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RESUMO

A agua de abastecimento domiciliar passa por procedimentos especificos em estagdes de
tratamento de dgua, visando fornecer para a populacdo dgua com boa qualidade, livre de
impurezas. No entanto, as etapas de tratamento produzem apenas remocdo parcial de
compostos quimicos, como 0s agrotoxicos, por vezes nao sendo o suficiente para configurar
baixos niveis de concentracdes as aguas de abastecimento. A Portaria de Consolidagdao n°5
publicada pelo Ministério da Saude Brasileiro em 2017 rege o monitoramento da qualidade
das aguas, dentre os parametros de potabilidade estdo os valores maximos permitidos para
alguns agrotoxicos. No presente trabalho foi desenvolvido e validado um método para a
determinagao de 8 agrotoxicos em aguas de abastecimento, utilizando Extracdo em Fase
So6lida (SPE) para o preparo de amostras e a Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas sequencial (LC-MS/MS), com analisador triplo quadrupolo para a
deteccdo dos agrotoxicos. A técnica de SPE aqui desenvolvida conta com um pré-tratamento
de acidificagdo da amostra com acido férmico (10%) até pH 4, utilizando um volume de
amostra de 100mL, empregando o sorvente polimérico Oasis HLB 500mg/6mL e elui¢do dos
agrotoxicos em 7,5mL da solucdo (1/1) MeOH/DCM. Os métodos cromatograficos
elaborados permitiram a identificacdao e quantificagdo dos compostos em 22min e 10min, nos
modos de ionizagdo positivo e negativo, respectivamente. Apds a validagdo o método foi
considerado seletivo para todos os compostos, apresentando boa linearidade com coeficientes
de determinacdo superiores a 0,99 e tratamentos estatisticos que confirmam as suas
respectivas linearidades. Apenas o 2,4-D ndo apresentou boa linearidade. As faixas de
trabalho estdo na faixa de 0,01-1,5 pg/L. E os limites de quantificacao variaram entre 0,01-0,3
png/L. A precisdo no quesito repetibilidade apresentou valores de DPR variando de 0,7-20,9%
e a precisdo intermediaria entre 2-24%, valores inferiores a 30%, limite indicado para a faixa
de concentragdo trabalhada. A exatiddo foi avaliada através da recuperagdo, alguns
agrotoxicos apresentaram recuperagdes superiores ao recomendado (40-120%). Foram
analisadas vinte e sete amostras reais de aguas de abastecimento do estado do Ceard, os
resultados mostraram 78% de contaminagdo, no entanto os niveis de concentragdo
encontrados foram abaixo dos limites estabelecidos pela legislacdo vigente. O método
proposto pode ser utilizado em andlise de rotina laboratorial, podendo ser uma excelente
ferramenta utilizada em programas de monitoramento de agrotdxicos em aguas destinadas ao

consumo humano do estado do Ceara.
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ABSTRACT

Supplies water goes through specific procedures in water treatment plants, aiming to provide
the population with good quality water, free of impurities. However, the treatment steps
produce only partial removal of chemical compounds such as pesticides, sometimes not
enough to set low concentrations in the supplies water. Consolidation Ordinance n°5
published by the Brazilian Ministry of Health in 2017 governs the monitoring of water
quality, among the potability parameters are the maximum values allowed for some
pesticides. In the present work a method for the determination of 8 pesticides in water supply
was developed and validated using Solid Phase Extraction (SPE) for sample preparation and
Sequential Mass Spectrometry (LC-MS/MS) coupled Liquid Chromatography, with triple
quadrupole analyzer for the detection of pesticides. The SPE technique developed here has a
sample acidification pretreatment with formic acid (10%) to pH 4, using a sample volume of
100mL, using the Oasis HLB 500mg polymeric sorbent and eluting pesticides in 7 0.5 ml of
the (1/1) MeOH/DCM solution. The elaborated chromatographic methods allowed the
identification and quantification of the compounds in 22min and 10min, in the positive and
negative ionization modes, respectively. After validation, the method was considered selective
for all compounds, presenting good linearity with coefficients of determination greater than
0.99 and statistical treatments that confirm their respective linearities. Only 2,4-D did not
show good linearity. The working ranges are in the range 0.01-1.5 pg/L. And the limits of
quantification ranged from 0.01-0.3 pg/L. The accuracy in the repeatability item presented
RDS values ranging from 0.7-20.9% and the intermediate precision between 2-24%, values

below 30%, indicated limit for the concentration range worked. Accuracy was assessed by
recovery, some pesticides showed higher recoveries than recommended (40-120%). Twenty-
seven real samples of water supply from the state of Ceara were analyzed, the results showed
78% contamination, however the concentration levels found were below the limits established
by the current legislation. The proposed method can be used in routine laboratory analysis and
can be an excellent tool used in pesticide monitoring programs in waters intended for human

consumption in the state of Ceara.

Keywords: Pesticides. Household water. SPE. LC-MS/MS.
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1. INTRODUCAO

A agua ¢ uma substincia composta complexa, essencial para a vida e dotada de
valor economico (ANA, 2018). A 4gua doce destinada ao abastecimento domiciliar passa por
procedimentos especificos em estacdes de tratamento de 4dgua, visando a remocdo de
macroimpurezas, assim como também ¢ desejavel a remoc¢do de micropoluentes, os
agrotoxicos. A contaminacao das aguas por agrotoxicos ¢ uma preocupagdo mundial, visto
que possui impacto direto na satde humana, fazendo-se importante assegurar a qualidade da
agua a ser utilizada pela populacdo. No entanto, as etapas de tratamento produzem apenas
remocao parcial desses compostos quimicos, por vezes ndo sendo suficiente para configurar
as aguas de abastecimento baixos niveis de concentragdes de agrotoxicos (PEREIRA et al.,
2018).

O Brasil ¢ um pais de agricultura essencialmente tradicional, sendo a utilizagdo de
agrotoxicos considerada relevante no modelo agricola do pais. No entanto, devido a sua
toxidade o uso de agrotoxicos tem merecido atengdao por parte das comunidades cientificas,
governamentais e sociais (ABRASCO, 2015; SOUZA e ARMADA, 2015). Nos ultimos 25
anos apos ter sido detectado a presenga de agrotoxicos em aguas subterraneas destinadas ao
consumo humano nos EUA, surgiram numerosas campanhas de monitoramento de
agrotoxicos em corpos hidricos por todo o mundo (CASADO, SANTILLO e JOHNSTON,
2018).

O Ministério da Saude do Brasil adotou como politica de monitoramento das
aguas de abastecimento a Portaria de Consolidagdo n°5, de 28 de setembro de 2017, que
utiliza os Valores Maximos Permitidos (VMP’s) para vinte e sete pardmetros de agrotoxicos
de diferentes classes, como um dos critérios para a qualidade das aguas. Exigindo o
monitoramento da rede de abastecimento da agua consumida pela populagio (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

Devido a grande diversidade de agrotoxicos empregados na agricultura, os
procedimentos analiticos multirresiduos sdo especialmente recomendaveis quando se trata de
identificacdo e quantificagdo de residuos em matrizes complexas (MAPA, 2011). Para a
analise multiressiduos de agrotoxicos em agua, a Extragdo em Fase Soélida (SPE) ¢ a técnica
de prepararo de amostras mais aplicada (DONATO et al., 2015).

A SPE € extensamente usada para extrair analitos semivolateis e ndo volateis de
amostras liquidas. Essa técnica consiste em isolar os analitos presentes em uma matriz, por

meio de uma fase sdlida, chamada sorvente (ou adsorbente). Apds a extracdo dos analitos,
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uma pequena quantidade de solvente de elui¢do adequado € utilizada para eluir os analitos de
interesse retidos, obtendo-se um extrato concentrado, possibilitando uma maior sensibilidade
no método final. Essa técnica tem sido amplamente utilizada para remover ou concentrar
tracos de compostos organicos a partir de amostras liquidas (ZINI, 2016; NASCIMENTO et
al.,2018).

Os extratos obtidos por SPE sdo comumente aplicados a cromatografia liquida
(LC — Liquid Chromatography) ou cromatografia gasosa (GC- Gas Chromatography), um
método de separacdo e determinagdo de compostos considerados de baixa, média e alta
polaridade e ndo-volateis e/ou termicamente labeis. No entanto, se faz necessario a utilizagao
de detectores acoplados ao cromatografo. Dentre os detectores atualmente utilizados,
destacam-se os espectrometros de massas (MS), que apresentam alta sensibilidade e
seletividade. Estes podem ainda ser utilizados de modo sequencial (MS/MS) permitindo
melhores resultados em analises complexas, como as de nivel tragcos em matrizes de
alimentos, reduzindo a interferéncia espectral e aumentando a sensibilidade (SAMSIDAR,
SIDDIQUEE e SHAARAN, 2018; NASCIMENTO et al., 2017).

No entanto, até mesmo para métodos de andlises utilizando técnicas avangadas
como a LC-MS/MS, € necessario apresentar dados que confirmem a credibilidade dos
resultados, isto se faz através da validacdo do método analitico. A validacdo ¢ um estudo
experimental que tem por objetivo demonstrar que o método analitico avaliado ¢ adequado a
finalidade proposta, de forma a assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos (ANVISA,
2017).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho ¢ desenvolver e validar uma
metodologia analitica para a determinagdo multirresiduos de agrotoxicos em agua de
abastecimento, utilizando as técnicas de SPE e LC-MS/MS, visando aplicar o método obtido

em amostras reais de aguas de abastecimento do estado do Ceara.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a determinagdo de residuos
de pesticidas de diferentes classes de agrotdxicos em agua de abastecimento, utilizando a
extracao em fase solida (SPE), e a cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas

(LC-MS/MS).

2.2 Objetivos Especificos

e Utilizar a técnica LC-MS/MS na identificacdo e quantificagcdo dos compostos-
2,4-D; 2,4,5-T; aldicarbe sulfoxido; benomil; carbendazim; carbofurano; diuron;
imidacloprido; tebuconazol e trifloxistrombina.

e Utilizar a técnica de SPE na etapa de preparo de amostra;

¢ Validar a metodologia desenvolvida utilizando as figuras de mérito- seletividade;
efeito matriz; linearidade; faixa de trabalho; limite de deteccdo; limite de quantificagdo;
precisdo e exatidao.

e Analisar amostras de dguas de abastecimento provenientes de municipios do
estado do Ceara.

e Correlacionar as concentragdes das amostras com os Valores Maximos Permitidos

(VMP’s) estabelecidos pela Legislacao Vigente- Portaria de Consolidagao N°5.



19

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aguas de abastecimento

A 4agua ¢ um recurso natural limitado, que comporta em si valor econdomico e ¢
imprescindivel para todos os seres vivos (ANA, 2018). A 4gua pode conter varias substancias
em sua composi¢ao, por exemplo, as dguas superficiais podem apresentar- substancias
himicas, solidos dissolvidos em forma ionizada, gases dissolvidos, compostos organicos
dissolvidos e matéria em suspensio, tais como, microrganismos (bactérias, algas e fungos) e
coloides. Devido a isso, a 4gua é considerada uma substincia complexa (SAMPAIO, 2016).

Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2005), a agua
pode ser encontrada em trés tipos- agua doce, agua salobra e dgua salgada. Sendo esses tipos
divididos em treze classes, de acordo com sua qualidade e utilizagdo recomendada. As dguas
doces possuem salinidade igual ou menor que 0,5% e sdo destinadas ao consumo humano e
outras finalidades.

O Brasil ¢ um dos paises que possuem a maior disponibilidade de dgua doce do
mundo, utilizada principalmente para irrigacdo, abastecimento humano e animal, industria,
geracdo de energia, mineracao, aquicultura, navegacao, turismo e lazer (ANA, 2018).

As aguas rotuladas como pertencentes as classes especial, 1, 2 e 3, sdo destinadas
ao abastecimento domiciliar. Essas d4guas passam por tratamento simplificado ou
convencional, sendo estes respectivamente: Um processo de clarificacio por meio de
filtracao, desinfec¢do e correcao de pH quando necessario; um processo de clarificagdo com
utilizacdo de coagulacdo, floculacao, seguida de desinfec¢do e correcdo de pH (CONAMA,
2005).

A maioria das Esta¢des de Tratamento de Agua - ETA atuais usa métodos de
tratamento convencionais, como coagulac¢do-floculagdao, sedimentagdo, filtracdo de areia e
desinfeccao visando a producdao de dgua para abastecimento do consumo humano. As aguas
brutas utilizadas nas ETA’s podem ser de fontes subterraneas, de pogos, ou aguas superficiais,
tais como rios, lagos, lagoas e sistemas de reservatorio (SAMPAIO, 2016).

Atualmente, a Companhia de Agua e Esgoto do Ceard — CAGECE, utiliza na ETA
Gavido ap6s a captacdo da agua bruta, um sistema de pré-oxidagao com dioxido de cloro;
coagulagdo; fluoretacdo com d&cido fluossilisico e fluossilicato de sodio; filtragdo direta

descendente e cloro gasoso na desinfeccdo, para posterior distribui¢do. Essa ETA ¢
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responsavel pelo abastecimento de Fortaleza e quase toda a regido metropolitana
(FORTALEZA, 2014; SAMPAIO, 2016).

O tratamento de aguas de abastecimento deve garantir a pureza das aguas, por sua
vez, deveria garantir a remocdo de compostos quimicos, como os agrotoxicos. Sendo a
poluicdo das 4guas por agrotoxicos um problema de ambito mundial, constituindo um risco
tanto para a qualidade da dgua como para a satide humana. No entanto, as etapas de
tratamento produzem apenas remocdo parcial desses compostos, por vezes nao sendo o
suficiente para configurar as dguas de abastecimento baixos niveis de concentracdo de
agrotoxicos. O que indica a necessidade de novos estudos nessa area, buscando viabilizar
novas técnicas de remocao desses compostos e estudando a formagdo de subprodutos e as

caracteristicas desses (PEREIRA et al., 2018).

3.2 Agrotoxicos e sua atividade poluidora

A legislagao brasileira descreve agrotoxicos como produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou biologicos, destinados a diversas etapas do sistema de produgdo agricola,
com a finalidade de alterar a composicdo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da agao
danosa de seres vivos considerados nocivos (PARANA, 2018).

Os pesticidas podem ser classificados com base do seu uso, fase da vida da praga
a ser controlada, grupo quimico, modo de entrada, modo de agdo e formulagdo. No entanto, a
classificagdo mais comum correlaciona os pesticidas com as pragas a serem controladas, por
exemplo- fungicidas (usado para o controle de fungos), inseticidas (usado para o controle de
insetos), etc. Outra classificagdo comumente empregada utiliza o grupo quimico ao qual o
pesticida pertence, os mais comuns sdo- organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretréides e atrazinas (PICO, BLASCO e FONT, 2004).

O Brasil possui um alto potencial agricola, sendo muito caracteristica a agricultura
tradicional, devido a isso os agrotoxicos sdo considerados extremamente relevantes no
modelo de desenvolvimento da agricultura no pais (ABRASCO, 2015). No entanto, o uso de
agrotoxicos tem merecido atencdo da comunidade cientifica, dos 6rgdos governamentais e da
sociedade civil em todo o mundo, devido aos graves efeitos toxicos na satde humana
associados a sua utilizacao, sobretudo nos paises em desenvolvimento onde o impacto a satde
tem sido mais relevante (SOUZA e ARMADA, 2015; MILHOME et al., 2019).

Preocupacdes sobre a presenca de pesticidas em diferentes corpos de agua

aumentaram acentuadamente nos ultimos 25 anos, depois de algumas delas terem sido
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encontradas em aguas subterraneas destinadas ao consumo humano nos EUA. Desde entdo,
numerosas campanhas de monitoramento mostraram o potencial dos pesticidas para
contaminar as dguas superficiais, dguas subterraneas e dgua potavel (CASADO, SANTILLO e
JOHNSTON, 2018).

A razdo para a presenca de pesticidas em todos estes corpos hidricos é que, apos a
aplicacdo em campos agricolas, os pesticidas podem ser transportados por escoamento para
aguas superficiais, através do processo de lixiviagdo, onde esses constituintes quimicos
podem ser levados pela agua através do solo para as aguas subterraneas. Além disso, os
agrotoxicos podem ser carregados pelas aguas fluviais por longas distancias, causando
contaminagdo na fauna e na flora (MARQUES et al, 2019; CASADO, SANTILLO e
JOHNSTON, 2018).

