 0,996 29 19 6,78 | 12,0 | 3,18 | y=2169x + 94652
CF 6035 167922 2-50 |0,988 106 19 | 3,95 |3,26 | 3,18 | y=6035x + 167922
RP | 11753 -30936 2-50 ]0,999 5101 19 | 45,34 | 485 | 3,18 | y=11753x-30936
Fentoato BR 6943 -14186 2-50 0,999 | 46464 19 | 47,80 | 3,97 | 3,18 | y=06943 — 14186
CF 6434 -1972 2-50 10,999 | 2129 19 | 42,02 | 0,52 | 3,18 y = 6434x
RP 8157 -2843 2-50 |0,997 193 19 | 25,44 | 0,36 | 3,18 y =8157x
Malation BR 6265 -2567 2-50 ]0,999 187 19 | 48,06 | 0,80 | 3,18 y = 6265x
CF 8538 -2078 2-50 ]0,999 444 19 | 54,63 | 0,54 | 3,18 y = 8538x
RP | 16955 -932 2-50 |0,997 9341 19 | 25,78 |1 0,05 | 3,18 y = 16955x
Profenofos BR | 17536 -25112 2-50 0,999 | 135893 19 | 61,21 | 3,56 | 3,18 | y=17536x - 25112
CF | 24071 -23602 2-50 10,999 | 2163 19 | 70,54 | 2,81 | 3,18 y =24071x
RP 9866 -24228 2-50 0,997 | 32494 19 | 24,51 | 2,44 | 3,18 y = 9866x
Propiconazol | BR | 13369 6509 2-50 |0,997 5978 19 | 25,95 10,51 | 3,18 y = 13369x
CF | 11904 -24873 2-50 ]0,999 9095 19 | 45,14 | 3,83 | 3,18 | y=11904x - 24873

M = Matriz; RP = Repolho; BR = Brocolis; CF = Couve-flor
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Tabela 7: Dados dos pardmetros das curvas analiticas, linearidade e testes estatisticos para a fonte APCI

APCI
Agrotoxico M aggzlfa'l . l(i:r(l):eﬁ lt:r?l))(z?ll(licf r Fea Foit t, ty terit Curva corrigida
RP 2358 -2806 2-50 10,990 174 19 | 12,70 | 0,61 | 3,18 y =2358x
Acefato BR 3420 1365 2-50 |0,997 | 158213 | 19 | 10,67 | 0,17 | 3,18 y =3420x
CF 1137 4224 2-50 0,992 | 13693 19 | 493 2,64 3,18 y=1137x
RP 1225 3980 2-50 0,993 400 19 | 391 {081 ]3,18 y =1225x
Aldicarbe BR 2975 9201 2-50 |0,991 | 182477 | 19 | 3,95 [234|3,18 y =2975x
CF 535 6572 2-50 ]0,9%4 566 19 | 391 [1,95] 3,18 y =535x
RP 6152 -80804 2-50 0,999 49 19 | 6,14 0,59 | 3,18 y =6152x
Ametrina BR | 98185 -21778 2-50 |0,998 | 17763 19 32,30 {291 | 3,18 y =98185x
CF | 54763 -138000 2-50 10,992 | 7208 19 | 9,11 {093 | 3,18 y =54763x
RP 1546 -5539 2-50 | 0,998 345 19 | 24,85 [ 3,61 | 3,18 | y=1546x-5539
Azinfos metil | BR 1642 -1809 2-50 |0,996 | 874796 | 19 | 19,44 | 0,87 | 3,18 y =1642x
CF 815 365 2-50 0,997 | 4483 19 | 22,66 | 0,41 | 3,18 y =815x
RP 6092 4938 2-50 | 0,992 1777 19 | 13,23 10,43 | 3,18 y = 6092x
Ciproconazol | BR | 14426 -40196 2-50 10,999 | 2770 19 | 36,21 | 4,09 | 3,18 | y=14426x -40196
CF 5127 -5317 2-50 | 0,997 38 19 | 14,32 | 1,07 | 3,18 y =5127x
RP 1892 15482 2-50 ]0,996 121 19 | 18,17 | 6,04 | 3,18 | y=1892x + 15482
Ciromazina BR | 4141 -5095 2-50 |0,998 | 4976 19 | 299 |[1,49 3,18 y =4141x
CF 2460 -2120 2-50 ]0,9%4 391 19 | 15,51 | 0,54 | 3,18 y =2460x
RP 5375 -2883 2-50 | 0,995 438 19 | 7,95 10,22 | 3,18 y =5375x
Clorpirifos BR 5895 -5977 2-50 ]0,996 1522 19 | 3,49 [1,02] 3,18 y =5895x
CF 6797 -20159 2-50 |0,989 | 19372 19 | 11,76 | 1,41 | 3,18 y =6797x
RP | 31123 -26171 2-50 |0,998 | 9997 19 | 31,85 | 1,08 | 3,18 y=31123x
Diazinon BR | 66784 | -223449 2-50 | 0,995 176 19 | 17,55 [ 2,38 | 3,18 y = 66784x
CF | 12698 72998 2-50 0,993 83 19 | 9,39 2,19 3,18 y =12698x
RP 5013 -4991 2-50 | 0,995 2504 19 | 16,72 | 0,67 | 3,18 y =5013x
Dimetoato BR | 4737 -7223 2-50 0,996 | 15355 19 | 6,09 [0,01 3,18 y =4737x
CF 2032 5786 2-50 | 0,995 38 19 | 16,74 | 1,94 | 3,18 y =2032x
RP 2651 1892 2-50 0,99 | 5029 19 | 20,23 0,59 | 3,18 y =2651x
Etoprofos BR 6726 -13898 2-50 0,999 | 4560 19 | 41,11 | 3,45 | 3,18 | y=6726x - 13898
CF 2545 -161 2-50 10,996 | 9853 19 | 19,64 | 0,05 | 3,18 y =2545x
RP 3575 -6171 2-50 0,999 538 19 | 50,51 | 3,54 | 3,18 y=3575x-6171
Etion BR 3337 -4483 2-50 0,996 | 4988 19 | 3,50 | 0,65] 3,18 y =3337x
CF 1525 101 2-50 | 0,997 399 19 | 23,44 1 0,06 | 3,18 y =1525x
Fenamifos RP | 56838 -21348 2-50 10,997 | 2092 19 | 22,65 10,34 | 3,18 y =56838x




BR | 96199 -230291 2-50 0,998 | 15058 19 | 27,32 | 2,65 | 3,18 y =96199x
CF | 25718 105141 2-50 ]0,992 997 19 | 13,40 | 2,22 | 3,18 y =25718x
RP | 22337 52703 2-50 ]0,994 397 19 | 4,59 |2,48|3,18 y =22337x

Fention BR | 27457 162218 2-50 |0,989 178 19 | 23,99 | 12,5 | 3,18 | y=27457x + 162218
CF | 14509 145076 2-50 ]0,992 111 19 | 3,28 | 0,99 | 3,18 y = 14509x
RP 9151 -7728 2-50 10,999 | 11401 19 | 3442 | 1,18 | 3,18 y=9151x

Fentoato BR | 16021 -43525 2-50 0,998 | 20501 19 | 29,64 | 3,27 | 3,18 | y=16021x - 43525
CF 6434 -1972 2-50 10,999 | 2129 19 | 42,02 | 0,52 | 3,18 y = 6434x
RP 2049 -3955 2-50 ]0,999 54 19 | 45,00 | 2,35 | 3,18 y =2049x
Malation BR 3784 -14789 2-50 |0,995 516 19 | 17,27 12,74 | 3,18 y =3784x
CF 1153 162 2-50 |0,997 1539 19 | 10,70 | 0,06 | 3,18 y=1153x
RP | 14681 -13246 2-50 ]0,999 20 19 | 34,52 | 1,26 | 3,18 y = 14681x
Profenofos BR | 27068 -30302 2-50 |0,997 142 19 | 19445 | 1,42 | 3,18 y =27068x
CF 8030 12681 2-50 |0,997 290 19 12232 | 1,43 | 3,18 y = 8030x
RP | 13587 -19 2-50 0,997 | 27059 19 | 24,01 | 0,01 | 3,18 y = 13587x
Propiconazol | BR | 17405 -23390 2-50 ]0,994 1461 19 3,27 1,07 | 3,18 y = 17405x
CF | 12772 -33968 2-50 |0,995 5664 19 | 17,14 | 1,85 | 3,18 y =12772x

M = Matriz; RP = Repolho; BR = Brocolis; CF = Couve-flor
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5.3.4 Efeito Matriz

Como sabido, em matrizes complexas como alimentos, a analise de compostos de
interesse pode sofrer interferéncia de outras substancias, notadamente conhecido como efeito
de matriz. Em LC-MS/MS essa interferéncia ocorre no momento da ionizagao em decorréncia
da competi¢do no processo de ionizacdo, fazendo com que o sinal do analito em questdo seja
intensificado ou suprimido.