N3ao existe uso de agrotéxicos sem a contamina¢cdao do meio ambiente onde ele é
aplicado, e consequentemente, sem afetar as pessoas que trabalham ou vivem neste entorno.
Pelo menos 30% dos agrotéxicos pulverizados ndo atinge o alvo desejado. Quando a
aplicacdo é realizada através da pulverizagdo aérea, estima-se que em torno de 70% da
solucdo de agrotoxico aplicado ndo atinge o alvo desejado, estando passivel de contaminar
todo o entorno da plantacao (LONDRES, 2011).

Como citado anteriormente, a contaminagdo de dgua potavel por agrotoxicos &
uma realidade atual. O estudo realizado por Klarich et al. (2017), detectou a presenca de
pesticidas piretrdides (clotianidina, imidacloprido e tiametoxam) em concentragcdes maiores
que 57 ng/L em amostras de adgua coletada do sistema de tratamento de agua potavel da
Universidade de lowa nos EUA.

Barreto (2006), realizou um estudo no municipio de Tiangud, no Ceara, sobre a
contaminag¢ao por trés diferentes pesticidas (atrazina, simazina e parationa metilica) das aguas
subterraneas do local. O estudo constatou a presenga desses compostos em 82% das 153
amostras analisadas. Das amostras analisadas quantitativamente, foram encontradas 17
amostras com atrazina; 21 amostras com simazina ¢ 14 amostras com parationa metilica,
todas com dosagens superiores ao permitido pela legislacdo (atrazina- 2 pg/L; simazina- 2
ug/L e parationa metilica- 9 pug/L).

No Brasil a politica adotada pelo Ministério da Saide para controlar a qualidade
da dgua a ser consumida pela populacio estd baseada no estabelecimento de valores maximos

permitidos (VMPs), exigindo o monitoramento da rede de abastecimento de aguas, a qual ¢é
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controlada atualmente pela Portaria de consolidagao n°5, de 28 de setembro de 2017

(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

3.3 Toxicidade dos agrotoxicos e politica governamental

O efeito toxico dos pesticidas varia de acordo com o grupo quimico em que se
enquadram. Os organoclorados, por exemplo, sdo apontados por causarem efeitos tais como o
cancer, danos ao sangue, rim e figado. Além disso, atuam sobre o sistema nervoso central, e
estudos apontam evidéncias que demonstram a associagdo positiva entre a exposi¢do de
recém-nascidos a organoclorados e distirbios do desenvolvimento neuroldgico, incluindo
desenvolvimento psicomotor prejudicado, perda de memoria, ansiedade e autismo (SARAVI e
DEHPOUR, 2016; MOAWED ¢ RADWAN, 2017). No entanto, devido a sua toxicidade e
considerando a persisténcia ambiental esses pesticidas foram sendo substituidos pelos
organofosforados e carbamatos que vém sendo muito utilizados (SILVA, 2015; PATEL,
RAWTANI e AGRAWAL, 2019).

Os organofosforados atuam na fosforilacdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)
nas terminacdes nervosas. Com o bloqueio da enzima, o Orgdo efetor torna-se
superestimulado pela acumulacdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh), a substancia que
transmite o impulso nervoso. Esse efeito ocasiona salivagdo excessiva, fraqueza muscular,
coma e em casos de exposi¢do extrema até o obito (PATEL, RAWTANI e AGRAWAL, 2019).
Os carbamatos atuam de maneira similar aos organofosforados inibindo a enzima AChE, no
entanto, a inibi¢do apresenta curta duragdo, provavelmente pela maior instabilidade das
moléculas de carbamato. Depois dos organoclorados, os organofosforados sdo os pesticidas
mais nocivos aos seres humanos e outros mamiferos. Estes sdo comumente utilizados como
inseticida, no entanto, ¢ comum observar agrotéxicos que possuem mais de um tipo de agao
(SILVA, 2015).

Milhome et al., (2019), desenvolveram um método multiressiduo para andlise de
pesticidas em farinha de milho. Ao analisar amostras de farinha de milho comercializadas no
estado do Ceara, foi encontrada a presenca de fenitrotiona, um organofosforado de
classificagdo toxicoldgica nivel I, com aplicagdo permitida na cultura do milho. O agrotdxico
fenitrotiona foi encontrada em 20% das amostras analisadas, no entanto, em concentragdes

menores dos que as permitidas pela ANVISA (1,0 mg/kg).
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Quando os pesticidas sdo aplicados de maneira inadequada nas culturas, sem a
conducao das Boas Praticas Agricolas, residuos destes compostos toxicos podem persistir no
meio ambiente, nas aguas superficiais e subterraneas, como também nos frutos e hortalicas,
gerando uma rota de exposicao humana via alimentagdo (exposicao dietética). Para que haja
garantias da seguranga alimentar da populacdo ¢ necessario o monitoramento eficiente dos
teores residuais de pesticidas nos alimentos consumidos, de maneira que 6rgaos e agéncias de
regulacdo nacionais e internacionais tém implementado diretrizes estritas e programas para
monitorar a presenga destes compostos em alimentos (APWR, 2019; GREENPEACE, 2017).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), anunciou no dia 23 de
setembro de 2019, um novo marco regulatdrio para a classificacdo de risco de agrotoxicos. O
marco utiliza o Sistema de Classificagdo Globalmente Unificado (Globally Harmozed System of
Classification and Labelling of Chemicals — GHS). De responsabilidade da Organizacao das Nagoes
Unidas (ONU), o GHS foi proposto pela primeira vez em 1992, na Eco 92. A partir de 2008, a
comunidade europeia adotou esse padrao para classificacdo, rotulagem e embalagem de substancias e
produtos. Além disso, 53 paises ja realizaram a implementagdo total e 12 paises a implementagao
parcial. O marco regulatdrio consolidado em 2019, j4 havia sido publicado como consulta publica em
2011, 2015, 2016 e 2018 mostrando que a ANVISA ja tinha interesse em aderir o GHS (ANVISA,
2019).

Com o novo marco regulatorio tém-se 6 classificagdes de agrotoxicos, diferente
das 4 classificagdes utilizadas anteriormente. A nova classificagdo s6 considera um produto
“extremamente ou altamente toxico” se 0 mesmo apresentar risco de morte na ingestdo ou em
contato com a pele e/ou os olhos. Enquanto a classificacdo utilizada anteriormente, permitia a
classificagdo de produtos que ndo apresentavam risco de morte, mas causavam severos danos
a saude se ingerido ou em contato com a pele e/ou olhos, como “extremamente ou altamente
toxico” (ANVISA, 2019).

O novo perfil de seguranca dos agrotoxicos fornecido pela ANVISA, onde se
divide a escala em seis diferentes classificagdes e através das cores, segundo GHS, esta
expresso na Tabela 1. Os pesticidas classificados como 1 e 2 sdo considerados conhecidos,
presumidamente ou possiveis indutores de mutagdes em células germinativas de seres
humanos, podendo causar graves doencas ou a morte. Devido a isso, pertencem a

classificagdo mais danosa (ANVISA, 2016).

Tabela 1-Classifica¢do agrotoxicos.
Classe Classificacao Cor da faixa da embalagem

1 Extremamente toxico [ NCHCHION
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Altamente téxico ~ Vermelho
Moderadamente toxico Amaraela
Pouco Téxico A
Improvavel de Causar Dano _
6 Nao Classificado o Vede

Fonte- Anvisa, 2016

N A WK

Dos 2.201 agrotoxicos registrados no Brasil que estdo no mercado, a ANVISA ja recebeu
dados para reclassificacdo de risco de 1.981 produtos. Para o Greenpeace isso representa um
“afrouxamento” da lei. Do total de produtos liberados até o momento pelo governo em 2019
(290), 41% sao considerados extremamente ou altamente toxicos e 32% sdo proibidos na
Unido Europeia. Podemos citar como exemplo, o agrotoxico 2,4-D, um herbicida classificado
como extremamente toxico e provavel carcinogénico. Outro agrotoéxico que pode ser citado ¢
o imidacloprido, classificado como altamente toxico. E nocivo a abelhas e outros
polinizadores (APRW, 2019; GREENPEACE, 2019; ANVISA, 2019).

As abelhas sdo insetos que além de produzirem grande quantidade de mel,
possuem grande importancia polinizadora. Esses insetos tornaram-se importantes indicadores
para a avaliagdo da presenca de contaminagdo por agrotoxicos, podendo monitorar grandes
areas devido as longas distincias percorridas. As abelhas visitam as culturas contaminadas e
podem transportar os agrotéxicos para dentro das colmeias, causando o abandono de coldnias,
bem como a mortalidade da maioria das abelhas. Na Unido Europeia, o uso de
neonicotindides em culturas atraentes para abelhas foi temporariamente suspenso, devido a
sua alta toxicidade. Na Franca, por exemplo, o imidacloprido é proibido em sementes de
girassol e milho desde 1999 (ALCANTARA et al., 2019).

O plantio realizado em determinada regido interfere diretamente no tipo de
agrotoxico que sera mais utilizado na mesma. No estado do Ceara, mais especificamente no
Vale do Jaguaribe as culturas predominantes em area de plantio sdo arroz, banana, milho e
feijdo, ao passo que os principios ativos abamectina, alfa-cipermetrina, ametrina, atrazina,
clorotalonil, clorpirifés, diuron, glifosato, imidacloprido, tiofanato-metilico e trifloxistrobina
s@o mais frequentemente usados nos produtos agricolas. A bacia hidrogréfica do rio Jaguaribe
ocupa uma drea de 74.621 km?, quase 48% do territério cearense, € € subdividida em cinco
sub-bacias- Salgado, Alto Jaguaribe, Médio Jaguaribe, Baixo Jaguaribe e Banabuiu
(MILHOME et al., 2009; GAMA, OLIVEIRA, CAVALCANTE, 2013).

Estudos avaliaram o potencial de contaminagdo por agrotoxicos de &aguas
superficiais e subterraneas na regido do Baixo Jaguaribe, a qual representa importante drea de

agronegocio do estado do Ceard. Esses estudos indicaram que alguns pesticidas tém alto
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potencial de contaminagdo para &dguas subterrdneas, tais como atrazina, imidacloprido,
metolacloror, nicosulfuram, tiametoxan, azoxistrobina, 2,4 D, metamidofds, propiconazole e
triazofés. Também apresentaram alto risco de contaminacdo de &dguas superficiais pelo
transporte dissolvido em 4gua, os pesticidas atrazina, azoxistrobina, fenitrotion,
imidacloprido, lambda-cialotrina, metolacloro, paration metil, tiametoxan e triazofds
(MILHOME et al., 2009).

Tendo em vista os fatos apresentados, os inegéveis riscos a saide dos agricultores
e consumidores associados a utilizacdo de agrotdxicos, se faz necessario iniciativas que visem
diminuir e/ou monitorar a utilizagdo desses produtos. Neste sentido, cabe incentivar o
consumo de produtos orgénicos, os quais possuem grande potencial para aumento de
produgdo no teritérrio brasileiro. Adicionalmente se tem o quesito preventivo, no sentido de
sensibilizar os agricultores para a diminui¢do da utilizagao desses compostos. Neste entorno, ¢
essencial que haja também maneiras de monitoramento viaveis para o acompanhamento da
contaminagdo por residuos de agrotdxicos, levando em consideracdo a pluralidade de
agrotoxicos utilizados.

O Ministério da agricultura, pecudria e abastecimento (2011), alerta que devido a
grande diversidade de agrotéxicos empregados na agricultura, os procedimentos analiticos
multirresiduos sdo especialmente recomenddveis quando se trata de identificacdo e

quantificacdo de residuos em matrizes complexas (MAPA, 2011).

3.4 Métodos de Extracao de Residuos de Pesticidas

Na maioria das analises quimicas, se faz necessario uma etapa de preparo de
amostras. Essa etapa constitui uma das mais importantes da analise sendo capaz de envolver o
maior numero de erros. No entanto, a mesma se faz indispensavel nas conjunturas atuais,
principalmente tratando-se de amostras ambientais, como no caso da analise de pesticida em
matrizes aquosas (OSHITA e JARDIM, 2015).

Além da extracdo dos analitos, a etapa de preparo da amostra envolve a
concentracdo da amostra em relagdo aos analitos estudados, sobretudo quando se trabalha a
baixas concentragdes, a nivel de tracos como ¢ o caso das andlises de pesticidas em agua.
Ainda nesta etapa ¢ possivel a redugdo dos interferentes, melhorando a qualidade da andlise
(TOFFOLI e LANCAS, 2015; OSHITA e JARDIM, 2015).

Existem varias técnicas de extragdo de pesticidas em alimentos descritas na

literatura, sendo as mais utilizadas- extra¢do liquido-liquido, Extragdo em Fase Soélida do
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inglés “Solid Phase Extraction” (SPE), dispersdo da matrix em fase so6lida (MSPD),
microextragdo em fase solida (SPME) e a técnica QUEChERS quando se fala de matrizes de
frutas e vegetais (SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARAN, 2018). Entretanto, somente o

método SPE sera explorado a seguir.

3.4.1 Método de Extracao em Fase Sélida — SPE

Visto a complexidade das amostras de adgua combinada aos baixos niveis de
concentracdo dos analitos, faz-se necessario uma etapa de preparo da amostra antes da
determinagdo instrumental. Para a anélise multiressiduos de agrotoxicos em agua, a SPE ¢ a
técnica de preparo de amostras mais aplicada (DONATO et al., 2015).

A SPE ¢ uma das mais poderosas técnicas de preparagao de amostras atualmente
utilizadas. A técnica possui um alto potencial de automacao, seletividade e flexibilidade para o
uso (CHROMACADEMY, 2010).

A SPE tem suas raizes comerciais no final dos anos 70. Desde entdo, tornou-se
comum e vem sendo utilizada como uma técnica eficaz para extrair analitos de amostras
complexas (PICO, BLASCO e FONT, 2004).

Yoshimura, et al. (1976), iniciaram o primeiro trabalho utilizando a técnica de
SPE para extracdo e concentracdo de metais em agua provinda de fontes naturais. Desde
entdo, a técnica foi sendo aperfeigoada, até chegar ao quadro atual, onde se t€ém diferentes
sorventes, tornando possivel a analise de analitos de diferentes polaridades.

A técnica SPE € extensamente usada para extrair analitos semivoldteis e nao
volateis de amostras liquidas. Consiste em isolar os analitos presentes em uma matriz
complexa, por meio de uma fase sélida, chamada sorvente. As interagdes entre 0s compostos
da amostra e o sorvente podem ocorrer via interacdes de van der Waals (forg¢as de dispersao),
dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, ligagdes de hidrogénio e interagdes idnicas (troca
ionica). Quanto ao mecanismo de retencdo, a extracdo pode se dar por adsor¢do, particdo,
troca i0nica, etc. Essa técnica tem sido amplamente utilizada para remover ou concentrar
tracos de compostos orgénicos a partir de amostras liquidas (ZINI, 2016; NASCIMENTO et
al.,2018).

Pico, Blasco e Font, (2004), relatam que, tradicionalmente a SPE ¢ encontrada na
execugao do tratamento de amostras de agua (100-1000mL) através de um sorvente (100-

500mg) colocado em uma coluna, seringa, cartucho ou disco. Os pesticidas sdo eluidos com
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10—15 mL de um solvente organico apropriado que pode ser evaporado e concentrado a um
volume adequado (Figura 1). A SPE também pode ser usada para reter interferentes,
permitindo que os analitos passem sem serem retidos através do sorvente. Mais de 10 anos
depois, pode-se observar que a técnica de SPE em sua esséncia continua a mesma, no entanto,
devido aos avangos tecnoldgicos, podem ser encontrados valores bem menores para as massas
de sorvente e os volumes de elui¢ao utilizados (NASCIMENTO et al., 2018; DONATO et al.,
2015; CHROMACADEMY, 2010).

Figura 1- Resumo do método de extragdo em fase solida.
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A técnica de preparo de amostras através da extracao liquido-liquido ¢ a que mais
se assemelha a SPE, em termos de finalidade. No entanto, observa-se que a SPE apresenta
vantagens na sua utilizagdo, como- menor consumo de solvente orgédnico, ndo formacao de
emulsdes, facilidade de automacao, altas porcentagens de recuperacdo do analito, volumes
reduzidos de residuos tdéxicos, capacidade de aumentar seletivamente a concentracdo do
analito e disponibilidade comercial de muitos equipamentos e sorventes para SPE, permitindo
uma maior adequabilidade da andlise a diferentes tipos de analito. Como desvantagens da SPE
pode-se citar o alto custo dos materiais utilizados para a andlise (cartuchos e manifold), a

baixa reutilizacdo dos cartuchos, a eventual dificuldade em selecionar o sorvente adequado
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para os tipos de analito e a dificuldade em obter reprodutibilidade com cartuchos de lotes
diferentes (JARDIM, 2010; TOFFOLI e LANCAS, 2015).

As etapas da extracdo na SPE resumem-se no pré tratamento da amostra, na
ativacdo e equilibrio do sorvente, na introdu¢@o da amostra através da fase sélida/retengdo dos
analitos no sorvente, eliminacdo dos interferentes da matriz e eluicdo dos compostos de
interesse, onde se obtém a concentracdo dos analitos (ZINI, 2016).

O pré-tratamento da amostra € por vezes necessario para o bom rendimento da
extracao por SPE. Um dos fatores mais importantes a serem analisados ¢ o pH da amostra,
devido a interagdo dos analitos com o sorvente variar dependendo da espécie presente. Essa
variacdo pode ser dramatica no caso de substincias i0nicas. Nesse caso, para substancias
anidnicas observa-se melhor rendimento em pHs mais acidos (CASADO, SANTILLO e
JOHNSTON, 2018).

Wang, et al., (2019), estudaram a melhor faixa de pH para o pré-tratamento de
amostras de alguns pesticidas e seus produtos de degradacdao em agua, utilizando uma fase
HLB modificada na SPE para o preparo de amostras ¢ a LC-MS para a quantificacao das
amostras. Foi observado que para os compostos Ametrina, Prometon, Dimetoato,
Carbendazim e Tebuconazol a maxima eficiéncia de extragdo se deu a um pH de 3,0 ou 4,5,
enquanto um pH de 6,0 causou uma diminuigdo significativa na adsor¢do. Esses resultados
foram atribuidos ao fato de que esses compostos se tornam mais hidrofobicos em solugdes
neutras, resultando em uma forte retencao de fase reversa nos sorventes.

A escolha do sorvente utilizado ¢ uma etapa delicada na técnica de SPE, pois ¢
necessario que haja compatibilidade entre a fase solida e o analito. Os dois tipos de fases
sorventes mais comuns, sdo com a base de silica e polimeros (CHROMACADEMY, 2010;
DONATO et al., 2015).

O sorvente a base de silica possui a silica ativada em seu substrato, onde um
grupo funcional ¢ ligado. O grupo funcional transmite para a fase as capacidades retentivas
primarias, embora a silica base também desempenhe um papel ativo em muitas extracdes.
Comercialmente, existem diversos sorventes a base de silica disponiveis, entre eles, a C18,
C8, fenilo, etc (CHROMACADEMY, 2010).

Os sorventes poliméricos também estdo amplamente disponiveis abrangendo um
amplo espectro de polaridades. Os sorventes mais frequentemente utilizados sdo os apolares,
usualmente os copolimeros sdo a base de estireno-divinilbenzeno, as vezes modificados para

criar sorvente de troca idnica. Outros polimeros incorporam grupos funcionais polares no
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polimero, o que torna o polimero molhavel e oferece possibilidades adicionais para
mecanismos de retengdo. A Figura 2 apresenta um exemplo de sorvente polimérico,
pertencente ao cartucho Oasis HLB da marca Waters (EUA), contendo n-vinilpirrolidona (fase

hidrofilica) e divinilbenzeno (fase lipofilica) (CHROMACADEMY, 2010).

Figura 2- Fases poliméricas do cartucho Oasis HLB.
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Vidal et al., (2015) ao estudar a concentra¢do de desreguladores enddcrinos em
amostras de aguas residuais por SPE, relataram a maior eficiéncia e capacidade seletiva dos
sorventes poliméricos (Oasis HLB e Strata-X) na extragdo e concentracao dos desreguladores
endocrinos estudados. Essa capacidade de concentracdo ¢ de suma importancia, visto que
mesmo na utilizagdo de técnicas sensiveis como a HPLC, a concentragdo dos analitos permite
menores limites de quantificacdo em analises de nivel tragos.

O tamanho das particulas da fase sorvente interferem diretamente na velocidade
do fluxo, pois, dependendo do tamanho da particula serd necessaria uma maior pressdo para
que haja um fluxo aceitavel para a andlise. O tamanho da particula da coluna SPE varia de 8—
70 microns, mas as de uso mais comum estao em torno de 40-60 microns. Outra caracteristica
importante da fase sorvente ¢ o tamanho dos poros das particulas. O uso de sorventes com
pequenas porosidades (por exemplo, 60 Angstroms) tem o beneficio de uma area superficial
muito alta, fornecendo alta capacidade de retencdo do analito na fase sorvente
(CHROMACADEMY, 2010).

Em amostras possuindo analitos com diferentes caracteristicas, como as andlises

multiresiduo de pesticidas, t€m sido utilizado cartuchos com fases poliméricas. Donato et al.
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(2015), observaram que se obtém melhor recuperacdo para pesticidas com caracteristicas
polares utilizando sorventes poliméricos, quando comparados com fases apolares, como o
octadecilsilano (C18).

A etapa de ativacdo do cartucho € de suma importancia para o condicionamento
do sorvente com o solvente adequado, a fim de ajustar as for¢as do solvente de elui¢do com o
solvente da amostra. Para isso, recomenda-se utilizar o mesmo solvente para ativar o cartucho
e para fazer a eluicdo do analito (JARDIM, 2010; ZINI, 2016). Casado, Santillo e Johnston,
(2018) observaram resultados similares utilizando acetonitrila e metanol na eluicdo de
pesticidas em andlise de dgua. Devido a menor toxidade do metanol, ele foi escolhido como
solvente de trabalho.

Logo ap6s o condicionamento do cartucho € necessario realizar uma etapa de
equilibrio da coluna de SPE, para simular o mais proximo possivel o ambiente da amostra.
Isso € necessario para que as caracteristicas quimicas da amostra ndo alterem o ambiente de
extracdo ao longo da aplicagdo da amostra. Se o sorvente ndo for adequadamente equilibrado,
com o pH da amostra por exemplo, pode ocorrer ruptura dos analitos, gerando resultados
irreprodutiveis e pobres recuperagdes de analitos (CHROMACADEMY, 2010).

A velocidade do fluxo da amostra ¢ de extrema importancia, pois o tempo de
permanéncia dos analitos no sorvente de extracdo deve ser suficiente para a interacao
cromatografica necessaria. Este procedimento ¢ tradicionalmente conduzido com o auxilio de
uma pipeta, com a percolacdo da amostra através da fase sorvente, sendo potencializada pela
aplicacdo de um sistema de vacuo. O volume de amostra pode variar na faixa de litros a
microlitros (CHROMACADEMY, 2010; NASCIMENTO et al., 2018)

Como a interacao do analito e do sorvente sdo espacialmente dependentes, a
aplicacdo da amostra com um fluxo muito alto, ou seja, baixo periodo de permanéncia do
analito em contato com o sorvente, pode resultar em percas do analito devido a rupturas. Por
isso, a introdugdo da amostra deve ser feita de maneira lenta, com vazdes ajustadas para
valores abaixo de 2 mL/min, proporcionando extra¢des reprodutiveis (CHROMACADEMY,
2010; LANCAS, 2004; NASCIMENTO et al., 2018).

O solvente de lavagem geralmente ¢ uma versdo do solvente de eluicdo mais
diluida com um solvente miscivel. O solvente de lavagem deve ser tdo forte quanto possivel
para retirar os interferentes da amostra que possam dificultar o resultado da analise e nao eluir

o analito (NASCIMENTO et al., 2018).
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O solvente de elui¢do deve ser forte ao ponto de romper com todas as interacdes
existentes entre os grupos funcionais do analito e os grupos funcionais do sorvente. Um
solvente que apresente baixa for¢a de eluicao resultara em pobres recuperagdes e em analises
irreprodutiveis. No entanto, o solvente de elui¢cdo ndo deve ser forte o bastante para retirar
interferentes fortemente ligados a coluna SPE. A adequacdo do eluente estd diretamente
relacionado a polaridade dos compostos a serem extraido (DONATO et al., 2015). Shamsipur,
Yazdanfar e Ghambarian (2016), ao desenvolverem um método de extragao SPE para analise
de pesticidas em agua, leite, mel e suco de frutas, testaram como solvente de elui¢dao- acetona,
THF, acetonitrila, etanol e metanol. O metanol se mostrou o solvente mais eficaz para a
eluicao dos pesticidas estudados, que apresentam caracteristicas apolares.

Ap6s a eluicdo dos analitos pelo solvente escolhido, se o extrato obtido ¢
compativel com a técnica cromatografica utilizada, e ndo é necessario realizar a secagem e
ressuspensao, o extrato pode ser injetado diretamente no cromatografo. No entanto, a etapa de
secagem e ressuspensdao ¢ comumente utilizada, visto que permite utilizar um maior volume
na etapa de eluicdo, garantindo uma maior recuperagao dos analitos, ¢ posteriormente um
extrato mais concentrado pode ser obtido.

Visando uma melhor eficiéncia do método de extragdo, por vezes, sao realizados
estudos de otimizagdo, buscando o aprimoramento de alguns parametros utilizados na
metodologia escolhida para a andlise. Desta forma, tém se maior seguranga na qualidade do

método desenvolvido.

3.5 Planejamento experimental

Os estudos de combinagdes fracionarias tém sido muito utilizados em pesquisas
de diversos campos da tecnologia industrial, quimica, biologia, medicina etc. Esses estudos
sao realizados com o objetivo de reduzir o numero de experimentos e proporcionar uma
ampla visdo dos dados gerados na pesquisa. Grandes avancos nesse ambito se deram com o
trabalho de Box e Wilson (1951), que introduziram o planejamento composto central (PCC)
(SILVA, 2014).

Experimentos delineados em esquema fatoriais sdo aqueles que envolvem
combinagdes entre os niveis de dois ou mais fatores, considerando fatores as variaveis

independentes que tiverem seus niveis fixados de acordo com o interesse do pesquisador. Se
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todas as combinagdes possiveis, entre os niveis de cada fator estdo presentes, o esquema
fatorial ¢ dito completo (RODRIGUES e LEMMA, 2009).

Planejamentos fatoriais sdo Uteis para medir as influéncias de uma ou mais
variaveis na resposta de um experimento. O mais comum ¢ realizar um planejamento com
dois niveis, no maximo trés. Visto que o uso de mais niveis aumentaria bastante o nimero de
pontos experimentais, fato esse que se quer evitar quando se propde um planejamento
(CALADO e MONTGOMERY, 2003).

Considerando um planejamento fatorial de apenas dois niveis, sendo eles- (+) alto
e (-) baixo, temos um esquema fatorial de 2, onde k é o niimero de fatores estudados. Se
apenas dois fatores sdo estudados, tem-se um fatorial 22. Gerando um total de 4 experimentos.
A medida que se aumenta o nimero de fatores aumenta-se exponencialmente o nimero de
experimentos para a realizagdo de um esquema fatorial completo (RODRIGUES ¢ LEMMA,
2009).

Para tornar possivel a execucdo, ao menos aproximada, da inferéncia estatistica, ¢
usual que sejam feitos alguns ensaios no ponto central do espago experimental, viabilizando
as estimativas de intervalos, os calculos de residuos, erro puro, variancia das respostas, além
de evidenciar a qualidade da repetibilidade do processo (RODRIGUES e LEMMA, 2009;
SOUSA, 2019).

Um PCC acontece quando se adiciona ao esquema fatorial com pontos centrais, 0s
chamados pontos axiais. Ha varias possibilidades para a escolha dos niveis nos pontos axiais,
sendo adicionados sempre +a (valores somando e subtraindo a), ¢ imprescindivel que todos
os pontos axiais adicionados sejam equidistantes do ponto central. O parametro o assume
geralmente o valor a = (2¥)"4, e é chamado de rotabilidade, pois € ele quem adiciona ao plano
estudado a propriedade esférica, permitindo obter superficies de resposta, tornando possivel a
otimizacdo de processos (RODRIGUES ¢ LEMMA, 2009; CALADO ¢ MONTGOMERY,
2003; MATEUS, BARBIN E CONAGIN, 2001).

De maneira geral, em um PCC com 2 niveis originais, tem-se 2* pontos fatoriais,
2.k pontos axiais € um numero de pontos centrais que geralmente varia entre trés a cinco
pontos (RODRIGUES e LEMMA, 2009; CALADO ¢ MONTGOMERY, 2003; SOUSA,
2019).

Hermann (2013), realizou um planejamento composto central 22, ao otimizar um
método de extragdo em fase solida, que foi utilizado para extrair residuos de pesticidas de

aguas superficiais e posteriormente analisado por GC-MS/MS. Foram otimizados os
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parametros de pH e solvente de eluicdo, em diferentes tipos de sorventes. O método otimizado
consiste na utilizacao do cartucho Oasis HLB 60 mg, amostra em pH 6,2 ¢ para a elui¢ao dos
agrotoxicos uma solucdo de 45-55 (MeOH-DCM). Sabin (2007) ao desenvolver um método
GC-MS-SPE para a determinagdo multirresiduo de pesticidas em agua potavel, realizou um
planejamento experimental 2°, para otimizar os pardmetros de inje¢do da amostra no
cromatografo gasoso, avaliando os parametros de pressdo, temperatura e volume liquido
injetado. Exemplos como esses, mostram a diversidade de aplicagdes possiveis para a

utilizacdo do planejamento experimental.

3.6 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Com o avan¢o da tecnologia, a cromatografia liquida passou a ser conhecida
como Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC do Inglés “High Performance
Liquid Chromatography”), devido a sua alta eficiéncia atingida na separacdo dos
componentes (PACHECO et al., 2015; COLLINS, BRAGA ¢ BONATO, 2006).

A HPLC permitiu a aplicagdo de bombas de pressdo para o auxilio na promog¢ao
dos movimentos da(s) fase(s) moével(s), bem como do(s) analito(s) através da coluna,
influenciando assim na interagdo do(s) analito(s) com a fase estacionaria e,
consequentemente, na separacdo dos mesmos. Permitiu também a aplicacdo de diferentes
tipos de detectores para receber o sinal analitico gerado, sendo processado em um software
apropriado em computador e convertido em cromatograma (Samsidar, Siddiquee e Shaaran,
2018; Nascimento ef al., 2017). Devido aos avangos da técnica, ha diferentes possibilidades
para a montagem do equipamento, podendo esta ser utilizada de acordo com as necessidades
do laboratorio.

Para o desenvolvimento de um método cromatografico fatores como a escolha da
fase estacionaria e a escolha da fase movel utilizada, sdo etapas dificeis e cruciais no
desenvolvimento do método. Devido a grande robustez e facilidade em sua utilizacao, as
fases estacionarias reversas possuem grande destaque nesta area. Em cromatografia reversa,
pesticidas de polaridade média, polar e idnica sdo separados de acordo com a diferenga na
hidrofobicidade. A maioria das fases estaciondrias ¢ baseada em silica que foi quimicamente
modificada com octadecil (C18) ou octil (C8), podendo ser encontradas diversas outras fases
reversas, como a de cianopropril, fases poliméricas como a estireno-divinilbenzeno, dentre

outras (PICO, BLASCO e FONT, 2004).
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A fase movel ¢ importante para obter uma boa separagdo cromatografica, mas
também afeta a ionizacdo do analito e a sensibilidade do espectrometro de massas (MS).
Alguns constituintes muito utilizados na fase movel quando se trata de acoplamento com o
MS, sdo o metanol e a acetonitrila. Essa grande utilizacdo se deve ao fato de ambos
apresentarem baixas tensdes superficiais e constante dielétrica, o que promove uma
evaporagdo i0nica, favorecendo o processo de ionizacao (PICO, BLASCO e FONT, 2004).

E preferivel o metanol a acetonitrila, quando o acoplamento do LC com o MS se
da através de um ionizador de eletrospray (ES), pois o metanol possui uma baixa forga
eluotropica, fazendo com que os analitos precisem de uma alta porcentagem de fase organica
para eluir, aumentando assim a sensibilidade da técnica. Outro fator que por diversas vezes
auxilia na melhor ionizagdo e sensibilidade ¢ a adicdo de acidos organicos como o acido
acético e o acido formico (Pico, Blasco e Font, 2004). Aditivos de fase movel nao volateis
(como tampao fosfato), comumente usados em cromatografia, precisam ser evitados ao usar
espectrometria de massas (HARRIS, 2007).