A quantificagdo do efeito matriz foi realizada com base na equacao 5. As figuras
19 e 20 apresentam os resultados dos estudos de efeito matriz, nas fontes ESI e APCI
respectivamente, onde pode verificar que a porcentagem do efeito matriz foi superior a + 20%
para maioria dos compostos independente da fonte utilizada. O efeito matriz ¢ considerado
baixo para intervalos entre -20% < C% <20%, médio para os intervalos -50% < C% <-20% ou
20%> C%> 50% e elevado para os intervalos C% < -50% ou C%> 50% (ECONOMOU et al,
2009).

Pode-se observar variagdo de sinais tanto positivo como negativo para os
compostos em ambas as fontes. Isso indica a presenca de efeito matriz nas curvas analiticas
dos compostos estudados, confirmando a importancia de se estudar curvas preparadas no
extrato da matriz durante a etapa de desenvolvimento de métodos, principalmente por se tratar
de amostras complexas.

Na fonte ESI, ocorreu uma maior variabilidade (intensificacdo e supressdo) de
sinal entre os compostos nas amostras, na qual o percentual de efeito matriz destes compostos
foram superiores ao determinado na APCI. Nessa fonte, os agrotdxicos de maior polaridade,
de modo geral, apresentaram maiores porcentagens de efeito matriz (acefato: -34% a -26%),
(ciromazina: -44% a -38%) e (dimetoato: -31% a -20%), nas trés matrizes estudadas,
indicando uma maior influéncia dos componentes da matriz, ocorrendo supressao de sinal.Na
matriz brocolis, alguns compostos praticamente ndo ocorreu efeito matriz: etoprofos (-2,4%),
etion (9,0%), malation (4,3%)e profenofos (7,4%) indicando assim, baixo efeito matriz.

Na fonte APCI ocorreu uma supressdo de sinal em praticamente quase todos os
compostos e que os percentuais do efeito matriz ndo ultrapassou 40%. Somente na matriz
brécolis ocorreu enriquecimentode sinal para alguns dos agrotoxicos como também foi a
matriz que apresentou um maior nimero de compostos com baixo percentuais de efeito
matriz, ou seja, >20%. Acefato (-14,7%), ametrina (-16,5%), azinfos metil (-9,2%), clorpirifos
(9,8%), dimetoato (-14,7%), etoprofos (11,7%), fenamifos (9,5%) e propiconazol (13,7%).
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ESI e APCI se complementam, pois ndo hé critério exclusivo para escolher a
interface mais adequada e sensivel quando novos métodos analiticos estdo sendo
desenvolvidos para pesticidas, especialmente em andlise de multirresiduos. Thurman e
colaboradores (2001) avaliaram a sensibilidade de 75 pesticidas por LC-MSMS usando APCI
e ESI. Os autores avaliaram apenas a sensibilidade dos padrdes (analitos no solvente), onde se
sabe que estes podem se comportar de forma diferente quando analisado sem amostras reais
por LC — MS/MS. Portanto, a comparacao de APCI e ESI em termos de sensibilidade para
amostras reais ¢ significativa.

Diferentes comportamentos sdo relatados na literatura quando se utiliza como
fonte de ionizacdo a ESI ou a APCI na determinagdo de agrotoxicos em alimentos, uma vez
que, em se tratando de amostras complexas, ndo € passivel a compreensao de todos os efeitos
de matriz observados. Alguns autores relatam que o ESI esta mais sujeito a supressao de ions.
CABRERA (2012), no estudo de efeito matriz de agrotdxicos em arroz mostrou que 80% dos
compostos apresentaram supressao de sinal. No entanto, GARCIA, et a/, (2011) relataram que
APCI foi mais afetada por supressao, o mesmo observado no presente trabalho. CHEN et al.,
(2014), no estudo comparativo das fontes ESI e APCI relataram que em ambas as fontes os
analitos sofreram supressdo de sinal e que a APCI foi menos afetada.Na verdade, as duas
técnicas sdo consideradas igualmente afetadas, pois em ambos os casos, a natureza ¢ a
composi¢do da fase movel sdo conhecidas por influenciar em larga medida, o processo de
ionizacao. Além disso, devido a ionizagdo ocorrer em fase liquida para ESI e na fase gasosa
para APCI, os mecanismos envolvidos na formag¢ao dos ions dos analitos sao diferentes para
as duas técnicas.

Alguns pesquisadores procuram avaliar possiveis formas de contornar a questio
da variacdo no sinal dos analitos pelos componentes da matriz. FERREIRAer al (2016)
realizaram diluicdo apropriada dos extratos da amostra apds a etapa de limpeza e antes da
injecdo no sistema LC-MS/MS. Esta ¢ uma estratégia simples que oferece a vantagem da
reducdo de concentragdo da matriz e reduz/elimina o efeito matriz. No entanto, isso pode
também diminuir a sensibilidade do método, ou mesmo levar a nao deteccdo dos compostos

de interesse na amostra.
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Figura 19: Representagdo grafica do Efeito Matriz dos agrotoxicos na ESI
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Figura 20: Representagdo grafica do Efeito Matriz na APCI
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5.3.5 Limite de Detec¢io e Limite de Quantificacio

Na tabela 7, sdo apresentados os Limites de Detec¢ao (LD;) e Limites de

uantificacdo (LQ;) do instrumento apresentados em L'. Estes limites foram
p ug
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determinados avaliando a resposta da relacdo sinal/ruido de solu¢des padriao diluidas em
solvente. A tabela também apresenta os Limites de Quantificacio do método (LQn),
apresentados em pg Kg™'.Este valor de LQp de 2.0 ug L™ foi determinado como sendo a
menor concentragao que, ao ser fortificada na matriz, apresentou recuperagdes entre 70 e
120% com %CV menor que 20% para maioria dos compostos realizado na fonte APCI, na
qual apresentou maiores valores de LD e LQ. Assim, empregou-se a mesma concentracao
para estabelecer o LQ,, para a fonte ESI. Observa-se que valores de LQ,, para os compostos
aplicados nas culturas em estudo, estdo abaixo dos valores de LMR, estabelecidos pela
ANVISA garantindo a sensibilidade do método para o monitoramento destes compostos em
amostras reais.

O método desenvolvido nao apresenta fator de dilui¢ao e/ou concentragao, sendo
assim, para todos os compostos os valores de LD e LQ mostrou que os agrotdxicos estudados
tém boa detectabilidade no sistema LC-MS/MS. Observa-se também que, para todos os
compostos, os valores de LD e LQ utilizando a fonte ESI, apresentaram valores inferiores em
relagdo a fonte APCI. Vale ressaltar que para efeitos de comparacao entre as duas fontes
citadas foram estabelecidas as mesmas condi¢des de faixa de trabalho para ambas as fontes.
Esta condi¢do foi estabelecida devido a limitagdo da fonte APCI que ndo atingiu os mesmos
limites de deteccdo que a fonte ESI. Portanto, este estudo mostra que a fonte ESI apresenta
uma melhor detectabilidade para todos os compostos. Na tabela 7, estdo os Limites de
Detec¢ao e os Limites de Quantificagdo para cada composto nas duas fontes, bem como a

faixa de trabalho ¢ os LMR (mg.Kg™) para repolho segundo ANVISA e EU.