A LC ¢ comumente aplicada como um método de separagdo e determinagdo de
compostos considerados de alta polaridade e ndo-volatil e/ou termicamente labeis. No entanto,
se faz necessario a utilizacdo de detectores acoplados ao cromatografo. Os detectores
classicos sdo comumente utilizados no acoplamento com a LC, como, deteccao UV, detector
de fluorescéncia e detector de matriz de diodos. Outro sistema de detec¢ao que vém sendo
bastante utilizado ¢ o MS, o qual apresenta alta sensibilidade e seletividade sem necessidade
de derivatizagdo (SAMSIDAR, SIDDIQUEE ¢ SHAARAN, 2018, 2018; NASCIMENTO et
al.,2017).

Técnicas mais sensiveis, como a aqui apresentada, foram desenvolvendo-se de
acordo com as necessidades analiticas, como a de investigar residuos de pesticidas em nivel
tragos em alimentos, analise cada vez mais complexa devido a sintese ¢ produc¢ao de novos
ingredientes ativos de diferentes classes (NASCIMENTO et al., 2017).

O LC-MS/MS foi recentemente aplicado em andlise de nivel tragos para analise
de pesticidas em musculo de peixes frescos. Visto a conhecida poluicdo de residuos de
pesticidas em agua, viu-se a necessidade de investigar a presenga desses compostos em
animais aquaticos. Barbieri et al., (2019) ao utilizar o sistema LC-MS/MS detectaram
residuos de diazinon, diclorvos, metolacloro, quinoxifeno, terbutrino, acetamiprido e diuron
em peixes do rio Adige na Italia.

O sistema LC-MS/MS permite a obtencdo de um sistema de identificacdo e
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confirmagdo em um uUnico sistema. Possibilitando uma analise sensivel para métodos que
visem analisar qualitativamente e quantitativamente residuos de pesticidas em alimentos. Essa
aplicacdo parece ser a metodologia mais aceita e vém mostrando possuir um &6timo
desempenho na andlise de pesticidas de varios residuos nos ultimos anos (SAMSIDAR,
SIDDIQUEE e SHAARAN, 2018).

Segundo Alcantara et al, (2019) as classes de pesticidas carbamatos,
organofosforados, neonicotindides e piretréides sdo comumente analisadas por LC-MS/MS.
Enquanto atualmente os organoclorados sao mais analisados por GC-MS/MS, isto porque os
organoclorados encontram maior sensibilidade na ionizacdo por impacto de elétrons (IE),
comum em cromatografia gasosa, do que na ionizacdo por electrospray (ESI), comum em
cromatografia liquida.

Existem diversos tipos de espectrometros de massas, cada um com suas vantagens
e limitacdes. Os componentes basicos de um MS sdo- sistema de injecdo de amostras, fonte

de ions, analisador, detector e sistema de dados, como ilustrado na Figura 3.

Figura 3- Resumo esquematico das partes de um espectrometro de massas
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3.6.1 Sistema de injecio da amostra

A injec¢do direta da amostra no MS, ou seja, injetando a amostra direto na fonte de
ions do espectrOmetro sem separagdo prévia ¢ uma técnica pouco utilizada atualmente, uma
vez que o MS sozinho ¢ melhor para a anélise de compostos puros. No passado, o composto
alvo era previamente isolado e entdo inserido diretamente através de uma sonda, processo
lento e que dificultava a andlise de impurezas em concentracdes muito baixas (LANCAS,

2009).
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No entanto, o acoplamento das técnicas de cromatografia com o MS proporcionou
a otimizacdo desta etapa da analise. Este acoplamento proporcionou o requerimento de
menores preparacdes de amostras, injecoes mais rapidas e mais precisas. Através de loops de
injecdes manuais e sobretudo amostradores automaticos. De modo que, o sistema de inje¢ao

para o espectrometro de massas € o proprio cromatografo liquido.

3.6.2 Fontes de ionizacdo em LC

Inicialmente, o acoplamento do sistema LC-MS pareceu incompativel devido as
caracteristicas de ambos. Era necessario que o alto fluxo de fase movel do LC fosse
compativel com o alto vacuo do MS. Para isso foi necessario o uso de novas fontes de
ionizacao que tivessem a sua utilizacao a pressao atmosférica (NASCIMENTO et al., 2017;
LANCAS, 2009).

As principais fontes de ionizagdo utilizadas no acoplamento do LC-MS sdo
baseadas em lonizacdo por Pressdo Atmosférica (Atmospheric Pressure lonization - API),
como a lonizagdo por Eletrospray (Electrospray lonization - ESI), lonizacdo Quimica a
Pressao Atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization - APCI) e Fotoionizacdo a
Pressao Atmosférica (Atmospheric Pressure Photoionization - APPI).

Existem varios parametros instrumentais que exercem influéncias significativas na
eficiéncia de ioniza¢do. Por este motivo se faz necessario uma otimizacdo cuidadosa dos
parametros do espectrometro de massas para alcangar boa estabilidade, em qualquer fonte de
ionizacao utilizada (PICO, BLASCO e FONT, 2004).

Essa otimizagdo inclui parametros tipicos como o potencial de ionizagdo no
sistema ESI e o potencial de descarga da agulha corona em APCI, as pressdes de pulverizagao
dos gases nebulizadores, a temperatura da interface e o “clustering potential” (Moraes e Lago,
2003). Além desses fatores, ¢ importante a observancia da fase movel e os aditivos nela
utilizados, visto que podem contribuir para o rendimento da ioniza¢do dos analitos. No caso
da utilizacdo de sistema MS/MS ¢ necessario também a otimizacdo da energia de colisdo e
pressao do gas de colisdo (Pico, Blasco e Font, 2004). Esses parametros dependem das
caracteristicas especificas de cada sistema e analito, por isso eles devem ser determinados
experimentalmente através da avaliacdo da sensibilidade e da fragmentacao dos compostos
alvo.

A fonte de ions ¢ um dos principais componentes de um sistema LC-MS/MS, no
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qual as substancias de uma amostra s3o transformadas em ions (positivos ou negativos), que
sdo imediatamente acelerados em direcdo ao analisador de massa. O principal modo de
ionizacao usado na analise de residuos de pesticidas por LC-MS/MS ¢ baseado em ionizagao
por pressao atmosférica (API). Sendo as principais as analises por ESI e APCI (Silva et al.,

2019). Todavia, somente sera abordado a fonte de ionizagdo ESI.

3.6.2.1 Ionizacao por eletrospray

A ESI ¢ uma fonte de ionizagdo a pressdo atmosférica utilizada para a analise em
massa de compostos polares, incluindo polimeros bioldgicos (por exemplo, proteinas,
péptidos, glicoproteinas e nucleotideos), produtos farmacéuticos e seus metabolitos.
Recentemente, a ESI teve seu uso associado também para a analise de moléculas polares de
baixo peso molecular, tais como pesticidas (Nascimento et al., 2017). A faixa de massas ideal
para a andlise com ESI ¢ de 50 a 500 Da (unidade de massa atdomica- u.m.a ou Da), gerando
uma ioniza¢ao branda com pouca fragmentacdo comparada a outros métodos de ionizagao,
como a ionizagao por impacto de elétrons (IE) (SILVERSTEIN, 2013).

Uma das principais vantagens da ESI sobre outras técnicas é que a dessolvatagcdo
(Figura 4) ocorre gradualmente em temperaturas relativamente baixas (tipicamente, de
temperatura ambiente até 80 °C), de forma a ndo gerar fragmentos. Isto s6 é possivel se
houver o controle adequado entre os potenciais da regido do cone de amostragem e o
“skimmer”, desse modo evita-se a ocorréncia de dissocia¢do induzida por colisdo (CID) na
fonte de ionizacdo (fragmentacdo do analito na fonte de ionizagdo devido a impacto sofrido
com o gas de secagem). Assim, muitos dos fons gerados na fase gasosa mantém a mesma
estrutura e carga das espécies em solucdo, o que € perfeito para andlise de espécies nao
volédteis (MORAES e LAGO, 2003).

A ionizacdo por eletrospray gera ions a pressdo atmosférica ao invés de vacuo.
Para a geracdo dos ions, normalmente as amostras sdo dissolvidas em um solvente,
frequentemente, ndo polar, introduzida a um tubo capilar feito de ago inox, ao qual ¢ aplicada
uma voltagem tipicamente entre 3 a 5 kV. O resultado desse processo ¢ a formagdo de um
aerossol que passa por uma etapa de secagem, feita por um fluxo continuo de gas, geralmente
o nitrogénio (N2), onde ocorre a dessolvatagio das goticulas do aerossol. A medida que o
solvente ¢ evaporado, as cargas do aerossol ficam mais proximas, até o ponto da repulsao de

Columb ser maior que a tensdo superficial da goticula, ocorrendo uma “explosdo”
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coulombica, formando ions ainda menores que os iniciais. Esse processo tende a se repetir até
que se tenha a formacao de apenas um ion do analito (LANCAS, 2009; NASCIMENTO et al.,
2017).

Figura 4- Eletronebulizagdo.

Evaporation
Chamber
Capillary

Fonte- NETO, 2015.

A velocidade do fluxo da fase modvel ¢ significativamente importante para o
processo de ionizacdo em ESI, pois o potencial elétrico aplicado no capilar metalico (kV)
promove a migragao de cargas para a interface capilar/solug¢ao (figura 4), formando uma
dupla camada elétrica. Este processo resulta na formacao de gotas com superficies carregadas,
que resultard nas espécies dos analitos ionizadas. A velocidade do fluxo estd intimamente
ligada a organizacdo da camada elétrica que se forma na interface capilar/solucdo. Portanto,
quanto menor for o fluxo, maior sera o tempo de residéncia das espécies neutras na interface
capilar/solucdo e, consequentemente, as reacdes de oxidagdo das espécies presentes em
solucdo poderdo ocorrer em maior extensao (CROTTI et al., 2006).

Existem trés possibilidades para as ionizagdes das moléculas por eletrospray. Sao
elas- ions moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas e moléculas cationizadas ou
anionizadas. Os ions moleculares (M™ ou M™) sdo formados na fonte de fons, quando
ocorrem reagdes de oxidagdo e reducao (Figura Sa). Sdo formadas moléculas protonadas ou
desprotonadas ([M+H]* ou [M-H]", respectivamente) através de reacdes 4cido/base (Figura
5b). As moléculas ionizadas (cationizadas ou anionizadas), sdo formadas através de reacodes

de coordenacgdo (Figura 5c). As moléculas catidnicas sdo coordenadas com metais (sobre tudo
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do grupo 1A), levando a geragdo de cations como [M+Na]*, [M+K]*, enquanto a geragdo de
anions ocorre, sobretudo, com cloretos ([M+Cl]"), ambos podendo estar presente nas fases
moveis devido as impurezas. As reagdes de coordenacdo podem ocorrer através da
coordenacdo com algum ativo da fase mével que esteja propositalmente presente, como € o
caso de solucdes com sais de amodnia, que permitem a coordenagdo [M+NH4*] (CROTTI et

al.,2006; NASCIMENTO et al., 2017).

Figura 5- Tipos de ionizag@o na fonte electrospray.
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Barbieri et al., (2019) ao analisar 52 pesticidas em tecidos de peixe provenientes
da Itdlia, utilizaram a fonte de ionizacdo ESI obtendo ions protonados e desprotonados,
utilizando os modos de ionizacdo positivo e negativo para a identificagdo dos analitos. Ja
Silva et al., (2019), obteve apenas ioniza¢do no modo positivo. No entanto, alguns compostos,
sobretudo piretrdides apresentaram coordenacdo com o fon amdnia presente na fase movel.

Silva et al.,, (2019) desenvolveu um estudo comparativo entre as fontes de
ionizacdo ESI e APCI, foi desenvolvido um método para andlise de 22 pesticidas em repolho
em cada fonte de ionizacdo. Nas duas fontes de ionizacao foi possivel obter boa seletividade e
linearidades adequadas, no entanto, obteve-se respostas com maior sensibilidade utilizando a
fonte ESI, obtendo menores limites de quantificagdo. Por esse motivo o método desenvolvido

em ESI-LC-MS/MS mostrou-se mais eficiente na analise das amostras.

3.6.3 Analisadores de massas
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Dentre os componentes do espectrometro de massas, o analisador de massas € um
dos mais importantes, pois, ele tem como finalidade, selecionar e/ou separar os ions gerados
na fonte de ionizagdo de acordo com a relacdo massa/carga (m/z) de cada analito. Os
analisadores possuem mecanismo de agdo diferentes entre eles, assim como suas vantagens e
limitagdes. Cabe ao analista verificar qual o melhor analisador a ser utilizado na analise
(LANCAS, 2013).

Os analisadores de massas comumente usados no sistema LC-MS sao-
Quadrupolo (Q), Armadilha de fons (Ion Trap -IT) e o Tempo de Voo (Time of Flight — TOF)
(Harris, 2007). Entretanto, somente serd abordado neste topico os analisadores de massas do

tipo quadrupolo.

3.6.3.1 Quadrupolo

O quadrupolo analisador ¢ o mais comumente utilizado na atualidade, devido ao
seu custo mais acessivel e sua facilidade de compreensdo e operagao, ¢ um analisador simples
e que possui boa linearidade em analises quantitativas. Apresenta uma resolu¢do considerada
baixa na faixa de operagao de R=1000, podendo ter a resolu¢do aumentada em condigdes
favoraveis 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 exatiddo fornecida pelas analises do
mesmo estdo entre 0,1 ¢ 0,2 Da (LANCAS, 2013).

O analisador quadrupolo consiste basicamente em quatro barras cilindricas
paralelas, geralmente feitas de metal, organizadas em dois pares, como mostra a Figura 6. Um
par de barras ¢ mantida em um potencial positivo, enquanto o outro em um potencial
negativo. Uma combinacao de corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf) sdo aplicadas
aos pares em razao constante. O par de barras positivas atuara como um flip para massas
maiores, enquanto o par negativo atuara como um flip para massas pequenas. Os quadrupolos
operam em uma resolugdo constante (relacdo Rf/DC constante). Uma determinada amplitude
de DC e Rf sdo selecionadas e apenas os ions que correspondem a relagdo m/z de interesse
(ions ressonantes) passam através das barras do analisador. Os demais ions que entram no
quadrupolo, mas que ndo sdo ressonantes (trajetorias instaveis), colidem nas barras e nao sao

detectados (HARRIS, 2007; NASCIMENTO et al., 2017).
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Figura 6- Analisador tipo quadrupolo.

iOHS nao ressonantes

Detector

(|
A Voltagens de ac e dc

Fonte- LANCAS, 2013

Fernandes et al., (2019) ao estudar o efeito matriz em amostras de pimentdes,
analisou seis diferentes organofosforados (clorpirifos, diclorvos, dissulfoton, etoprofos,
fenclofos e protiofos). Para a realizagdo da analise foi utilizado o quadrupolo simples
acoplado a cromatografia gasosa (GC-MS). Vinte e quatro amostras de pimentao de diferentes
supermercados de Fortaleza - CE foram analisadas, dentre elas uma amostra apresentou
contaminagdo por clopirifés (0,177 mg/kg), a concentragdo encontrada ¢ superior ao LMR
permitido pela Comissao Europeia (0,01 mg/kg).

Guedes et al., (2016) utilizou a cromatografia gasosa acoplada com o
espectrometro de massas tipo quadrupolo para analise de vinte e um pesticidas em goiaba. As
amostras de goiaba foram obtidas em pontos comerciais da cidade de Fortaleza — CE.
Segundo os resultados obtidos, cerca de 87% das amostras apresentaram algum tipo de
residuo de pesticida. A trifloxistrobina foi o inico composto encontrado com autorizagdo para

uso na cultura da goiaba.

3.6.3.2 QqQ - Triplo quadrupolo

O analisador de massas triplo quadrupolo — QqQ, é composto por trés
quadrupolos em série, como pode ser observado na Figura 7. O primeiro e o terceiro
quadrupolo usados para separagdo de ions através da razao m/z e o segundo quadrupolo ¢ uma

célula de colisao (CRUZ, 2017; HARRIS, 2007).
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Figura 7- Analisador em sequéncia tipo triplo quadrupolo.
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No Q1 o ion precursor selecionado ¢ acelerado por um potencial elétrico para uma
regido de alto vacuo no interior do Q2, onde sofre repetidas colisdes com um gas inerte de
elevada energia (geralmente o Argonio - Ar). Dessa maneira, t€m-se um aumento na energia
potencial deste ion até ocasionar sua fragmentacao, a qual ocorre, geralmente, por dissociacao
induzida por colisdo (“Collision Induced Dissociation”) — CID, gerando a formag¢ao dos ions
produto. Apos a geragdo dos fragmentos, o Q> faz o direcionamento dos ions gerados para o
Qs, onde os ions serdo selecionados, de acordo com a relagdo m/z selecionada para o método
em questao e enviados ao detector (CRUZ, 2017; NASCIMENTO et al., 2017).

Mrzlikar et al., (2019) utilizaram o analisador de massas triplo quadrupolo
acoplado com o cromatografo liquido para andlises de pesticidas neonicotindides em méis
provenientes da Eslovénia. Neste estudo foram utilizadas as técnicas de extragdo QuEChERs
e SPE, assim como o modo de monitoramento de fragmentos SRM. Dessa forma, foi possivel
identificar tragos de acetamiprido e tiacloprido nos méis analisados.

Atualmente, a espectrometria de massas em tandem e mais especificamente o
analisador de massas triplo quadrupolo ¢ o principal sistema de deteccao em extratos de frutas
usado para a determinacdo de varias classes de pesticidas (carbamato, neonicotinoide,
organoclorado, organofosfato e piretrdide). A espectrometria de massas em tandem para
cromatografia liquida (LC-MS/MS) com ionizacao por eletrospray (ESI) e a espectrometria de
massas em tandem para cromatografia em fase gasosa (GC-MS/MS) com ionizagdo por
impacto eletronico (EI) sdo consideradas as principais técnicas modernas empregadas em

analises multirresiduos de pesticidas (ALCANTARA et al., 2019).
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3.6.4 Detectores

O detector capta e registra a carga induzida ou a corrente produzida quando um
ion atravessa ou atinge sua superficie. No caso de um detector de um espectrometro de
massas, este ¢ capaz de efetuar uma varredura de sinal, os sinais analiticos captados pelo
detector se referem a razdo massa/carga dos analitos (LANCAS, 2009).

Dentre os componentes do espectrometro de massas, o detector foi o que sofreu
menores avancgos ¢ modificagdes. Mesmo sendo considerado como os “olhos” da analise, ha
bastante tempo que os detectores mais utilizados sdo o multiplicador de elétrons (EM) e o
detector de Faraday também conhecido como copo de Faraday (KOPPENAAL et al., 2005;
LANCAS, 2009).

O detector de Faraday consiste em um copo feito de metal projetado para captar
particulas carregadas em baixas pressoes (“vacuo”). A corrente gerada ¢ medida e o valor da
corrente utilizado para determinar a quantidade de ions ou elétrons que chegam no copo,
gerando o resultado analitico esperado. Contudo, esse sistema apresenta um maior ruido e
uma menor sensibilidade que os detectores que utilizam os EM (KOPPENAAL et al., 2005).

O detector EM ¢ o mais utilizado em espectrometria de massas, estes usam como
catodo um metal, 6xido metélico ou liga que apresenta facilidade em perder elétrons quando
atingida por um ion, chamado dinodo (Figura 8). Os ions que chegam ao detector, ao entrarem
em contato com o dinodo produzem elétrons secundarios, que sdo direcionados a outros
dinodos, onde o mesmo processo ira ocorrer, produzindo assim um efeito cascata, gerando
uma grande quantidade de elétrons. Dependendo da quantidade de dinodos no detector (6-20),
um Unico elétron é capaz de gerar 10° ou mais elétrons. Esse tipo de detector também
apresenta ruidos devido ao possivel acumulo de elétrons secundarios (KOPPENAAL et al.,

2005).
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Figura 8- Multiplicador de elétrons.
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Na pratica, a maioria dos instrumentos utilizados em LC/MS, em especial do tipo
com analisadores quadrupolo e armadilha de elétrons, usam o detector EM, pois apresentam

boa razao custo/beneficio (LANCAS, 2009).

3.6.5 Controle dos fragmentos em LC-MS/MS

O controle dos fragmentos em LC-MS/MS pode ser realizada em fungdo-
Detecgdo do Espectro Completo (Full Scan), Monitoramento Seletivo de fons (Single fon
Monitoring - SIM), Monitoramento Seletivo de Reacdes (Selected Reactions Monitoring -
SRM) e Monitoramento de Reac¢des Multiplas (Multiple Reactions Monitoring - MRM). O
controle do modo de aquisi¢do de dados fornece as informagdes necessarias para obter os
resultados analiticos. Os modos SRM e MRM aumentam a seletividade da MS para
determinados analitos ¢ melhoram a sensibilidade (NASCIMENTO et al., 2017).

No modo SRM um ion precurssor ¢ selecionado no primeiro analisador (Q1),
sendo posteriormente fragmentado (Qz) e o terceiro analisador sequencial (Q3) monitora os
ions gerados relativos ao ion precurssor. Ja no modo MRM o espectrometro ¢ programado
para que dois ou mais ions sejam separados no primeiro analisador (Qi), posteriormente
fragmentados (Q2) e monitorados em um terceiro analisador (Qs3). O modo MRM ¢
extremamente util quando a separagdo ndo estd completa e ¢ necessario fazer um
acompanhamento de dois ions. Bielinska, et al., (2009) fez a utilizagdo do modo MRM para a
analise de sulfonamidas, um poderoso quimioterdpico veterindrio que possui dificil

identificacao devido aos baixos niveis de concentragcdo e sua ocorréncia multicomponetal
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geralmente encontrada. Com a utilizagdo do modo MRM, foi possivel separar e identificar dez
tipos diferentes de sulfonamidas em amostras de solo.

Barbieri et al., (2019) utilizou o modo de aquisicdo de dados SRM, ao analisar
pesticidas em tecido de peixe. O método desenvolvido permitiu analisar 45 compostos de
ionizag@o no modo positivo e 7 compostos no modo de ionizagdo negativa no mesmo método,
sem que sensibilidade do mesmo fosse prejudicada.

A maioria dos contaminantes analisados em LC-MS/MS utilizam a técnica SRM
para a andlise de residuos devido a alta sensibilidade e seletividade desse método (Malik,
Blasco e Pico, 2010). Vale ressaltar que se requer uma otimizagdo de parametros no MS para
cada composto analisado, dessa forma se obtém melhores resultados.

A andlise de compostos alvos (target) ¢ convencionalmente baseada no
desenvolvimento de um método com padroes antes da analise da amostra real. Portanto, ndo ¢
possivel a identificacdo de compostos cujo padrdes ndo tenham sido previamente analisados
no desenvolvimento do método, com o auxilio de espectrometros de massas de baixa
resolugdo, como o QqQ. No entanto, os objetivos da analise s3o plenamente satisfeitos, visto
que o monitoramento de amostras reais ¢ possivel com boa confiabilidade com o auxilio de
padrdes que sdo previamente selecionados, geralmente, com base em sua toxicidade e/ou

frequéncia de detec¢do e com a utilizacao do estudo de validacao do método analitico.

3.7 Validagao de Método

A validagdo ¢ um estudo experimental que tem por objetivo demonstrar que o
método analitico avaliado ¢ adequado a finalidade proposta, de forma a assegurar a
confiabilidade dos resultados obtidos (ANVISA, 2017; MAPA, 2011).

O processo de validacdo ¢ definido como a coleta e avaliagdo de dados, desde o
estdgio inicial até o estagio final do processo de obtencdo do método ou produto.
Estabelecendo evidéncias do conhecimento cientifico capazes de assegurar com
confiabilidade um método ou um produto de qualidade para os determinados fins de interesse
(FDA, 2011; EURACHEM, 2014).

Todo sistema apresenta limitacdes, ndo existe modelos prontos para validagao.
Validagdo a 100% de confiabilidade ¢ utopia, os pardmetros exigem adequagdes as

necessidades diferentes para cada método, sendo assim, o importante na validacao ¢ conhecer
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os limites e assegurar que o sistema analitico apresente o desempenho esperado, dentro desses
limites esperados no processo de validagdo (LANCAS, 2004; LEITE, 2008).

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos
de trabalho de organizac¢des nacionais e internacionais, ndo havendo um consenso entre elas,
por isso, alguns termos e conceitos sdo encontrados diferentes na literatura. Contudo, os
parametros analiticos devem ser baseados na inten¢do do uso do método. Na maioria dos
estudos analiticos, sdo avaliados dependendo das necessidades, os seguintes parametros-
Seletividade, Linearidade, Intervalo, Limite de detec¢do, Limite de Quantificacdo, Precisao,

Exatidao e Robustez (RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2017).

3.7.1 Seletividade

A seletividade pode ser descrita como a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto, mesmo em amostras complexas, em presenga de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz que,
porventura, causem alguma interferéncia na analise (ANVISA, 2017).

O pardmetro da seletividade ¢ apontado como o primeiro passo no
desenvolvimento e valida¢do de um método instrumental de separagdo ¢ deve ser reavaliada
continuamente durante a validacao e subsequente uso do método (RIBANI et al., 2004).

Uma das formas de se avaliar a seletividade ¢ pela comparagao dos resultados
obtidos das matrizes contendo o analito de interesse em quantidades conhecidas e amostras de
matrizes sem o analito de interesse, demonstrando a capacidade de sele¢do do método entre
compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes (ANVISA, 2017).

Em métodos cromatograficos, o uso de testes utilizando técnicas de avangadas
detec¢des, como LC-MS/MS, sdo apontadas como técnicas altamente seletivas, garantindo
uma identificagdo inequivoca do analito e nenhum ou quase nenhum interferente ao sinal

analitico (MAPA, 2011).

3.7.2 Efeito matriz

Em analises quimicas os analitos adotam comportamentos diferentes dependendo

do ambiente em que ele estd contido, ou seja, uma substancia em agua ultrapura ird
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comportar-se de forma diferente da mesma substancia em uma amostra de aguas residuais,
sangue ou alimentos. A esse efeito chama-se "efeito matriz" (EURACHEM/CITAC, 2016).

Matrizes de amostras complexas podem conter componentes que interfiram no
desempenho da analise. Esses interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal fornecido pelo
equipamento de detec¢do, comprometendo o resultado. A intensidade desse efeito também
pode depender da concentragdo do analito na analise INMETRO, 2016).

Quando se analisa amostras de matrizes complexas, como frutas e vegetais, ¢
esperado a presenca de efeito matriz, no entanto, ndo depende apenas da natureza do analito,
mas também das condigdes cromatograficas em que a analise ¢ executada. Em cromatografia
gasosa ¢ muito comum observar efeito matriz associado ao sistema de injecdo (em grande
parte associada ao liner), esse efeito ¢ dificil de ser controlado, pois nao ¢ constante e
usualmente € afetado pelo historico de uso do injetor. O efeito de matriz associados ao injetor
geralmente se refere a superposicdao de sinal, pois, em temperatura elevada o liner apresenta
sitios ativos para a retencdo de compostos, na auséncia da matriz parte dos analitos acabam
retidos no liner diminuindo o sinal dos analitos no detector. No entanto, na presenca da
matriz, ocorre uma competi¢ao entre os componentes da amostra ¢ os analitos pelos sitios
ativos do liner, possibilitando que maior quantidade dos analitos seja detectado, causando o
efeito de superposi¢ao de sinal (POOLE, 2007).

Em cromatografia liquida esse tipo de efeito matriz associado ao injetor ndo ¢
observado. No LC-MS a extensdo do efeito matriz depende, além da natureza da amostra e do
analito, do tipo de interface utilizada, ou seja, do modo de ionizagdo utilizada. Uma vez que
os mecanismos de ionizacao sao diferentes, e podem afetar a eficiéncia da formacao dos ions,
sobretudo na presen¢a de compostos com o mesmo tempo de reten¢do dos analitos (SILVA et
al.,2019).

Em ESI-LC-MS o efeito matriz mais observado ¢ o de supressao de sinal,
sobretudo no modo positivo de ionizagdo. Pois, geralmente durante o processo de ionizagao
no capilar e durante a transferéncia de ions para a fase gasosa da superficie das goticulas, ha
competicao de ionizacdo entre os compostos da matriz e os analitos, diminuindo assim o sinal
dos analitos no detector (PANUWET et al., 2016; REICHERT, et al., 2015).

Uma das possiveis abordagens para resolver esse problema ¢ a redugdo da
quantidade de componentes da matriz que entram no detector ao mesmo tempo que o analito.
Algumas tentativas de minimizar o efeito matriz sdo realizadas na etapa do preparo da

amostra, como limpeza dos extratos e procedimentos de extragdo mais seletivos. Quando
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esses procedimentos nao sao viaveis, entdo uma técnica de calibragdo que compense 0s
efeitos da matriz deve ser utilizada. Dentre as mais comuns, pode-se citar a padronizacao
externa por superposicdo da matriz (curva construida na matriz isenta do analito) ou a
padronizagdo por padrao interno (resposta do analito corrigida através da resposta do padrao
com propriedades semelhantes) (MILHOME et al., 2019; PICO, BLASCO ¢ FONT, 2004).

O efeito matriz deve ser determinado por meio da comparacdo entre os
coeficientes angulares das curvas de calibracdao construidas no solvente e na matriz, contendo
no minimo 5 pontos, realizados em triplicata. 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). O efeito matriz (EM) pode ser calculado

através da Equacao 1.

(Coeficiente angular da curva na matriz)

EM (%) =1 -

x 100 (1)

(Coeficiente angular da curva no solvente)

Segundo Martins et al., (2018) o efeito matriz pode ser calculado nos niveis baixo,
médio e alto da curva. Visto que o efeito matriz ndo se apresenta da mesma maneira nos
diferentes niveis de concentragdo. A porcentagem de efeito matriz, pode ser calculada de

acordo com a Equacgdo 2.

Am — As
EM (%) = YR (2)

Onde An ¢ a area do pico da curva na matriz, e As € a area do pico na curva do
solvente.

Na avaliagdo do efeito matriz, dependendo da diminui¢do ou aumento da
porcentagem da inclinagdo, podem ser observados efeitos de matriz de supressdo de sinal
(diminuigdo do sinal pela composi¢do da matriz) e efeitos de matriz por sobreposi¢ao de sinal
(aumento do sinal pela composi¢do da matriz). O efeito de matriz pode ser- baixo com a
mudanga do sinal em até £20%; médio com a mudanca do sinal em até +£50%; e alto quando

possuir mudanca de sinal maiores que £50% (REICHERT, et al., 2015; ZHENG et al., 2013).

3.7.3 Linearidade
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Linearidade ¢ a habilidade de um método analitico em demonstrar resultados que
sejam diretamente proporcionais entre o sinal analitico observado e a concentracdo do analito
na(s) amostra(s), em uma dada faixa de concentracdo (INMETRO, 2016; ANVISA, 2017).

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela andlise de, no minimo, 5
concentragdes diferentes. E no caso de analise de impurezas, o nivel de concentragdo maximo
deve ir a 120% do limite maximo estabelecido. Se houver relagao linear aparente apds exame
visual do grafico, os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos
apropriados para determinagdo do coeficiente de correlacdo e determinacdo, significancia do
coeficiente angular, homocedasticidade do modelo e soma residual dos quadrados minimos da
regressao linear (EURACHEM, 2014).

A curva analitica pode ser plotada utilizando algum software para o tratamento de
dados, como o excel ou origin. Onde sdo obtidas as equagdes da reta (Equacao 3) e seus
coeficientes de determinacao (R?) correspondentes.

Y=ax+0b (3)

Para avaliar a homogeneidade da variancia dos erros de cada curva, sdo realizados
testes de homocedasticidade, como o recomendado pelo INMETRO (2016), através do Teste
de Levene (1960), onde as transformacdes adequadas sdo realizadas para a utilizagdo da
Analise de Variancia (ANOVA), e posterior utilizacdo da estatistica F. Se Fca>Fup as
variancias sdo diferentes ¢ o modelo ¢ heterocedastico. Se Fcau<Fiup as varidncias sdo iguais
dentro do erro experimental e o0 modelo ¢ homocedastico, ou seja, adequado para o método
dos minimos quadrados. A homocedasticidade também ¢ avaliada através da analise do
grafico de residuos (BARBOSA et al., 2017; MARTINS et al., 2018).

Para validar a equacdo da reta encontrada através do método dos minimos
quadrados para cada composto estudado, se faz necessario estimar as incertezas (expressas em
forma de desvio padrao) dos coeficientes angulares ¢ lineares e dos valores associados a esses.
Essa estimativa pode ser realizada de acordo com Alcantara et al. (2018), através das

Equacgdes de 4 a 6-

2 NCEN)
s%, — @)
2 s*y-E(x*)
b= > (5)
sZ.on
stg= 2 (6)
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onde- S} = Desvio padrdo do coeficiente linear;
Sq = Desvio padrdo do coeficiente angular;
Sy = Desvio padréo no eixo y (areas);
X; = Valores individuais de x (concentragdes);
N = numero total de pontos da curva;

d; = Desvio vertical de cada ponto- d? = (y; — ax; — b)? ;

D = Determinante-
z (x%) 2 Xi
Z X n

Em posse dos resultados desses desvios, € possivel aplicar o teste F (Equacao 7), a
fim de verificar se a regressdo linear obtida ¢ significativa, ou seja, verificar se a correlagdo
entre X e Y ¢ significativa (FILHO et al., 2017).