Tabela 8: Valores dos Limites de Detec¢do e Quantificagdo com respectivos valores de LMRs

Combosto TIPO FAIXA LD LQ LQ, LMR LMR
P DE FONTE | LINEAR (ugL™" | (gl | (ngKg" | (mgKgh) | (mgKgh)
(ANVISA) (EU)
Acefato ESI 2-150 0,10 0,30 0,5 0,01
APCI 2-150 0.50 1.50 2,00
Aldicarbe ESI 2-200 0,10 0,30 - 0,01
APCI 2-200 0.50 1.50 2,00
Ametrina ESI 2-200 0,05 0,10 . 0,01
APCI 2-200 0.50 150 2,00
Azinfos-metil ESI 2-200 0,25 0,75 . 0,05
APCI 2-200 0.50 1,50 2,00
Ciproconazol ESI 2-200 0,25 0,75 0,05
APCI 2-200 0.50 1,50 2,00 i
Ciromazina ESI 2-200 0,10 0,30 - 0,05
APCI 2-200 0.50 1,50 2,00
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Clorpirifos ESI 2-200 0,25 0,75 - 0,01
APCI 2-200 0.50 150 2,00

Diazinon ESI 1-200 025 0,75 - 0,01
APCI 2-200 0.50 150 2,00

Dimetoato ESI 2-200 0,25 0,75 - 0,01
APCI 2-200 0.50 150 2,00

Etoprofos ESI 2-200 0,25 0,75 - 0,02
APCI 2-200 0.50 150 2,00

Ethion ESI 2-200 0,25 0,75 - 0,01
APCI 2-200 0.50 1.50 2,00

Fenamifos ESI 2-200 0,25 0,75 . 0,02
APCI 2-200 0.50 1.50 2,00

Fention ESI 2-200 0,25 0,75 . 0,01
APCI 2-200 0.50 1.50 2,00

Fentoato ESI 2-200 0,25 0,75 . 0,01
APCI 2-200 0.50 1.50 2,00

Malation ESI 2-200 0,25 0,75 3.0 0,02
APCI 2-200 0.50 1.50 2,00

Profenofos ESI 2-200 0,25 0,75 0,05 0,01
APCI 2-200 0.50 1,50 2,00

Propiconazol ESI 2-200 0,25 0,75 - 0,01
APCI 2-200 0.50 1,50 2,00

Em estudos recentes envolvendo anélise de agrotoxicos em matrizes complexas,
apresentam valores de LOD e de LOQ superiores ou equivalentes aos valores obtidos no
presente estudo (Tabela 8). Portanto, confirma-se a alta eficiéncia e sensibilidade de métodos
desenvolvidos utilizando LC-APCI-MS/MS e LC-ESI-MS/MS mesmo em diferentes

matrizes.

Tabela 9: Dados da literatura de LD e LQ em diferentes hortalicas utilizando LC-MS/MS

L. . Fonte de . LOD LOQ A .
Agrotoxico Matriz ions Analisador (ng/kg) (ng/kg) Referéncia

Ametrina 5,0 10,0
Ciproconazol 7,0 10,0
Clorpirifés 5,0 10,0 .
Diazinon Alface ESI Q-TOFII 1,0 5,0 Chiarello e

- Moura, 2018a
Dimetoato 1,0 5,0
Etion 3,0 5,0
Fention 5,0 10,0
Ametrina 3,0 5,0
Ciproconazol 0,5 5,0
Clorpirifés 0,8 5,0 .
Diazinon Cenoura ESI Q-TOFII 1,0 5,0 M%}::rfeélg 168b
Dimetoato 4,0 10,0 ’
Ethion 0,9 5,0
Fenthion 3,6 40,0
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Clorpirifos
Diazinon Neely et al.,
Dimetoato Alface ESI QqQ - 0,07-0,60 2018
Malation
Acefato 1,0 3,0
Azinfos-metil 2,0 7,0
C!orpirifés . i 2,0 8,0 Golge,
Ciproconazol Pimentao 1,0 4,0
- . ESI QqQ Hepsag e

Dimetoato verde e pepino 3,0 10,0

- Kabak, 2018
Fention 2,0 7,0
Malation 1,0 4,0
Propiconazol 2,0 5,0
Acefato - 10,0
Diazinon . - 10,0 Song et al.,
Malation Pimenta verde ESI QqQ . 10.0 2019
Clorpirifés - 10,0

5.3.6 Exatidao (Recuperacgdo)/ Precisdo

A exatiddo da metodologia desenvolvida foi avaliada a partir de ensaios de
recuperagdo realizada em trés niveis de concentracdo e em triplicata. Neste trabalho, seguiu-se
a recomendacdo da ANVISA (2017) de que as recuperagdes em amostras complexas devem
estar entre 70 a 120%, na faixa de concentracgao utilizada. A precisdo do método em termos de
repetibilidade foi calculada e expressa em temos do coeficiente de variagdo. A precisdo
intermediaria foi avaliada em dias diferentes e por analistas diferentes, porém em um s6 nivel
de concentragdo (ponto médio) e foi expressa em termos do coeficiente de variacao (%CV). A
tabela 9 mostra resultados de recuperacdo, na fonte ESI, com respectivo coeficiente de
variacdo (%CV) de cada nivel de concentracao. Obteve bons resultados e dentro do limite
recomendado para os niveis de concentragdo aplicados para a maioria dos compostos, com
exce¢do do composto ametrina (128%) que apresentou valores de recuperacdo acima do
recomendado (>120%) e valores abaixo do recomendado (< 70%) para o fention (63,3%) na
matriz couve-flor; etion (66,5%) no repolho, aldicarbe (69,6%) e malation (63,6%) (68,1%)
na matriz brécolis.

Na tabela 10, mostra os resultados de recuperagao dos compostos na fonte APCI,
que também apresentou bons resultados para maioria dos compostos. Aldicarbe e etion nao
apresentaram valores de recuperacdo no menor nivel de concentragdio em couve-flor e
brocolis, respectivamente. Etropofos (60,7%) apresentou valores de recuperacdo abaixo do
recomendado (< 70%) na matriz couve-flor, assim como o acefato (61,2%) (60,4%) na matriz

brécolis.



Tabela 10: Resultados do estudo da recuperagdo para as matrizes: couve-flor, repolho e brocolis, utilizando a fonte ESI
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Couve-flor Repolho Brocolis

Concentracio 2 ug.Kg'1 10 ug.Kg'1 50 ug.Kg'1 2,0 ug.Kg'1 10 ug.Kg'1 50 ug.Kg'1 2 ug.Kg'1 10 ug.Kg'1 50 ug.Kg'1

Composto %Rec %CV  %Rec %CV  %Rec %CV | %Rec %CV %Rec %CV %Rec %CV | %Rec %CV %Rec %CV %Rec %CV
Acefato 1183 7,84 108,12 14,08 99,62 14,78 | 98,72 1542 9522 526 100,71 17,88 | 92,95 12,36 95,15 10,41 89,48 15,16
Aldicarbe 78,40 19,30 70,31 6,24 88,72 13,81 | 113,81 20,35 116,12 10,31 117,06 14,28 | 69,57 11,13 70,71 12,45 75,20 9,09
Ametrina 114,01 224 117,5 10,11 128,32 6,84 | 101,38 824 105,01 225 10936 9,99 | 100,99 242 9952 7,89 98777 11,64
Azinfos-metil 102,55 13,14 107,03 8,41 100,01 16,32 | 100,16 38,15 11891 6,86 115,03 14,52 106,10 990 109,11 7,97 105,17 11,60
Ciproconazol 9,81 11,18 9590 424 100,87 11,78 | 90,28 17,70 85,02 823 100,56 12,11 | 81,52 10,40 90,52 8,63 108,63 14,88
Ciromazina 71,16 15,03 91,17 12,32 8791 1533 | 70,85 14,80 88,74 839 80,56 17,83 | 70,99 15,77 71,05 8,28 74,11 12,34
Clorpirifos 8341 978 97,10 9,10 87,50 898 | 91,85 11,11 100,15 2,60 101,58 10,25 |106,27 9,35 99,55 6,77 114,25 6,32
Diazinon 108,50 9,55 99,01 8,62 10554 11,10 | 97,56 6,55 96,88 854 10041 9,75 | 91,77 8,99 9944 9,65 90,14 18,24
Dimetoato 98,46 4,10 101,23 3,15 102,00 1,23 | 116,18 12,10 110,32 11,82 118,14 14,17 | 80,83 4,69 99,71 3,17 95,15 16,26
Etoprofos 95,61 2,68 7231 891 8395 342 | 99,21 959 10032 5,59 98,55 13,87 103,27 5,55 94,98 444 100,50 12,84
Etion 71,64 10,11 95,14 7,72 90,48 17,11 | 66,54 1549 70,13 12,59 110,90 9,74 | 60,91 16,12 8555 7,99 80,66 4,47
Fenamifos 95,69 6,46 114,71 10,42 81,26 3,83 | 104,25 12,66 100,51 6,65 99,59 324 | 99,67 9,14 97,25 13,12 98,88 11,92
Fention 63,30 14,56 70,18 16,30 85,17 18,14 | 99,25 11,47 109,56 11,54 116,89 15,16 | 107,71 9,18 101,42 3,89 99,24 422
Fentoato 109,71 13,55 92,30 7,32 98,16 5,18 | 70,86 12,26 7525 7,41 71,48 16,10 102,31 9,31 99,69 10,25 100,11 16,78
Malation 97,20 11,60 80,33 9,30 112,45 10,78 | 83,13 12,55 81,69 4,44 90,00 7,61 | 63,59 15,62 81,12 11,63 68,11 18,10
Profenofos 98,16 2,14 100,17 4,19 100,23 1,31 |101,12 12,31 99,02 6,59 113,54 19,15 | 81,47 16,13 8091 567 92,90 18,11
Propiconazol 94,52 5,14 76,51 324 9991 6,50 | 101,48 13,65 102,55 11,24 101,13 1580 | 91,72 11,24 93,88 6,12 90,87 15,01