Sy/1
Fealc = Zzi/3

(7

Outro teste estatistico importante ¢ o teste t de Student que permite avaliar a
significancia dos pardmetros da curva de calibragdo. A Equacdo 8 ¢ utilizada para avaliar o
coeficiente angular (a) e a Equagdo 9 para avaliar o coeficiente linear (b) (ALCANTARA et
al., 2018).

a—-1
teala = Sa 8)

b-0
Learp = sy )

Os valores de Fca € tca 80 comparados com os valores criticos tabelados. Dessa
forma se Fca < Frap a regress@o ndo ¢ significativa, ou seja, ndo ha correlacdo entre os eixos X
e Y. Se Fea>Fub hé correlacdo entre X e Y e o modelo de regressdo linear ¢ considerado
significativo. De forma similar, se tca < twp 0s pardmetros da curva ndo sdo significativos e
podem ser desprezados, retirados da equagdo da reta. Se tca™> twpb OS pardmetros sao
significativos e devem fazer parte da equagdo final da reta. Os resultados obtidos em analises
estatisticas como esta sao comumente avaliados em um nivel de 95% de confianca (FILHO et

al.,2017; ALCANTARA et al., 2018).
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Apos os testes de homocedasticidade, correlagcdo dos parametros e significancia
dos mesmos, um possivel teste a ser realizado € o dos intervalos de confianga para cada curva
a 95% de confianga, semelhante ao realizado por Silva et al. (2017).

Para o intervalo de confianca ser passivel de célculo, deve-se realizar previamente

o célculo do Desvio Padrao Residual (DPR), como mostrado na equagdo 10-

DPR = /“—d (10)
GL

onde- GL- graus de liberdade, dado por- (N-2)
N- ntimeros de pontos da curva

SSresia € 0 somatorio dos residuos, dado por- Y, y? — a? Y x?

Para as curvas analiticas em que os coeficientes lineares ndo passam pela origem,
a fim de estimar os valores para a intercessdo verdadeira, calcula-se os intervalos de confianca

para o coeficiente linear (b), de acordo com a equacao 10-

b+t (DPR) |+ +

XX

(10)

onde- N- numero de pontos da curva
DPR- desvio padrao dos residuos
t- teritico. O termo
x2- média quadrada dos valores de concentragio

S,x- soma dos quadrados das concentragdes

Para as inclinagdes (coeficiente angular) ndo ajustadas, o intervalo de confianca
deve ser calculado pela equagao 11. Os termos coincidentes entre as equagdes 11 e 12

possuem os mesmos significados.

q + ¢ (DPR)

e (12)

Para as equacdes corrigidas onde os coeficientes lineares nao irdo compd-las, se
faz necessario ajustar o coeficiente linear, para que 0 mesmo possa passar proximo a origem.
Esse calculo ¢ realizado através da equagao 13. O intervalo de confianga para o coeficiente
angular ajustado ¢ dado pela equagdo 14.

_ XXy
a= ﬁ (13)
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t (DPR)

a =+ saz (14)

Onde- x*- quadrado das concentracdes
xy- produto das concentracdes e suas respectivas areas correspondentes
t- t critico

DPR- desvio padrdo dos residuos

O intervalo de confianca da concentragdo verdadeira, ponto a ponto da curva de

calibracao ¢ dada pela equagdo 15.

2
2o [T s

Os resultados dos intervalos de confianca podem ser posteriormente plotados

juntamente com a curva de calibracdo ajustada para cada pesticida.

3.7.4 Faixa de trabalho

O intervalo ¢ uma faixa de trabalho compreendido entre os limites de
quantifica¢do superior e inferior de um método analitico. Normalmente ¢ derivado do estudo
de linearidade e depende da aplicacdo pretendida do método (ANVISA, 2017).

Para métodos de analises de impurezas recomenda-se que a faixa de trabalho
estabelecida corresponda a 120% da concentracdo do limite de impureza estabelecido
(ANVISA, 2017).

Para o método de validagdo se faz importante verificar o intervalo de
concentragdo de aplicacdo do método, pois, uma faixa de trabalho mal escolhida implica
diretamente em erros de outros parametros de validacdo do método. Por isso, o intervalo do
método deve ser estabelecido a partir das concentragdes nas quais a linearidade ¢ constatada

(EURACHEM, 2014; MAPA, 2011).

3.7.5 Limite de Detec¢ao (LD)
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O Limite de detec¢do ¢ 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 condi¢des estabelecidas pelo método desenvolvido (EURACHEM/CITAC,
2016).

Esse parametro se faz importante, pois quando sdo realizadas medidas em
amostras com baixos niveis do analito (analise de tragos), como residuos de agrotdxicos, ¢
importante saber qual o menor valor de concentragdo do analito que pode ser detectado pelo
método (INMETRO, 2016; EURACHEM/CITAC, 2016).

Para métodos instrumentais como a LC, GC, espectroscopia etc., o LD pode ser
calculado através do método das diluicdes sucessivas de concentragdes conhecidas até o
menor nivel detectavel. Utilizando a relagdo entre o sinal analitico e o ruido da linha de base
(INMETRO, 2016; ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004). Segundo a Anvisa (2017), o LD
deve apresentar valores de relagdo sinal/ruido maiores ou iguais a 2-1.

Em casos de métodos instrumentais, ainda se pode calcular o LD através do
calculo de no minimo 3 curvas de calibragdo proximas ao suposto LQ, considerando o desvio
padrao 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 Equacao 16-
Sb
LD = 3 — (16)

onde- Sb- desvio padrao dos coeficientes lineares da curva

a- coeficiente angular
3.7.6 Limite de Quantificacao (LQ)

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

Assim como o LD, o LQ ¢ expresso como uma concentracdo, sendo que a
precisao e exatidao das determinagdes também devem ser registradas. Contudo, sabe-se que

ao considerar menores concentragdes, diminui-se também a precisao das analises. Se maiores
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precisdes forem exigidas, o valor de LQ deve considerar uma maior concentragao (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 pardmetros da curva de calibracio
da amostra ou do branco, como mostra a Equagdo 17. O valor da concentragdo que expressa o
LQ, deve ser o primeiro ponto (desconsiderando o branco) da curva de calibragdo do método

(INMETRO, 2016; EURACHEM, 2014).

LO = 10 % (17

onde- Sb- desvio padrao dos coeficientes lineares da curva

a- coeficiente angular
3.7.7 Precisdo

A precisao ¢ definida como a concordancia dos resultados obtidos em uma série
de medidas independentes de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condigdes definidas para o método (INMETRO, 2016; ANVISA, 2017, MAPA, 2011).
Quanto mais proximos os resultados obtidos estiverem entre si menores serdo os graus de
dispersdo 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 analise. E utilizada também quando
ocorre a necessidade de transferir um determinado método ou realizar alguma modificacao no
método (LEITE, 2008).

A precisdo de um método analitico pode ser expressa através do desvio padrao (s),
conforme a Equacdo 18, ou através do desvio padrdo relativo (DPR), ou do coeficiente de
variagdo (CV,%), conforme expresso na Equagdo 19 (ANVISA, 2017; RIBANI, 2004).
Segundo a ANVISA (2017), o valor maximo de dispersao de valores aceitavel deve ser
definido de acordo com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o

tipo de matriz e a finalidade do método.
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. SN2
s = /—Z(Xl_ X as)
n-1

Onde- X- média aritmética de um pequeno niimero de medi¢des
X- valor individual de uma medicao.

n- nimero de medicodes

CV % = =x100 (19

Kilw

Onde- S- desvio padrao das medidas

X- média das medicdes

3.7.7.1 Repetibilidade

Também chamada de precisao

intra-corrida, ou precisdao intra-dia. Na
repetibilidade analisa-se a concordincia 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 instrumentacao (ANVISA, 2017; LANCAS, 2004; MAPA, 2011).

Deve-se ter cuidado para nao confundir repetibilidade com precisao instrumental,

que consiste em inserir repetidas quantidades da mesma amostra no equipamento. Pois isto

configura-se 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,

9 determinacdes, contemplando o intervalo linear do método. Sendo 3
concentragdes- baixa, média e alta, com no minimo 3 réplicas de cada. Outra possibilidade ¢

realizar no minimo 6 determinagdes a 100% da concentragao do teste.

3.7.7.2 Precisao intermediaria

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

A precisdo intermediaria ¢ reconhecida como a mais representativa das maneiras

de representar o pardmetro da precisdo dos resultados em um tnico laboratoério e, como tal,
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mais aconselhdvel de ser adotada. O objetivo da validagdo da precisdo intermedidria ¢
verificar que no mesmo laboratorio o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI et al.,
2004; ANVISA, 2017).

Para a realiza¢do das analises de precisdo intermediaria, recomenda-se no minimo
2 dias de diferenca, com analistas diferentes, utilizando as mesmas recomendacoes utilizadas

para a curva da repetibilidade (ANVISA, 2017).

3.7.7.3 Reprodutibilidade

A precisdo pode também ser expressa em termos de reprodutibilidade, também
chamada de precisdao inter-laboratorial. Pode ser definida como a concordancia entre os
resultados obtidos em laboratérios diferentes. Usualmente necessdrio em estudos
colaborativos aplicados, por exemplo, a padronizacdo de metodologia analitica. O desvio-
padrdo obtido através da reprodutibilidade ¢ normalmente 2 vezes maior que os obtidos pela
repetibilidade, resultados facilmente explicados pela maior variagdo das condigdes de analise

(ANVISA, 2017; LANCAS, 2004).

3.7.8 Exatidao

A exatidao de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor considerado verdadeiro. A exatiddo ¢ sempre
considerada dentro de certos niveis de desvio, pois, ¢ sabido que um valor mesmo que
considerado verdadeiro, comporta erros associados a ele (ANVISA, 2017; RIBANI et al.,
2004).

A faixa de variagao aceitavel para uma dada concentragdo esta associada ao nivel
de concentragdo em que ela se encontra, os maiores niveis de concentracdo comportam
variacdes menores, enquanto concentragdes em nivel de tracos comportam variagcdes mais
elevados (RIBANI et al, 2004).

Os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo-
materiais de referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de recuperagdo (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 confidveis, que possui o



57

valor de concentragdo de dadas substancias (entre elas o(s) analito(s)) com um nivel de
incerteza associado. A avaliagao da exatidao pelo MRC ¢ feita através da comparagdo entre os
resultados obtidos pelo MRC (¢ importante a avaliacdo da semelhang¢a 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. Podendo ser um método de
referéncia na area ou um método ja habitualmente utilizado no laboratorio em que a validagao
estd 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 2 métodos
separados (o método em desenvolvimento ¢ o método de referéncia) sobre as mesmas
amostras, na faixa de concentragao em que se pretende validar o método. Com os resultados
obtidos a comparagdo entre os dois ¢ realizada (EURACHEM, 2014; INMETRO, 2016;
RIBANI et al., 2004).

Quando se € possivel o acesso a matriz isenta do analito, sao 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 sera tdo fortemente ligado a
matriz como aquele que estd naturalmente presente na matriz, entdo, a técnica dard uma
impressao irreal da eficiéncia de extracdo (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016; EURACHEM,
2014; RIBANI et al., 2004).

O estudo de recuperagdo € expresso em porcentagem de recuperacao (R(%)), e ¢
calculada de acordo com a Equagao 20. A exatidao do método deve ser determinada apos o
estabelecimento da linearidade, do intervalo e da seletividade do mesmo. Verificando-se a
recuperagdo a partir de 3 pontos de concentragdo da curva, sendo eles nos limites inferiores,
superiores € no meio da curva. Cada concentragdao realizada em triplicata, totalizando no

minimo 9 determinag¢des por analito (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016).

C1—C,

Recuperacgao (%) = ( ) X 100 (20)

3
onde- C;. concentragdo determinada na amostra adicionada
C»- concentracdo determinada na amostra ndo adicionada (branco)

Cs- concentracgdo adicionada
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Quando ¢ possivel a obten¢ao de amostras sem a presenca do analito, C, assume

valor 0, modificando a Equagao 20, para a Equacao 21 (ANVISA, 2017).

Recuperacgao (%) = (%) X 100 (21)
3

3.7.9 Robustez

Um estudo de robustez avalia a capacidade de um método em permanecer gerando
resultados confidveis, mesmo quando ocorrem pequenas variagdes nos parametros do método.
Isto ¢ realizado através de pequenas modificagdes estratégicas e o exame das suas
consequéncias. Esse parametro acaba inferindo uma maior confiabilidade ao método
(EURACHEM/CITAC, 2016; ANVISA, 2017)

Para avaliar a robustez, verifica-se experimentalmente fatores suspeitos de causar
modificacdes sobre a qualidade dos parametros analiticos de validagdo. Se nenhum dos
fatores estudados demonstrar capacidade significativa de afetar o resultado da medigao, o
método analitico ¢ considerado robusto. Isto €, apresentard resultados mais reprodutiveis ao
longo do tempo e maior possibilidade de portabilidade (MAPA, 2011).

Em trabalhos nos quais durante o desenvolvimento da metodologia houve
mudancas de fornecedores, marcas ou equipamentos, sem as quais apresentassem alteracao
significativa nos resultados, pode-se dizer que o método possui uma robustez intrinseca, pois

manteve sua resposta em meio a mudangas de ambiente de analise (RIBANI et al., 2004).
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A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no Laboratorio de Quimica

Instrumental (LQI) pertencente a Fundacdo Nucleo de Tecnologia Industrial do Ceara

(NUTEC), localizado no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.1 Reagentes e padroes de pesticidas

Neste estudo foram investigados 10 compostos (pesticidas) de classes diferentes.

Os critérios de sele¢do envolveram a escolha de alguns pesticidas exigidos na legislacao

vigente de analise de agua (Portaria consolidagao n°5), os mais analisados por cromatografia

liquida. O imidacloprido e a trifloxistrobina foram selecionados para a andlise por serem

pesticidas comumente utilizados nos produtos agricolas do estado do Ceara, com conhecidos

potenciais poluidores.

Estdao descritos na Tabela 2 algumas das propriedades fisico-quimicas dos

compostos investigados, tais como a classe quimica, VMP’s em aguas (ug/L), coeficiente

octanol-agua (pKow), pKa e as respectivas estruturas de cada composto.

Tabela 2- Informagoes sobre as classes e propriedades fisico-quimicas dos pesticidas estudados.

i VMP* PKow Solubilidade
- Tipo de Classe . em pH . pKa
Pesticidas Pesticida Quimica em agua 7a Koc em agua 25°C Estrutura
(ng/L) . 20°C (mg/L)
20°C
HOTD
. o
Acido -
2,4-D Herbicida ) 30° -0,82 39,3 24300 3,40
clorofendxi
(]
HOTO
Acido o
2,4,5-T Herbicida ) 30° 4,0 10 268 2,88 cl
clorofendxi
[ Cl
HN—C
—
Aldicarbe Inseticida 1 =\ o]
Carbamato 10° 0,78 28000 NA *'307[
Sulfoxido Acaricida CHy
o=s
CHy
s
SN )
_ iy - . 1900 A
Benomil Fungicida Benzimidazole 120 1,4 2 4,48 H
Fgc/\/\u/go

CONTINUA
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VMP em

pK,, em

Solubilidade

Pesticidas PTelsl;?c i(:iea Classe Quimica agua pH7 a Koc em agua 20°C ;’ slf Ca Estrutura
(ug/L) 20°C (mg/L)
N
Carbendazim Fungicida Benzimidazole 120°¢ 1,48 8 42 . _</ i
he  oH
o
Inseticida :J/l%o
Carbofurano Carbamato 7 1,8 - 322 NA
Acaricida e, O
G
HEw O
OJ\NH
Diuron Herbicida Fenilamida 90 2,87 680 35,6 NA i
cr
o
& i
Imidacloprido Inseticida | Neonicotindide *K 0.57 - 610 NA = "o
Ay
\J
iy
A
Tebuconazol Fungicida Triazol 180 3,7 - 36 5,0
Trifloxistrobina | Fungicida Strobilurin *x 4.5 - 0.61 NA

Tabela 2- Informagoes sobre as classes e propriedades fisico-quimicas dos pesticidas estudados.

Fonte- [UPAC, (2019); CHEMICALIZE, (2019).