Tabela 7: Resultados do estudo da recuperacdo para as matrizes: couve-flor, repolho e brécolis, utilizando a fonte APCI
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Couve-flor Repolho Brocolis
Concentracio 2 ug.Kg'1 10 ug.Kg'1 50 ug.Kg'1 2 ug.Kg'1 10 ug.Kg'1 50 ug.Kg'1 2 ug.Kg'1 10 ug.Kg'1 50 ug.Kg'1
Composto %Rec %CV  %Rec %CV  %Rec %CV | %Rec %CV  %Rec %CV _ %Rec %CV | %Rec %CV  %Rec %CV  %Rec %CV
Acefato 89,17 17,35 85,77 551 107,17 1297 | 61,19 894 6042 11,60 90,07 1500] 92,10 16,96 96,6 10,04 75,16 13,44
Aldicarbe - - 70,31 16,24 88,72 13,81 | 90,64 19,30 76,12 12,30 70,36 15,08 | 93,31 14,23 107,50 12,45 114,20 9,09
Ametrina 89,75 11,20 9442 9,70 100,41 13,23 | 121,38 4,28 105,01 2,25 119,73 19,54 | 110,01 524 117,5 947 118,32 5,64
Azinfos-metil 84,69 17,41 99,79 12,51 104,92 742 |100,16 8,15 9891 6,86 109,03 7,88 | 86,81 19,14 99,25 12,17 9510 10,59
Ciproconazol 70,61 224 96,95 4,40 101,67 12,78 | 86,28 17,70 99,02 13,23 113,21 17,14 | 106,09 19,47 99,58 12,00 107,20 13,39
Ciromazina 89,65 430 106,02 8,88 96,02 1530 | 82,33 19,01 9540 18,24 101,67 18,50 | 9599 16,55 113,05 1821 94,71 12,34
Clorpirifos 95,44 6,37 113,05 833 101,1 9,20 | 109,80 12,20 112,47 16,72 103,90 15,77 | 78,77 7,79 89.90 10,60 87,60 5,55
Diazinon 105,78 14,75 100,54 5,02 100,09 3,36 | 90,62 18,79 97,54 3,47 9575 12,40 90,90 9,65 106,11 3,47 102,43 9.21
Dimetoato 86,49 11,30 94,52 8,67 108,90 5,19 |113,66 15,02 109,32 2,82 111,64 1041 | 70,63 6,88 110,21 5,02 78,44 17,83
Etoprofos 60,69 12,28 70,86 2,25 71,58 9,96 |100,11 899 107,89 9,50 105,25 3,45 | 97,31 14,11 84,75 9,03 92,33 16,40
Etion 99,55 11,30 95,28 9,90 100,68 13,98 | 80,16 19,00 99,15 12,59 10122 6,36 | 88,61 10,52- 103,12 12,33 81,25 10,77
Fenamifos 109,65 15,10 107,60 5,17 101,25 10,65 | 88,60 17,78 96,72 5,55 98,90 543 | 80,67 12,14 96,55 647 9515 10,51
Fention 97,57 2,12 99,36 2,52 83,14 18,65 | 89,59 14,66 80,25 10,10 70,89 9,88 | 111,12 16,18 118,27 11,89 115,24 10,22
Fentoato 89,56 10,21 8823 9,37 91,74 13,12 | 96,68 9,48 9091 4,76 106,14 6,87 | 100,23 12,10 98,69 8,92 109,10 13,15
Malation 91,90 4,68 99,09 4,60 102,28 9,97 | 89,03 12,48 91,96 6,57 104,05 4,76 | 103,50 9,40 9747 16,24 99,11 12,80
Profenofos 83,69 447 10527 5,62 101,38 12,00 | 107,32 9,51 9991 896 103,90 10,34 | 9540 13,17 89,29 6,56 102,13 8,20
Propiconazol 98,38 8,65 90,67 8,64 93,55 3,33 |107,51 15,75 109,27 13,70 101,44 845 | 96,69 14,19 9391 17,70 111,13 16,15
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5.4 Aplicacao do método

Neste estudo aplicou-se o procedimento desenvolvido na determinagdo de
residuos de agrotdxicos em 15 amostras divididas nas matrizes em estudo adquiridas em cinco
supermercados em diferentes localidades na cidade de Fortaleza.As amostras foram
denominadas de: repolho: RP-1, RP-2, RP-3, RP-4, RP-5;brocolis: BR-1; BR-2; BR-3; BR-4;
BR-5; ¢ couve-flor: CF-1; CF-2; CF-3; CF-4; CF-5. Dentre as 15 amostras analisadas o
acefato foi encontrado em sete (3 amostras de repolho e 4 amostras de brocolis), porém nas
amostras de repolho ndo foram encontrado niveis quantificaveis, ou seja, abaixo dos limites
de quantificacio do método. Das 5 amostras de brocolis, 4 apresentaram valores
quantificaveis para o acefato. Nas analises realizadas, foi encontrado o ingrediente ativo
clorpirifés na amostra RP-1, que ndo tem uso autorizado para essa cultura. Foram também
detectados os agrotoxicos dimetoato, malation, profenofés e propiconazol, porém estes se
encontram abaixo dos limites de quantificagdo do método, desta forma a concentracdo nao

pode ser estimada com confiabilidade (Tabela 11).

Tabela 8: Resultados das amostras analisadas de repolho, couve-flor e brécolis expressa em p.kg™

M RP1 RP2 RP3 RP4 RP5 CF1 CF2 CF3 CF4 CF5 BRI BR2 BR3 BR4 BR5

Agrotoxico

Acefato <LQ <LQ <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 4,6 4,6 42 <LD 5,1
Aldicarbe <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Ametrina <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Azinfosmetil <LD <LD <LD <LD 33 <LD <LD <ILD <LD <LQ <LD <LD <LD <LQ <LQ
Ciproconazo <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Ciromazina <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Clorpirifés 9.4 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <ILD <LD <LD <LD
Diazinon <LD <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LQ <LQ <LD <LD <LD <LD <LD
Dimetoato <LQ <LQ <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LQ <LQ <LD <LD <LQ
Etropofos <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LD <LD
Etion <LD <LD <LD <LD <LD <LD <ILD <LD <LD <ID <LD <LD <LD <LD <LD
Fenamifos <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Fention <LD <LD <LD <LD <LD <LD <ILD <LD <LD <ID <LD <LD <LD <LD <LD
882Fentoato <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Malation <LQ <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LQ <LQ <LQ <LD
Profenofos <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LQ <LD <LD <LQ <LD <LD <LD <LQ
Propiconazol <LQ <LD <LD <LQ <LQ <LQ <LQ <LD <LQ <LQ <LQ <LQ <LD <LD <LD

De acordo com os resultados, os ingredientes ativos encontrados estdo na lista dos
agrotoxicos com maior indice de deteccao segundo o relatorio do programa de analise de

residuo de agrotoxicos (PARA) realizados entre 2013 e 2015. A tabela 12mostra os
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percentuais dos dois agrotdxicos com maior nimero de detec¢do irregular, sendo o acefato

encontrado em 18 dos 25 tipos de alimentos monitorados.

Tabela 9:Dados referentes aos agrotoxicos com maior numero de detecgdo irregulares do PARA-2015

N° de
Total de % de
N° de N° de amostras % de amostras
amostras amostras
Agrotéxico alimentos amostras com com deteccdes
com com
monitorados | monitoradas deteccoes irregulares
deteccoes deteccoes
irregulares
Acefato 25 12051 1268 10,5% 613 5,09%
Clorpirifos 22 10454 946 9,04% 343 3,28%

Fonte: ANVISA, 2015

De acordo com o relatorio (PARA, 2015), foram analisadas 491 amostras de

repolho, sendo encontrados acefato (73 amostras), clorpirifés (2 amostras), dimetoato (2

amostras) e profenofos (2 amostras), bem como agrotdxicos nao autorizado para a cultura.