VMP= Valor maximo permitido; NA= Nio aplicado; ** Pesticida ausente na legislacio; a- Somatorio permitido

para- 2,4-D e o 2,4,5-T; b- Somatorio perimitido para- aldicarbe, aldicarbe sulfona e aldicarbe sulfoxido; c-

Somatoério permitido para- benomil e carbendazim.

Os padrdes dos pesticidas preparados para a etapa de infusao no espectrometro de

massas, para a obtengao da curva de calibracdo e teste de validacao da curva, foram pesados

em balanca analitica com precisdo de 0,0001g modelo AY220 — Shimadzu (Brasil). Todos os

padrdes de pesticidas avaliados foram obtidos da marca Sigma Aldrich (Alemanha),

apresentaram grau de pureza > 99,0%. Para a solubilizacdo dos mesmos foi utilizado Metanol

da marca J.T. Baker (EUA), com grau de pureza HPLC.
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As solugdes padrao multicomponente foram preparadas a partir de 10 mg de cada
padrao individual, em metanol, para adquirir volumes de solu¢do de 10mL, obtendo assim
solucdes em estoque de 1000 mg/L.

As solugdes foram transferidas para vials “headspace” e lacradas através de um
alicate capaz de recravar os frascos contendo as solucdes. As solucdes estoque foram

armazenadas em geladeiras a uma temperatura de -4 °C.

4.2 Amostragem

Foram analisadas vinte e sete amostras de adgua de abastecimento proveniente de
vinte e sete diferentes municipios do estado do Ceard. As amostras foram cedidas pelo
Governo do Estado do Ceara, as coletas foram realizadas entre os meses de julho a setembro
de 2019. Apds o recebimento das amostras, as mesmas foram condicionadas em frizer com

temperatura inferior a 4 °C e foram analisadas em até sete dias apos a coleta.

4.3 Condic¢oes instrumentais e preparacio da amostra

4.3.1 Cromatografia liquida acoplada com espectrometro de massas

(LC-MS/MS)

Utilizou-se o sistema LC-ESI-MS/MS (Figura 9), composto por um cromatografo
liquido Thermo Fisher Scientific (EUA), modelo surveyor LC pumb plus com bomba
quaternaria, Thermo Fisher Scientific (EUA) e loop de 20 uL; Coluna Ascentis C-18 (150 mm
de comprimento, 2,1 mm de d.i. e tamanho da particula de 3,0 pm) marca Sigma-Aldrich
(Alemanha); Detector Triplo Quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access, com fonte API,
utilizando o modo de ionizacdo por Eletronebulizacdo (Eletrospray-ESI), Thermo Fisher
Scientific (EUA); Sistema de aquisicao de dados através do software X-Calibur 1.4, Thermo
Fisher Scientific (EUA).

A pureza dos solventes utilizados foi garantida por sistema de microfiltracdo a

vacuo Millipore (EUA).
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Figura 9- Sistema LC-ESI-MS/MS.

Fonte- Autoria propria.

4.3.1.1 Otimizacao do sistema LC-ESI-MS/MS

4.3.1.1.1 Otimizacao do sistema de deteccio de massas

O desenvolvimento do método LC-ESI-MS/MS se deu através da obtencdo da
biblioteca espectral, adquirindo o espectro de massas de cada composto separadamente, com o
objetivo de obter as melhores condigdes para detec¢ao de cada agrotoxico.

Para isso, inje¢Oes diretas da solug¢do padrdo individual de 1 mg/L foram
realizadas no MS, utilizando o modo de aquisicio de dados Full Scan. A partir dessas
injecdes, foram definidas as melhores condig¢des de voltagem do capilar, temperatura da fonte,
temperatura e pressdo do gas de dessolvatacdo para secagem do solvente e do gas auxiliar,
assim como as energias de colisdo para a fragmentacdo do ion precursor causando a geragao
dos ions produtos. O gas utilizado como gas auxiliar e de dessolvatagdo foi o nitrogénio (N>),
para a fragmentacao do ion percursor foi utilizado o gés argonio (Ar). O mesmo procedimento
foi realizado com ionizacdo positiva e negativa.

Apos a definicdo dessas condi¢des de uso, diante dos espectros obtidos ¢ das
relativas abundancias das fragmentagdes de cada pesticida estudado, foram escolhidos de cada
composto os ions produtos de quantificagdo e qualificagdo. Posteriormente, foi realizado o
monitoramento dos ions através do modo SRM. O controle do sistema, a aquisi¢do e o

tratamento de dados foram executados através do software X - Calibur versido 1.4.
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4.3.1.1.2 Otimizacao do sistema cromatografico

A escolha do gradiente de concentracdo utilizado foi inicialmente norteada através
de uma aplicagdo da Thermo Fisher Scientific (EUA), fabricante do equipamento utilizado,
realizada por BOTITSI ef al. (2008). Em todos os experimentos realizados a fase movel foi
composta por uma fase aquosa e uma fase organica, aumentando gradativamente a forga de
eluicdo da fase movel. Utilizou-se como fase organica metanol (Solvente A) e como fase
aquosa agua ultrapura 0,1% de acido formico (Solvente B).

Na Tabela 3 ¢ apresentado o gradiente utilizado para o0 método do modo positivo.

Tabela 3- Gradiente utilizado para método cromatografico no modo positivo

Gradiente- 22min

t (min) | Solvente A | Solvente B
0 10 90
4 10 90
5 90 10
19 90 10
19,5 10 90
22 10 90

Fonte- Autoria propria.

Vale ressaltar que as andlises foram realizadas em triplicata, onde solugdes de 100
ug/L da mistura dos agrotoxicos preparada em metanol foram injetadas para obter os perfis de

respostas cromatograficas.

4.3.2 Extracao em fase solida

Para a etapa de extracdo fez-se a utilizacdo do sistema de purificagdo de agua
Milli-Q Direct UV3® da marca Millipore (EUA), assim como de solventes de grau de pureza
HPLC, metanol e diclorometano da marca J.T.Baker (EUA). Os cartuchos SPE tipo seringa de
fase polimérica (N-divinilpirrolidona e divinilbenzeno) Oasis HLB, 500 mg e particulas de 60
pm da marca Waters (EUA). A extracdo foi realizada com o auxilio de bomba de vacuo da

marca Fanem (Brasil), acoplada ao Manifold Visiprep™ SPE, modelo 12 portas da marca
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Sigma-Aldrich (Alemanha). Posteriormente o processo de secagem foi realizado com o
rotaevaporador water bath BM 210 da marca Yamato Scientific America (EUA).

O sistema de extragdo em fase solida estd expresso na Figura 10.

Figura 10- Sistema de extragdo em fase solida.

Fonte- Autoria propria.

4.3.2.1 Condicoes do método de extracao/concentracio

Alguns fatores do procedimento de extragdo foram previamente definidos de
acordo com o suporte laboratorial, os objetivos da analise e dados da literatura.

Os cartuchos foram submetidos a etapa de condicionamento e equilibrio através
da utilizacdo de 3 mL de metanol, 3 mL de agua ultrapura, 3 mL de agua ultrapura no pH da
amostra, respectivamente. Nesta etapa os sitios sdo ativados, condicionados e o cartucho ¢
equilibrado para receber a amostra.

A amostra passa por um pré-tratamento para ajuste de pH, com auxilio de um
pHmetro da marca Ohaus (EUA) e uma solu¢do de 10% de 4cido formico em agua. Esta etapa
se faz importante, pois o ajuste da quimica da amostra interfere na reten¢do dos analitos. O
volume de amostra utilizado foi de 100 mL, assim como Donato (2012), Hermann (2013) e
Shamsipur, Yazdanfar e Ghambarian (2016), em agua potavel, agua superficial, e agua de
abastecimento e agricola respectivamente, sendo considerado um volume representativo e que

permite boa recuperagdo de compostos pesticidas.
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A velocidade de percolagao da amostra foi de 2 mL/min. Fluxos lentos, como este,
melhoram a interacdo dos analitos com as particulas do sorvente, permitindo uma melhor
recuperagao dos analitos (LANCAS, 2004).

Foi utilizado 7,5 mL de solvente de eluicao, percolado em 3 aliquotas de 2,5 mL,
seguindo a medida analitica de empregar pequenas por¢des de solvente para uma melhor
extragdo, ao invés de utilizar apenas uma unica por¢ao com um maior volume (SKOOG et al.,
2006). Cada aliquota de solvente permaneceu em contato com a matriz por 1 min antes da
percolacdo. Esse procedimento faz com que as interagdes entre os analitos € o sorvente sejam
rompidas com maior eficacia, gerando uma analise com maior recuperacdo dos analitos
(LANCAS, 2004). Posteriormente, o extrato foi levado ao rotaevaporador na temperatura de

60°C e ressuspenso em 1 mL de metanol.

4.4 Planejamento experimental

Inicialmente foi realizado um planejamento experimental a fim de obter um
procedimento de extragdo e pré-concentragdo com uma melhor eficiéncia. Para o
planejamento experimental utilizou-se um Planejamento Composto Central (PCC), com 22
pontos fatoriais, 2 x 2 pontos axiais e 3 pontos centrais. Totalizando um numero de 11
experimentos.

Estudou-se 2 fatores, sendo eles- pH e solvente de elui¢cdo, assim como o estudado
por Hermann (2013). Para andlise de solvente utilizou-se uma combinacdo de 2 solventes de
polaridades diferentes- metanol e diclorometano. O estudo desse fator (solvente de eluigdo)
foi realizado utilizando uma combinag¢do em porcentagem destes dois solventes. J4 a anélise
de pH contou com uma varia¢do da faixa de pH de 2 a 6. A analise dos dados foi realizada
através do Microsoft Excel 2016 e do software Statistica 13.5.

Na Tabela 4 estao ilustrados a matriz experimental e os niveis de cada ensaio.



Tabela 4- Planejamento de experimentos
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Ensaios pH %MeOH/DCM pH %MeOH/DCM
El -1 -1 3 25/75 (-)
E2 1 -1 5 25/75 (-)
E3 -1 1 3 75/25 (+)
E4 1 1 5 75/25 (+)
E5 -1.41 0 2,59 50/50
E6 1,41 0 541 50/50
E7 0 -1,41 4 15/85
E8 0 1,41 4 85/15
E9 0 0 4 50/50
E10 0 0 4 50/50
Ell 0 0 4 50/50

Fonte- Autoria propria.

4.5 Curva analitica

Para cada pesticida foram construidas trés tipos de curvas analiticas (padrao

externo) (Tabela 5), visando o melhor entendimento dos parametros de validagao.

Tabela 5- Curvas de calibragéo

Curvas analiticas

Fortificacao

Etapa da fortificacio

No solvente

Solvente

Anterior a introdu¢@o no cromatografo

Na agua ultrapura

Agua ultrapura

Anterior a etapa de extragdo

Na Matriz

Matriz

Anterior a etapa de extracao

Fonte- Autoria propria.

Para a construgdo das trés curvas analiticas, foi utilizado a solucdo estoque de

1000 mg/L para o preparo das diluigdes. Preparou-se uma solu¢do multielementar de 10 mg/L

dos pesticidas estudados. Em seguida, foram preparadas solugdes de 1, 0,1 ¢ 0,01 mg/L. Estas

solucdes foram utilizadas para o preparo das demais concentragdes utilizadas na curva de

calibragao.

As curvas foram preparadas nas concentragdes 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 30,0;

60,0; 90,0; 120,0 e 150,0 pg/L. Todas as solugdes foram injetadas em triplicata. Para a

constru¢ao da curva analitica utilizou-se o software Microsoft Excel 2016.

4.6 Parametros de Validacao
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Os parametros de validacao foram analisados segundo a ANVISA, pela Resolugao

da Diretoria Colegiada - RDC N° 166, de 24 de julho de 2017.

4.6.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da comparagdo entre os cromatogramas obtidos
através do sistema LC-ESI-MS/MS, com a solugdo do extrato da matriz branca sem a adigao
de qualquer pesticida e o cromatograma com o extrato da matriz branca adicionada da solugdo
padrao. Os cromatogramas foram avaliados a fim de observar a presenca de picos

interferentes.

4.6.2 Efeito Matriz

Para a estimativa do efeito matriz foram realizadas duas curvas analiticas, sendo
elas, a curva na agua ultrapura (padronizagdo externa na agua ultrapura) e a curva na matriz
(padronizagdo externa com superposi¢do de matriz). O efeito matriz foi determinado através
da comparagdo entre os coeficientes angulares e os pontos alto, médio e baixo obtidos nas

diferentes curvas analiticas.

4.6.3 Linearidade / Faixa de Trabalho

O parametro da linearidade foi avaliado através da construcdo do grafico da curva
analitica na matriz, observando a relacdo linear entre a concentracdo e o sinal analitico. A
partir desse, foi possivel observar qual a faixa linear obedecida, também chamada de faixa de
trabalho.

Posteriormente, foram aplicados uma série de testes estatisticos que permitem
observar melhor o pardmetro da linearidade- constru¢do do grafico de residuos, equagdo da
reta de regressao através do método dos minimos quadrados, coeficiente de determinacao,
significancia do coeficiente angular, homocedasticidade através do teste F utilizando um nivel
de significancia de 5%. Todas essas avaliagdes foram feitas individualmente para cada analito

utilizando o software Microsoft Excel 2016.

4.6.4 Limite de Quantificacido e Limite de Deteccao
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O limite de quantificagdo foi realizado através do método das diluicdes
sucessivas. Onde se obteve a menor concentracdo com precisdo e exatiddo disponivel no
método para cada analito. Foram realizadas 6 andlises dos limites calculados para verificacao
da exatiddo e precisdo dos mesmos.

O limite de deteccdo seguiu o mesmo principio do limite de quantificacdo,

contudo, foram realizadas apenas 2 analises para via de confirmac¢ao do resultado.

4.6.5 Precisao

Para expressar o parametro da precisao foi utilizado a analise de resultados por

dispersdo de dados, através do calculo do coeficiente de variagdo em todos os seus subitens.

4.6.5.1 Repetibilidade e Precisdo Intermediaria

A repetibilidade foi avaliada através da preparagao de 3 concentracdes da curva,
sendo realizada a triplicata dos pontos alto, médio e baixo, totalizando 9 determinagdes. As
solucdes 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 precisdo intermediaria foi avaliada utilizando o mesmo procedimento da
repetibilidade, contudo, utilizando dias diferentes e a dispersdo dos resultados foi avaliada

entre eles.

4.6.6 Exatidao

O procedimento utilizado para a avaliagdo da exatidao foi o da recuperagdo,
realizando o método de fortificacdo. Foram preparadas 9 determinagdes, 3 determinagdes do
menor ponto da curva, 3 determinagdes do ponto médio e 3 determinagdes do maior ponto da
curva. Posteriormente as concentragdes obtidas foram calculadas e a porcentagem de
recuperacgdo foi obtida através da Equagao 20 fornecida no item 3.8.8 da revisao bibliografica,

utilizando o auxilio do software Microsoft Excel 2016. Para isso, utilizou-se as curvas
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analiticas no solvente (padronizagdo externa no solvente) e na agua ultrapura (padronizacao

externa na agua ultrapura), calculando a recuperagao isolada da interferéncia da matriz.

4.6.7 Aplicacao do método

Ap6s a validagdo do método, o mesmo foi aplicado em amostras de dgua potavel

provenientes de diferentes municipios do estado do Ceara.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao da Biblioteca Espectral
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Os ions precursores e seus respectivos fragmentos mais intensos, como mostrado

na Tabela 6 e no Apéndice 1, foram selecionados para compor os métodos SRM elaborados

neste trabalho.

Tabela 6- Resultado da obtencdo dos ions percursores e seus respectivos fragmentos otimizados.

Agrotéxicos Modode ¢ precursor  fon Produto  EC(eV) DP(V)
Tonizac¢ao
2194 126,6 28 51
2,4-D -
162,3 17 51
2 45T 255,6 160,2 31 69
e ) 198,1 16 69
Aldicarbe 207,1 89.5 15 47
. +
Sulfoxido 193.4 70 47
) 291,3 160,3 27 47
Benomil +
192,3 10 47
1922 1323 29 89
b . + b b
Carbendazim 160,3 17 29
22272 1234 19 65
Carbof + ’ ’
arbofurano 165.3 0 65
) 233,1 160,2 25 79
Diuron +
188,1 18 79
Imidacloprid N 256,2 175,3 16 65
midacloprido
P 2093 14 65
308,1 125,3 30 63
Teb 1 + ’ i
ebuconazo 1512 26 63
Trifloxistrobi N 409,2 145,1 39 54
rifloxistrobin
oxistrobIna 186,1 15 54

Fonte- Autoria propria.