Segundo a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do Ceara (ADAGRI), os

compostos que sao encontrados com frequéncia durante fiscalizagdes em campo que sdo

aplicados no cultivo de hortaligas e que estdo no escopo do presente trabalho sdo: acefato,

ciromazina, clorpirifés, dimetoato e malation. Por isso, a importincia de se determinar

agrotoxicos em alimentos com concentracao abaixo do LMR e mesmo nao sendo autorizado

pela ANVISA, uma vez que muitos agricultores fazem uso dos mesmos sem nenhum critério

técnico.



105

6 CONCLUSAO

No presente trabalho, o qual propds adaptar e aperfeicoar as melhores condigdes
de um método LC-MS/MS, usando as fontes ESI e APCI, em analise multirresiduo de
agrotoxico em hortaligas, varias conclusdes sao relatadas a seguir:

No estudo espectrométrico (MS) de cada composto usando a injecdo individual
diretamente no espectrometro de massas, utilizando as fontes ESI ¢ APCI,todos os compostos
apresentaram maior sensibilidade para ionizagdo e fragmentacao no modo positivo.

No tocante a validacio do método os pardmetros estudados, seletividade,
linearidade, sensibilidade, precisdo, exatidao, LD e LQ, foram considerados satisfatorios para
a grande maioria dos compostos, pois apresentaram valores de acordo aos especificados nas
normas técnicas e corroborados com dados da literatura para métodos cromatograficos.

O método, usando as fontes ESI/APCI, mostrou-se seletivo e apresentou
satisfatoria linearidade dentro da faixa de concentragdo investigada, bem como valores de
coeficiente de determinacdo maiores que 0,99. Os valores de recuperacao e de precisdo
encontram-se dentro dos critérios aceitos de validagdo pela ANVISA para a maioria dos
agrotoxicos, apresentando resultados satisfatorios em relagdo a recuperagdo (70-120%) e
precisdo (< 20%). No método associado a fonte ESI, os compostos apresentaram menor limite
de detecgao (LD) e de quantificagdo (LQ).

No método LC-MS/MS, usando a fonte APCI, o efeito matriz ndo superou um
sinal analitico maior que +35% para todos os compostos estudados, dentro da faixa de
trabalho avaliada, ao passo que um menor efeito de matriz foi observado em relacdo a fonte
ESI indicando vantagens na reducao da interferéncia de compostos presentes na matriz.

No tocante a aplicagdo do método LC-ESI-MS/MS, dentre as 15 amostras
analisadas, o acefato foi detectado em 3 amostras de repolho e 4 de bréocolis. O clorpirifés foi
detectado em uma amostra de repolho, o qual ndo tem uso autorizado para essa cultura.
Também foram detectados os compostos dimetoato, malation, profenofos e propiconazol em
niveis abaixo dos limites de quantificagdo do método.

De uma forma geral as técnicas LC-ESI-MS/MS e LC-APCI-MS/MS
demonstraram ser uma ferramenta analitica eficiente quanto a identificagdo e quantificacdo de
residuos de agrotoxicos em amostras de couve-flor, repolho e brocolis usando o método de
extracdo QuEChERS, uma vez que nos estudos de validagdo, ambas as técnicas mostraram
bons desempenho e adequabilidade para determinagdo de agrotoxicos nas amostras

comerciais.
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APENDICE A — ESPECTRO DE MASSAS DOS AGROTOXICOS OBTIDOS NA
FONTE ESI
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Compound Optimization in MS and MS/MS
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P SR Constructing the breakdown curve of ion 167.3 m/=z
s e 1 o Product Ion: 68.29 Maximum Intensity: 8.39e+05
2. ERGE Product Ion: 125.28 Maximum Intensity: 6.69e+05
5 PRGN 2 i Product Ion: 108.28 Maximum Intensity: 3.91e+05
21540z Product Ion: 85.29 Maximum Intensity: 1.13e+06
Eh{D A e Collision Energy Optimization Results:
Loz 2.280 2 Product Ions (m/z) Coll Energy (V)
g :21:41: ©8.29 35
= :41: E25..28 16
= :41 108.28 1S
= :41: 85.29 18
= =420

Breakdown Curve of lon 167.3 mz
Intensity: 1.13e+06 Product lons  Coll.Enengy

Finish compound optimization
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CLORPIRIFOS

Results from Compound Optimization

Compound Optimization in MS and MS/

1Bz = zing flat device (s) using ion 350.00 m/=
13 Ziij Sheath Gas Pressure for QlMS
1 ious Setting = 40.00, New Setting = 40.00
s mum Intensity 6 .32e+06
I 3oz Insignificant improvement, kept the previous setting
13 Optimizing Aux Gas e for QIMS
1 Previous Setting , New Setting = 55.00
mum Inten e+06

gnificant

t, kept the previocus setting
zing Tube

for 1on: 350.00 m/ =

VOVVVLYVYLVOVVVWVOYVYONOOONHH
BAEARLAALRORFHOOOOAAMBNKE
DdLdNALAdNWEFOWW WSO RE000FY

F N O N N N G N N N

132 = gnificant i rovement, kept the previous setting
132 = Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
13z = Waiting for the collision gas to stabili=ze
132 = Finding the product ions of ion 350.0 m/=
132 = Constructing the breakdown curve of ion 350.0 v/ =
E e = Product Icn: 1928.01 Maximum Intensity: 1.11le+06
NECT = Product Ion: 321 .92 Maximum Intensity: 4.47e+05
132 = Product Iocon: 293.84 Maximum Intensity: 3.69e+05
I 3.2 = Collisicon Energy Optimization Results:
13 = Product Ions (m/ =) Coll - Energy (W)
-3 = 2B DL 3 Bed
2 S B = B2 O 2 10
A2 = 293 .84 ES
B s Yo z Finish compound optimization
Breakdown Curve of lon 350.0 miz
Intensity: 1.11e+08 Productlons  Coll.Energy Sy 3363 FULL: PRO- 350 CT:0.52 #A:8  1.56e6
Pressure: 1.5 mTor 198.0 miz 17 v
100 _ .o 321.9 miz 10 v 188,008
/ 293.8 miz 15 v
=
& 321938
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E g
® 3
=z o
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1] 3 203748
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Results from Compound Optimization
Compound Optimization in MS and MS/MS
I e flat device(s) using ion 305.10 m/=z
- Spray Voltage for QLlMS
T Setting = 5000.00, New Setting = 5000.00
I mum Inten ty = 1.17e+07
I gnificant improvement, kept the previous setting
T = zing Tube Len for ion 305.10 m/=z
3 ] Insignificant improvement, kept the previous setting
1 z Optimizing collision energy at 5 mTorr
1 z Waiting for the collision gas to stabilize
1 z Finding the product ions of ion 305.1 m/z
14 = Constructing the breakdown curve of ion 305.1 m/=z
14 Product TIon: 169.25 Maximum Intensity: 5.34e+06
14 Product Ion: 249.19 Maximum Intensity: 2.48e+06
14 Product Ion: 277.24 Maximum Intensity: 2.24e+06
14 Collision Energy Optimization Results:
il Product Ions (m/z) Coll. Energy (wv)
il 1469...25 21
il 249.19 50T
14 277.24 14
14 Finish compound optimization
5#: 50323 FULL: PRO: 305 CT: 0.52 #A: 9  B.74eB
Breakdown Curve of lon 305.1 miz
Intensity: 5.34e+06 Product lons Caoll. Enengy 189255
Pressure: 1.5 mTorr 169.3 miz 21w 10 i
100 _ ; 249.2 miz 17 v
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. X 8
> 80| / '
= i \ 7
/ @
2 / \ s
£ o / \ - 240270
£ /! % 3 5
e I \.\ ] 153201 277.293
= \ 4
i ] :
S N L
'3 A
\ 1 o763 135318 231,182
- = TOG1E, LU plens In " 215'[205[ X
T T T T T T 1 | s S o e [ B SN S o R Pt e G (R o B B I o Bt s s e (R (R B pe o
it an 85 a0 50 100 150 200 240 300

Collision Enemgy (V)



DIMETOATO

Results from Compound Optimization

Compound Cptimization in MS and MS/MS

122

13:47:26: Optimizing Tube Lens for ion 230.00 m/=z
13:47:32 Previous Setting = 56.56, New Setting = 43.80
132432 i = 4.04e+06
13:47:32: Improvement
T3 =g =33 0ld Parent Mass: 230.000, New Parent Mass: 230.141
13:47:33: Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
13:47:33: Waiting for the collision gas to stabllize
13:4¢:54: Finding the product ions of ion 230.1 m/=z
13:47:59: Constructing the breakdown curve of ion 230.1 m/=z
13:48:01: Product Icn: 199.19 Maximum Intensity: 1.28e+06
13:48:03: Product Ion: 171.18 Maximum Intensi : 7.44e+05
13:48:05: Product Ion: 125.28 Maximum Intensity: 5.24e+05
13:248:05: Collision Energy Optimization Results:
13:48:05: Product Ions ((m/z) Coll. Energy (wv)
13248:05: 119949 3]
13:48:05: f 37 e O 2 14
13:48:05: 2528 2.8
13:48:06: Finish compound optimization
Breakdown Curve of lon 230.1 m/z S#: BE18 FULL: PRO-230 CT:0.52 #A: 8 2.37ef
Intensity: 1.28e+06 Product lons  Coll.Enerngy
Pressue: 1.5 mTomr 199.2 m'z Y 199182
100 — 171.2 miz 14 v
AN 125.3 miz 21v
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Results from Compound Optimization
Compound Optimization in MS and MS/MS
14:46 = s) using ion 243 .00 m/=
Td=47 €)= e for QIMS
14:47 O 0oo0.00, ng — 5000.00
14:-47 0= _.84e+07
14:47 o , kept the previous setting
14:=-47 | = suure for QIMS
l4:48 Gz 40.00, New Setting = 50.00
l1a:48 = 1.89e+0/
14:48 i rowvement, kept the previous setting
14:48 1= =NEb-4 Pressure for Ql1MS
11:49 3= Setting 5.00, New Setting = 5.00
l4:49 3z ntensi 1.69e+07
114:49 3= icant o vement, kept the previous setting
14:49 S: collision energy at 1.5 mTorr
14:49 5oz Waiting for the collision gas to stabilize
4.9 B Finding lLhe producl ions ol ion 243.0 m/z
SO the breakdown curve of ion 2 0O m/=z
50:09: 15.12 Maximum Inte i : 2.21e+06
Si@ =TT = .09 Maximum Intensity: 2.60e+06
Lol gn e b : 201.08 Maximum i 1.02=+06
50:13: rgy Optimization
SOz (m/ =) Coll. Energs
50:13:
S0 Bs
S0l
S0l 3 ompound optimization
Breakdown Curve of lon 243.0 miz 5239523 FULL: FRO:242 CT- 153 #A:0  5.32¢6
Intensity: 2.60e+06 Preduct lons  Coll. Enermgy
Pressure: 1.5 mTom 2151 miz Tw 10
100 173.1 miz 12w
\ 2011 miz 9w o
» 80 § 8
= | o
B g7
% go_| | I
£ \ H
o — | B
\ 2
2 a0 _ (. 1 173112 254 108
5 N & ]
T s o\ 3
14 !
20_] A 2 131,182
— 1
o 3 I K 153.104 | 125 073 225,330
T T T T T e B BN B B ps By R p e B s e —
5 20 35 50 100 15 200

Collision Enengy (V) ;-



ETION

Results

Compound Optimization

from Compound

Optimization

in MS and MS/MS

123

14204 =49:= Optimizing Tube Lens for ion 385.00 m/=
TAS Q55 Previous Setting = 92.85, New Setting = 107.37
140455 Maximum Intensity = 9.03e+06
14:04:55: 3 % Improvement
L@ Ay Himes Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
TA 0 a:55: Waiting for the collision gas to stabilize
TAs05:1 7= Finding the product ions of ion 385.0 m/=z
1= S 23 Constructing the breakdown curve of ion 385.0 m/=z
1 A=00 S Product Ion: 143 .11 Maximum Intensity: 1.82e+06
PROS 20 Product Ton: 339.05 Maximum Intensity: 1.02e+05
TA=OS5E20= Product ITon: 115.31 Maximum Intensity: 1.80e+05
1@ 52 Qi Collision Energy Optimization Results:
1A= 5029 Product Tons (m/=z) Coll. Energy (wv)
4= 059229 A4 31 26
A2 D529 239.05 7
14:05:-29: 115310 23
LA 0530 Finish compound optimization
Intensity: 1.82e+06 Product lons  Coll.Energy S# 40658 FULL: PRO: 385 CT-0.52 #A: 9 1.68e0
Pressure: 1.5 mTom 143.1 miz 6 v
pl o 339.1 miz Tv 100 143,103
1153 miz 3Mv E
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Results from Compound Optimization
Compound Optimization in MS and MS/MS
Optimizing Tube Lens for ion 304.00 m/z
Insignificant improvement, kept the previous setting
Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
15:35:29: Waiting for the collision gas to stabilize
1523525 Finding the product ions of ion 304.0 m/z
15:35:58: Constructing the breakdown curve of icn 304.0 m/z
15:36:00: Product Ton: 217.08 Maximum Intensity: 6.85e+06
15:36:02: Product Ion: 234.09 Maximum Intensity: 2.25e+06
15:36:04: Product Ion: 262.13 Maximum Intensity: 1.19e+06
15:36:04: Collision Energy Optimization Results:
15:36:04; Product Ions (m/z) Coll. Energy (v)
15:36:04¢ 217.08 21
15:36:04: 234.09 15
15:36:04: 26213 11
15:36:05: Finish compound optimization
Breakdown Curve of lon 304.0 miz
Intensity: 6.85e+06 Product lons Coll. Energy
Pressure: 1.5 mTom 217 1 miz 21 v s5# 7417 FULL: PRO-304 CT:0.54 #A:9  1.28e7
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FENTION

Results

from Compound Optimization

Compound Optimization in MS and MS/MS

15:02:29: Optimizing Tube Lens for icon 279.00 m/z
15:02:34: Insignificant improvement, kept the previous setting
15022 35; 0ld Parent Mass: 279.000, New Parent Mass: 279.205
15:02:35: Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
15:02:35: Waiting for the collision gas to stabilize
15:02:5 Finding the product ions of icon 279.2 m/=z
15:03:02: Constructing the breakdown curve of ion 279.2 m/=z
1b:03:04: Product Ton: 247.18 Maximum Intensity: 2.75e+05
1b:03:06: Product Ton: 169.20 Maximum Intensity: 2.14e+05
1503508 Product Ton: 153.33 Maximum Intensity: 3.39e+04
15:03:08: Collision Energy Optimization Results:
15:035:08: Product Ions (m/z) Coll. Energy (v)
15:03:08: 247.18 2
15203208 16920 T
15203208 15333 17
15:03:09: Finish compound optimization
S# 10584 FULL: PRO- 270 CT:0.52 #A:0  5.67e5
Breakdown Curve of lon 279.2 miz .
Intensity: 2.75e+05 Product lons  Coll. Energy 247 187
Pressure: 1.5 mTomr 247.2 miz 12v
100 169.2 miz 15 v
a l/"—-I 153.3 miz 17 v
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FENTOATO
Results from Compound Optimization
Compound Optimization in MS and MS/MS
T @32 =58 Optimizing Tube Lens for ion 221.20 m/=z
10233 204= Previous Setting = 59.41, New Setting = 46.31
1= 32 509= Maximum Intensity = 1.30e+06
10:33:04: 11 % Improvement
G S 8 e 0Old Parent Mass: 321.200, New Parent Mass: 321 .234
10z 33 =05 Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
TRz 33 =)= Waiting for the collision gas to stabilize
10:233:26: Finding the product ions of ion 321.2 m/z
1P I3 =32 Constructing the breakdown curve of jon 321.2 m/=z
o33 234 Product Ion: 247 .10 Maximum Intensity: 3.73e+05
1B 2336 Product Ion: 275.13 Maximum Intensity: 1.58e+05
1@z I =03 8o Product Ion: 143.16 Maximum Intensity: 4.74e+04
10233 =38-= Collision Energy Optimization Results:
10=z33=38 Product Ions (m/=) Coll. Energy (wv)
10:33:383 247 .10 S
16:=33=38 2513 5
1T0:=233=-38: 143 .16 5 5
L= 33530 Finish compound optimization
Breakdown Curve of lon 321.2 miz
Intensity: 3.73e+05 Product lons  Coll.Energy 5% 18050 FULLFRC: 321 CT: 052 #4°0 44025
Pressure: 1.5 mTom 2471 miz 6v
108 2751 miz S5v 1 247120
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MALATION

Results from Compound Optimization

Compound Optimization in MS and MS/MS

1:ded] =05 Optimizing Tube Lens for ion 331.00 m/z

Y - oo I Previous Setting = 60.82, New Setting = 50.56
T o B I Maximum Intensity = 3.46e+07

L4411z 8 % Improvement

14:41:12: 0ld Parent Mass: 331.000, New Parent Mass: 331.145

14: Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
14: Waiting for the collision gas to stabilize
14: Finding the product ions of icon 331.1 m/z
14241 2393 Constructing the breakdown curve of ion 331.1 m/z
14:41:40: Product Ion: 285.19 Maximum Intensity: 8.91e+06
14:41:42: Product Ion: 99.40 Maximum Intensity: 4.65e+06
14:41:44: Product Ion: 143.19 Maximum Intensity: 1.31le+06
14:41:46: Product Ion: 125.24 Maximum Intensity: 2.53e+06
14:41:47: Collision Energy Optimization Results:
14:41:47: Product Ions (m/z) Coll. Energy (v)
14:41:47: 285.19 5
14:41:47: 99.40 21
14:41:47: 143.19 25
14:41:47: 125.24 27
14:41:48: Finish compound optimizatiocn
Breakdown Curve of lon 331.1 miz
Intensity: B.91e+06 Product lons  Coll.Enemgy  S# 20637 FULL: PRO-331 CT:0.52 #A°0  1.08e7
Pressure: 1.5 mTom 2852 m'z 5v
100 99.4 miz 21v 285 191
143.2 miz 25 v
I 125.2 miz 27T v
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o T
L i =
£ 3=
e T 4 =03
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* 210117 25744
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Collision Enengy (V) e
FEesults from Compound Optimization
Compound Optimization in MS and MS/MS
Issaa4 50 Optimizing Tube Lens for ion 375.00 m/=z
15:45:05: Previous Setting = 68.33, New Setting = 97.36
R o e i Maximum Intensity = 5.72e+05

T e 6
15:45:=06
15:45:06
15:45:06
IThe A5 27
TS5=A5=373
15 = AG=3h

0ld Parent
Optimizing

509 % Improwvement

Mass: 375.000, New Parent Mass: 375.121
collision energy at 1.5 mTorr

Waiting for the collision gas to stabilize

Finding the product ions of ion 375.1 m/=z

Constructing the breakdown curve of ion 375.1 m/=z
Product Ion: 305.05 Maximum Intensity: 1.79e+4+05

ESsia b i3t Product Ion: 347.40 Maximum Intensity: 1.54e+04
15z A 3= Product Ion: 144.18 Maximum Intensity: 1.09e+4+04
154530 Collisjon Energy Optimization Results:
15:45:239x% Product Tons {In/fz) Coll. Energy (v)
185452309 305.05 17
I15:245:239= 347 .40 5
15:45:39: 144.18 28
15:45:40: Finish compound optimization
Intensity: 1. Coll_ Enengy e T BRI i
il 205.1 mz N7y 1T FULROCHS CROS2 &40 1735
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Results from Compound Optimization

Compound COptimization in MS and MS
Optimizing Tube Lens
Previous Setting
Maximum Intensity
12 % Improvement

105629z
10:=:56:=35:z
109:=:56:-35:
1-@z56=-35=
5 6 S St BE S T
1056352

60
5

105656z Finding the product ion
10:=257:03:

10:57:05: Product Ion:

105 F =0 F= Produckt Ions

ST =09 Product: Tons L3122

5 O B s e 3 s Collision Energy Optimi
g L G B -2 8 o ] Product Tons (m/=z) =
10:57:089:z 159.19

10:57:09: 187.17

10:z57:09: 173.12

1 BeiSaio] 0 Finish compound optimi=z

/MS

=03 5
.14e+07

=1

zation Results:
oll. Energy (v)
29
20
36

ation

for ion 342.30 :m)=z
New Setting

1584

Optimizing ccocllision energy at 1.5 mTorr
Waiting for the collision gas to stabilize

of dion. 342 .3 mi=
Constructing the breakdown curve of ion 342.3 m/=z
159.19 Maximum Intensity:
187.17 Maximum Intensity:
Maximum Intensity:

1.49%9e+07
11 e 06
Feu: 2 DIS D

S# 20631 ALL:PRO:342 CT: 052 #A:08 2257

Breakdown Curve of lon 342.3 miz
Produc!

Intensity: 1.49e+07 tlons  Coll Enemngy
Pressure: 1.5 mTom 159.2 miz 29v

100 187.2 miz 20v
1731 miz 36 v

Relative Intensity
Raldive Abundance

T T
35 50
Collision Energy (V)
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APENDICE B — ESPECTRO DE MASSAS DOS AGROTOXICOS OBTIDOS NA
FONTE APCI

*OBSERVACAO: Os espectros aqui mostrados sio somente o0s que
apresentaram os fons moleculares (fons precursores) e/ou fons produtos (Quantificagdo ou

Qualificagdo) diferentes da fonte ESI. Os demais compostos apresentaram ions idénticos.

ALDICARBE

Results from Compound Optimization

Compound Optimization

14 o Optimizing Tube Lens for ion 208.00 m/=z
14 = Previous Setting = 55.87, New Setting = 24.03
14 = Maximum Intensity = 1.92e+05
14 5 Significant Improvement
14 z Old Parent Mass: 208.000, New Parent Mass: 208.218
14 = Optimizing collision energy at 1.5 mTorrz
14 = Waiting for the collision gas to stakbili=ze
14 z Finding the product icons of icon 208.2 m/=
14 c Constructing the breakdown curve of icon 208.2 m/=
14 = Product Ion: 89.49 Maximum Intensity: 7.85e+04
14 2 Product Ion: 191.40 Maximum Intensity: 1.95=+04
14 < Product Ion: 100.46 Maximum Intensity: S5S.09=+03
14 = Collision Energy Cptimization Results:
14 = Product Ions (m/=z) Coll. Energy (v)
14 £ 89 .49 16
14 = 191 .40 5
14 = 100.4é 21
14 = Finish compound optimization
B 5423 FLLL: FROc 208 OT-[L52 #A:3  I08ed
Breakdown Curve of lon 208 2 miz Em5as
Indsnalty: 7_856+04 Producilons  Coll Enel
Preasure: 1.5 mTom 83.5 miz v
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Results from Compound Optimization

Compound Optimization in MS and MS/MS

12: 0255 Optimizing Tube: Lens for den 228,00 m/fz

1:2:20.352008 Insignificant improvement, kept the previous setting
T2 03:02% O0ld Parent Mass: 228.000, New Parent Mass: 228.243
12:03:02: Optimizing collision energy at 1.5 mToerr

12:03:=02: MWaiting for the cellisien gas to stabilize

12:03:23: Finding the product iens of ion 228.2 m/=z

12:03:29: Constructing the breakdown curve of ion 228.2 m/=z

12403830 Product Ton: 186.27 Maximum Intensity: 1.61le+07
12:203:232: Product Ion: 138.35 Maximum Intensity: 9.45e+05
12203 234% Product Ion: 158.28 Maximum Intensity: 1.32e+06
12:03:35: Collision Energy Optimization Results:
12:03:=235:= Product Ions (m/z) Coll. Energy (v)
=03 35 1.816...25/ 18
122035 35iE 1.38. 35 2.2
12032355 15828 23

12:03:35: Finish compound optimization

Intensity: 1.61e+07
Pressure: 1.5 mTomw

Product lons  Coll.Enemgy 58 431256 FULL: PRO: 228 CT:0.51 #A: 0 1.37e7
186.3 m'z 18w
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Results from Compound Optimization
Compound Optimization in MS and MS/MS
133465253 Optimizing Tube Lens for ion 318.10 m/=z
13:46::30: Previous Setting = 59.31, New Setting = 31.54
13:46:30: Maximum Intensity = 3.59e+06
13:46:30: 125 % Improvement
13=46=51 3 0ld Parent Mass: 318.100, New Parent Mass: 318.182
13=46:31 Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
354 62i3 200 Waiting for the collision gas to stabilize
13:46:52: Finding the product ions of ion 318.2 m/=z
13:46:58: Constructing the breakdown curve of ion 318.2 m/z
1300 200 Product Ion: 261.13 Maximum Intensity: 3.63e+05
13:47:02: Product Ton: 125.32 Maximum Intensity: 2.05e+05
13:47:04: Product Ion: 143.18 Maximum Intensity: 1.04e+05
13:47:04: Collision Energy Optimization Results:
S T Bt o i I Product Ions (m/z) Coll. Energy (v)
13:47:04: 26113 5
13:47:04: 12532 16
13247204 143.18 14
13:47:05: Finish compound optimization
Breakdown Curve of lon 318.2 mz
Intensity: 3.63e+05 Productlons  Coll.Energy i i}
Pressure: 1.5 mTom 2611 m'z Bv S8 4076 PULL: PRO: 318 CT:0.52 8A:0  2.28e5
100 1253 miz 16 v i
143.2 miz 14 v 1
=
L]
[
= &
2 E
:
4 = 142,187
T 7 125,206
I 2
14
105427 e
i T?TQB | 182,160
NS N RER T B 0 Wl - T
X il it 2o 2o o

Collision Energy (V)

mz
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CIROMAZINA
Results from Compound Optimization

Compound Optimization in MS and MS/MS

13=20:23.8 =
AB=20 224 =
13= 2025 =
1.3=20:25:
A 3200205 =
A3=20 146 2
13220 :51 =
T3:=220:253 ¢
1322055 =
13=20:57 =
4.3=20 57 =
1320257 =
T3=210:557F =
13:-20:57:
1 3=2F: 57 =
L 3= 2058 =

Cptimizing Tube Lens for jon 167.00 m/=z
Insignificant improvement, kept the previous

0Old Parent Mass: 167.000, New Parent Mass: 167.216

Optimizing collision energy at 1.5 mTorr

Waiting for the collisjion gas to stabilize

Finding the product. dons of don. 167 .2 m/f=z

Constructing the breakdown curve of jon 167.2 m/=z
Product TIon: 125.39 Maximum Intensity: 2.84e+05
Product Ion: 108.45 Maximum Intensity: 1.19e+05
Product TIon: 139.39 Maximum Intensity: 6.10e+04

Collision Energy Optimization Results:

Product Ions (m/z) Coll. Energly ()
125 .39 14
108.45 19
1319, .39 13

Finish compound optimization

setting

Breakdown Curve of lon 167.2 miz

129

Intensity: 2.84e+05 Product lons Coll_ Enengy
Pressure: 1.5 mTom 125.4 miz 14 v S5:2043 FLLL-PRO- 167 CT-051 #A:9 3708
100 108 .4 miz 19 v
1354 miz 13y 1 L
5 80_]
" _
= 7
g o g
-
. .
2 a0 :
© # 102448
o 2
L. 130,371
o] 1 B5.&10 ‘ i
o 1 T T T — T T d.qﬁm.h. ]..l.'ﬁ. #
5 50 &5 a0 2 & & & 1o 150 150 1o
Collision Energy (V) mz
MALATION
Results from Compound Optimization
Compound Optimization in MS and MS/MS
10:33:43: Optimizing Tube Lens for ion 331.00 m/z
1033549 Insignificant improvement, kept the previous setting
10:33:49: Optimizing collision energy at 1.5 mTorr
10:33:49: Waiting: for ‘the cellisibon gas ‘“to stabilize
1.0z 34 7 ()= Finding the product ions of ion 331.0 m/z
10:34:16: Constructing the breakdown curve of ion 331.0 m/z
1034 18" Product Ion: 285.22 Maximum Intensity: 1.86e+06
TOE3as 20 Product Ton: 143.23 Maximum Intensity: 2.26e+05
L8420 Product Ion: 125.30 Maximum Intensity: 3.53e+05
10:34:22: Collision Energy Optimization Results:
10:34:22¢ Product Ions (m/z) Coll. Energy (v)
10 34 =9 P 285 22 5
10:34:22 143.23 22
T34 =225 12530 31
10:34:23: Finish compound optimization
Breakdown Curve of lon 331.0 mz
Intensity: 1.86e+06 Product lons  Coll.Energy  gs- 16705 FLLL PRO- 231 CT-052 #4-0  1.03=6
Pressure: 1.5 mTom 2852 m'z 5w
100 _ 143.2 miz 22 v 2862720
125.3 miz v
5 80 \
A
= 1 ]
8 s0] | ]
£ | T
1] N | <
2 40 | H
1] | =
e £
r 143.232
20 | 00 403
201121 257242
o ] 758 ‘ s ‘ ; 187513 | zo0.002 2 | |
L L P e e M w5 L v
Collision Energy (V) mz
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APENDICE C - DADOS DA LINEARIDADE E TESTES ESTATISTICOS DE AMBAS AS FONTES ESI E APCI UTILIZANDO A
FAIXA DE CONCENTRACAO DE 2,0 A 200,0 PPB

Agrotdxico M . ESI . APC
Coef. angular | Coef. linear r Feal Feb Coef. angular | Coef. linear r Feal Feb
RP 14095 15841 0,999 2649 19 2276 1547 0,999 11148 19
Acefato | BR 11773 9897 0,996 1719 19 4141 11373 0,996 | 158213 19
CF 12121 12608 0,999 5234 19 1437 299 0,995 3902 19
RP 4602 80189 0,991 10005 19 1066 9017 0,995 221 19
Aldicarbe | BR 967 2913 0,995 | 490391 19 2549 15510 0,969 264 19
CF 3226 49244 0,992 | 4470405 | 19 930 -1084 0,991 9434 19
RP 415351 1190609 | 0,999 | 2427378 | 19 41538 291501 0,995 59365 19
Ametrina | BR 247173 ~569578 0,999 | 32297 19 79220 1522484 | 0,875 | 32651597 | 19
CF 437093 1416337 | 0,997 2154 19 42711 40225 0,994 | 30722 19
_ RP 7793 17413 0,999 | 106717 19 1283 2317 0,998 11706 19
Aﬁ;{fs BR 4437 -13360 0,999 | 271688 19 2267 16968 0,990 | 1446942 19
CF 5852 11981 0,998 622 19 1159 4772 0,995 12845 19
RP 20014 77904 0,998 377 19 6031 3175 0,998 18361 19
Ciproconazol | BR 13359 22418 0,998 8371 19 12754 42474 0,991 48350 19
CF 16326 940 0,999 7364 19 6474 35103 0,998 | 25780 19
RP 7676 20133 0,992 | 255986 19 1880 14534 0,999 2443 19
Ciromazina | BR 5973 29614 0,998 | 79066 19 3626 971 0,998 65217 19
CF 7690 25926 0,999 | 24780 19 1989 6018 0,998 4388 19
RP 3148 -12253 0,997 2096 19 5796 2279 0,998 2445 19
Clorpirifés | BR 2218 12794 0,998 | 13283 19 13173 101279 | 0,992 | 318370 19
CF 3092 17098 0,995 | 211928 19 5559 1260 0,993 20029 19
RP 233805 136583 0,998 | 81209 19 25802 36708 0,998 50393 19
Diazinon | BR 174108 1363223 0,999 | 17619 19 54745 63719 0,998 9335 19
CF 245701 361120 0,999 758 19 23966 137266 | 0,992 2692 19




RP 16998 -12566 0,999 124635 19 3949 12553 0,998 5891 19

Dimetoato | BR 9978 -51644 0,997 54421 19 5728 -8964 0,998 19967 19
CF 17120 47702 0,999 1612 19 3304 -16275 0,996 4726 19

RP 38580 16262 0,997 1950 19 2529 1971 0,997 99240 19

Etoprofos BR 23034 -54931 0,999 17386 19 5330 3888 0,997 4560 19
CF 33300 53962 0,998 1891 19 2383 -970 0,991 16645 19

RP 1579 -11220 0,989 12330 19 2595 6798 0,995 17514 19

Etion BR 2102 -6796 0,999 100984 19 5681 -32690 0,991 213765 19
CF 2665 1133 0,999 | 5216318 19 2442 -13031 0,996 9593 19

RP 60354 -51191 0,999 776 19 44305 193002 0,997 53827 19

Fenamifés | BR 60969 -14840 0,999 94587 19 83559 -180109 0,994 100296 19
CF 75168 228475 0,997 838 19 41813 -115994 0,996 8837 19

RP 3913 84358 0,992 204 19 17177 158435 0,991 919 19

Fention BR 2449 90657 0,997 392 19 53100 -376156 0,972 41907 19
CF 8070 135204 0,994 3502 19 20394 46720 0,988 85161 19

RP 10996 -26430 0,999 46356 19 7340 16288 0,998 60666 19

Fentoato BR 7079 -15912 0,999 1080357 19 15549 -52407 0,998 164017 19
CF 10381 8889 0,999 375154 19 7188 -20825 0,998 2256 19

RP 8386 -14926 0,996 3286 19 7340 16288 0,998 60666 19

Malation BR 6046 -1969 0,999 6063 19 15549 -52407 0,998 164017 19
CF 7975 14153 0,998 949 19 7188 -20825 0,998 2256 19

RP 25955 -138389 0,997 9341 19 11845 28057 0,998 1426 19

Profenofés | BR 19125 -53605 0,999 20455 19 32223 -229470 0,990 10537 19
CF 23083 1590 0,999 24509 19 12206 -68938 0,995 1330 19

RP 11231 -54891 0,997 77056 19 11520 20214 0,997 165247 19

Propiconazol | BR 13928 -5584 0,999 84476 19 25374 -120164 0,997 78190 19
CF 10989 -9743 0,999 21812 19 11225 -11485 0,999 5664 19
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