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

Potencial).

O 2,4,5-T sofreu uma reacdo de oxidacdo, apresentando ions moleculares (M)

predominante nos espectros de massas, enquanto que as moléculas desprotonadas ([M-H]J)

aparecem com baixa abundancia relativa. Crotti et al. (2006) relatam que substancias

contendo sistemas 7 conjugados, ¢ que nao apresentam fungdes basicas (principalmente

aminas e fungdes carboniladas), a redug¢ao e/ou oxidagdo ocorrem mais facilmente que a
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protonagao/desprotonagdo das mesmas. O diuron apresenta o0 mesmo comportamento, apesar
de possuir fung@o basica em sua estrutura (diamida), possui um amplo sistema « conjugado.

A Tabela 7 faz relagdo de alguns trabalhos da literatura que desenvolveram
métodos de analise para alguns dos pesticidas aqui estudados em agua por LC-MS/MS, estao

descritos na tabela os ions precursores e os respectivos fragmentos para cada pesticida.

Tabela 7- fons obtidos por trabalhos da literatura

Pesticidas estudados fons Obtidos por fons Obtidos por fons Obtidos por
neste trabalho DONATO, (2012) ZINI, (2016) CALDAS, (2009)
219> 161
2.4-D 219,0 > 160.6 .
219> 89
2.4.5-T 252,8>158,6
252,8>194,5
Aldicarbe Sulfoxido 207,0>105,0 ) )
207,0 >132,0
Benomil 293,0>219,0
293,0>101,0
Carbendazim 192,0 > 160,0 192,1 > 160,1
192,0> 131,9 192,1 > 132,1
Carbofurano 222,0>165,0 222,2>165,2 222 > 165
222,0>122,9 222.2>123,1 222>123
Diuron 231,0>150,0 233,22 > 72,17 )
231,0 > 186,0 233,22 > 160,09
Imidacloprido ) 256,1>209,1 )
256,1>175,1
Tebuconazol 308,0 > 69,9 308,2 > 70,1 308 >70
308,0 > 124,9 308,2 > 125,1 308 > 88
409,1 > 145,03
Trifloxistrobina - -
409,1 > 186,06

Fonte- DONATO, 2012; ZINI, 2016; CALDAS, 2009. (-) Pesticida ndo analisado pelo trabalho.

A maior parte dos ions obtidos no estudo foram encontrados, semelhantemente, na

literatura, tanto para os ions percursores quanto para os ions produtos, como por exemplo, o

Carbofurano, que apresentou semelhante ionizagao em todos os trabalhos.

5.2 Desenvolvimento do método cromatografico
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Na Figura 11 s3o apresentados os cromatogramas de ions selecionados para o
modo positivo de ionizagdo, os quais monitoram individualmente cada transicdo m/z, ou seja,
¢ o cromatograma gerado apenas pelos ions de interesse produzido por cada analito.

Pode-se observar que alguns compostos possuem tempos de retengdo muito
proximos, fazendo com que os mesmos coeluam. No entanto, a separagdo de todos os analitos
ndo ¢ primordial para métodos analiticos contendo detec¢do por MS/MS, ainda que com baixa
resolugdo cromatografica. Entretanto, busca-se sempre a melhor resolugdo possivel para obter
melhores métodos com menores possibilidades de interferentes por efeitos de matriz
(SHIHOMATSU, 2015).

Figura 11- Cromatograma de ions selecionados para o modo positivo de ionizagdo.

RT: 0.00- 22.00
1004 10.46
] Carbendazim
a0
D: 1.07 205 270 432 483 613 7.42 916 1013 096 1997 1345 1461 1522 1688 17.39 1884 2028 2075
1004 . N 10.21
] Aldicarbe Sulféxido
50—
] 1003 f1,10.38
pl_ 107 178 259 349 464 5.01 710 750 7.80 TTHN 10,93 1205 12,66 1367 1544 1613 1780 1873 2024
100+ 1 62
] Carbofurano
50
o 133 187 230 328 440 555 682 738 7.80 949 1010 11.00 1218 1277 1418 1516 16.71 1830 1902 2061
3 12.45
5100 .
R Diuron
5
ER
50
% 1 12,74
2 , 1 086 180 216 252 357 476 617 776 812 946 985 1152 1332 1458 1606 1696 1866 19.56 2038 21.51
o
& 100 1072
] Imidacloprido
50—
D: 130 173 238 292 4729 A63 6497 7.65 2499 1036 11.08 12,38 1361 1509 1585 1657 18.41 19.75 20.50
100+ 1123
1 Tebuconazol
50
D: 044 123 175 333 4729 564 B.51 704 865 896 1042 1218 13.48 1616 1687 1706 17.86 1940 2016 21,03
100+ 15,56
1 Trifloxistrobina
50
D: 119 1.55 248 336 4.26 495 6.21 7.51 8.88 10148 11.45 11.95 13.90 14649 16.77 19.60 20.33 21.37
100— 1458
3 Benomil
50+
7 1488
1 130170 267 347 498 549 663 740 787 064 1043 12.06 13.68 1556 17.20 1830 1953 2028 2177
0 LI I A I I O A B R I |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0 21 22
Time {rminy

Fonte- Autoria propria.

Para os pesticidas 2,4-D e 2,4,5-T que apresentaram ionizacdo no modo negativo,
foi testado o mesmo gradiente do modo positivo (Tabela 3), onde foi verificado a eluigdo

destes compostos quando a fase mdvel apresenta concentragdo de 90-10 (metanol-agua). A
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partir desse resultado criou-se um método isocratico com a propor¢ao de 90-10 (metanol 0,1%

acido formico- agua ultrapura 0,1% acido formico) e tempo de corrida de 10 min.

Na figura 12, pode-se observar os cromatogramas de ions especificos para os

pesticidas 2,4-D e 2,4,5-T.

Figura 12- Cromatograma de ions selecionados para o modo negativo de ionizagdo.

RT: 0.00-10.00
100+ 158
2 0]
c 7
g7 24D
S 60
o ]
<L 2|
2 40
-
2 204
p1l 028 057 099 129 242 273 306 355 384 414 452 503 557 591 624 655 707 755 801 832 864 893 923 953 087
100+ 174
80 245-T
60
404
209
] 035 065084 145 238 272 301 347 380 423 465 503 540 581 615 671 716 746  7.94 847 891 928 975
L e e e o e L L S e L L R R Rt
0.0 30 a5 40 45 50 55 6.0 65 7.0 75 80 85 9.0 a5 10.0
Time (miny

Fonte- Autoria propria.

5.3 Planejamento experimental

No software Statistica 13.5 foram plotados graficos de superficie para a

observacao dos resultados dos onze ensaios do planejamento experimental. Em sua maioria os

graficos alternaram em dois tipos de comportamento, como mostrado na Figura 13, onde

podemos ver o grafico de superficie para o aldicarbe sulféxido e trifloxistrobina,

respectivamente.
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Figura 13- Graficos de superficie de resposta. a) Aldicarbe Sulfoxido b) Trifloxistrobina.
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Fonte- Autoria propria

Podemos observar que os melhores resultados observados foram com o valor de
pH 4, o ponto central para o fator pH. Quanto aos valores para o percentual de solvente de
eluicdo, os resultados alternaram entre 85% Metanol (15% DCM) (+ a) e 50% Metanol (50%
DCM) (0). Os pesticidas que apresentaram melhores recuperagdes no percentual 85%
Metanol obtiveram resultados semelhantes com 50% Metanol. Porém, o inverso ndo foi

observado, onde os pesticidas com maior recuperagdo em 50% Metanol apresentam baixas

recuperagoes em 85% Metanol. Considerando somente o fator percentual do solvente de

eluicdo, a maioria dos compostos apresentaram maior recuperagdao no ponto central (50%).
Essa propor¢do de solvente de eluigdo permite boa recuperacdo para todos os compostos
pesticidas, desde os mais polares como o Aldicarbe Sulfoxido aos mais apolares como a
Trifloxistrobina.

Os analitos estudados apresentam a tendéncia de encontrar grande parte das suas
espécies na forma protonada em pH 4. Com isso pode-se presumir que o pH tornou o meio
mais adequado para uma melhor interacdo entre os analitos e a fase sorvente do sistema SPE.
Alguns pesticidas com caracteristicas apolares como o 2,4,5-T e o Carbendazim, apresentando
baixa solubilidade em agua e K,w elevados, encontram em sua estrutura o grupamento
hidroxila (OH) desprotonado em pH 4, tendo a maior parte das espécies em solugao (>90%)
desprotonadas. No entanto, aparentemente a baixa polaridade dos compostos pdde colaborar
para uma maior recuperagao dos analitos. Uma possivel explicagdo para a melhor recuperacao

nesse pH, ¢ a de a desprotonagdo dos compostos com caracteristicas apolares, ter impedido
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que os mesmos ficassem retidos no sorvente por fortes interagdes apolares. Uma explicagdo
semelhante foi redigida por Wang er al. (2019), ao explicar a melhor recuperagdo do
Carbendazim e outros compostos em uma faixa de pH de 3,0-4,5 em agua, apresentando o
fato de que os compostos estudados se tornam mais hidrofébicos em solugdes mais neutras,
resultando em retencdo na fase sorvente.

Foram analisados também os diagramas de Pareto para cada pesticida estudado.
Dentre eles, apenas o Diuron e o 2,4,5-T apresentaram variaveis significativas a 95% de
confianga, os demais pesticidas nao atingiram variaveis com esse nivel de confianga.

Mateus, Barbin e Conagin (2001), afirmam que o coeficiente de variagdo, quando
superior a 6%, pode interferir na significancia dos parametros estudados. No entanto, segundo
Mendonga (2012), estes prejuizos podem ser contornados aumentando-se o numero de
experimentos, o que nem sempre ¢ viavel devido aos fatores custo e tempo.

Os coeficientes de variagdo dos experimentos realizados que ndo apresentaram
significancia variaram entre 8 e 20%. Estes altos valores de coeficiente de variagdo
contribuem para a falta de significancia dos parametros estudados devido a interferéncia
direta do coeficiente de variagdo na confianga estatistica do resultado.

Os diagramas de Pareto para os pesticidas Diuron e o 2,4,5-T que apresentaram

variaveis significantes sdo mostrados na Figura 14.

Figura 14- Diagrama de Pareto. a) 2,4,5-T b) Diuron

a) Pareto - 2,4,5-T B Pareto - Diuron
PH(Q) -3.415 (1)*MeOH/DCMI(L) .1105106
(2)pHL) 3451442 %eMeOH/DCM(Q) 13,5731
%MeOH/DEM(Q) -1,7113 pHI(Q) -9.162
(1)%MeOH/DCM(L) 1275353 1Lby2L -5.45257
1Lby2L 0,792613 (2)pH(L) 4,85119
p=0.05 p=0.05

Fonte- Autoria propria

No diagrama de Pareto do item a) da Figura 14, observa-se que apenas a variavel
pH(Q) se mostrou significativa a 95% de confian¢a, mostrando um efeito negativo, ou seja

contribuindo para a diminuicdo da recuperacdo do 2,4,5-T. Para o pesticida Diuron, no item b)
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da Figura 14, pode se observar que todos as varidveis foram significativas a 95% de

confianca, sendo a %MeOH/DCM(L) a varidvel mais significativa, influenciando
positivamente na recuperagdo do Diuron, ou seja porcentagens maiores de metanol no

solvente de eluicdo contribuem para maiores recuperagdoes deste pesticida. Os graficos de

superficie para estes dois pesticidas sdo mostrados na Figura 15.

Figura 15- Gréfico de superficie de resposta. a) 2,4,5-T; b) Diuron.
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Fonte- Autoria propria.

Foi calculada a analise de variancia (ANOVA) para os modelos dos pesticidas que

apresentaram variaveis significativas no intuito de confirmar a significidncia dos modelos
estudados. Salienta-se que para o calculo da regressdo considerou-se apenas as varidveis

apontadas como significativas a 95% de confiabilidade. A Tabela 8 apresenta a ANOVA para
o experimento com o 2,4,5-T.

Tabela 8- Analise de variancia (ANOVA) para o erro puro do planejamento composto central referente ao

modelo para melhor extracéo do pesticida 2,4,5-T.
Fonte de Soma Graus de Média r Fab Fab Feab Fab
Variagio | Quadritica | Liberdade | Quadratica | ' | (95%) | (90%) | (75%) | (50%)
R a 3793,24 758,65
cETesyo : 1317 | 505 | 345 | 1,80 | 1,00
Residuo 2879,90 575,98
Falta de 785,95 3 261,98
ajuste 2,025 | 19,16 9,16 3,15 1,13
Erro puro 258,73 2 129,36
Total SS 6673,14 10

Fonte- Autoria propria.
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O modelo para o 2,4,5-T s6 foi considerado significativo a 50% de confianga e
ndo foi considerado preditivo. Visto que para ser considerado significativo Fyin2 precisa ser
maior que Fup e para ser considerado preditivo Fyix2 precisa ser menor que Fp. Um modelo ¢
considerado significativo quando ele ¢ capaz de descrever o processo e preditivo quando o
modelo prediz o resultado a partir dos valores dos parametros sem precisar realizar o
experimento (SOUSA, 2019). O modelo obtido, representado pela Equacdo 21 mostrou um
coeficiente de correlagdo (R?) de 0,84 para um nivel de confianga de 50%, ou seja, esse

modelo consegue explicar cerca de 84% dos dados em torno da média.
Concentragdo = 86,57 — 26,02,,° (21)

A Tabela 9 apresenta a ANOVA para o experimento com o Diuron. Para o Diuron,
o modelo foi considerado significativo a 95% de significancia. Obtendo valor de Fyin2 (15,20)
> Fuab (5,05) para a regressao, mostrando que o modelo é capaz de descrever o processo de
extragdo do Diuron. O modelo também foi considerado preditivo obtendo Fyin2 (5,42) da falta
de ajuste < Fup (19,16), sendo capaz de predizer os resultados sem a necessidade do
experimento. O modelo obtido mostrou um coeficiente de correlagdo (R?) de 0,96 para um
nivel de confianca de 95%, esse modelo consegue explicar cerca de 96% dos dados em torno
da média.

Tabela 9- Anélise de variancia (ANOVA) para o erro puro do planejamento composto central referente ao
modelo para melhor extracdo do pesticida Diuron.

Fonte de Soma Graus de Média ¥ Ftap
Variacao Quadratica | Liberdade | Quadratica vz (95%)
R a 5 1226,41
CETEssan 6132,03 : 1520 | 5,05
Residuo 403,40 5 80,68
Falta de ajuste 181,99 3 60,66
5,42 19,16
Erro puro 22,38 2 11,19
Total SS 5728.,63 10

Fonte- Autoria propria.

A Equagdo 22 representa o modelo para a obtengdo da concentragdo do Diuron

apos o processo de extracao.
Concentragdo = 88,43 — 19,18umcon/pem” + 17,83vmeon/pem — 575pn — 12,94 5" — 9,12pmx0me0n /peum (22)

Embora nem todos os pesticidas tenham apresentado variaveis significativas ao

nivel de confianca de 95%, através do grafico de superficie foi possivel observar o melhor
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perfil de respostas obtidos. Diante dos resultados apresentados, apos o planejamento
experimental foi escolhido o método de preparo de amostras SPE, com amostra condicionada

a pH 4, sendo posteriormente eluida com uma solugao de 50% MeOH/50% DCM.

5.4 Validacao do método

5.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi garantida, uma vez que a matriz ndo apresentou
interferentes que dificultassem a quantificacdo dos padrdes, ou seja, a matriz ndo apresentou
compostos que tivessem o mesmo tempo de retengdo e/ou a mesma massa dos analitos. Como
pode ser observada nas Figuras 16 e 17 a seguir, que mostram a comparacdo dos
cromatogramas de ions totais- matriz isenta de interferentes (matriz branca - linha vermelha),

e a matriz com os padrdes dos pesticidas estudados (linha preta).

Figura 16- Cromatograma mostrando a seletividade do método para os compostos de ionizagdo no modo
positivo.
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Fonte- Autoria propria
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Figura 17- Cromatograma mostrando a seletividade do método para os compostos de ionizagdo no modo

negativo.
RT: 0.00-10.00
100
90 1.74
80
70E
@&
1=
g 60
S 3
2 50 155
-
2 i
£ 40
& 303 Cromatograma dos padrdes pesticidas - Preto
3 Cromatograma do branco da matriz - Vermelho
20
RE 093 135 4 250 3.40 3.99 495 7.78 8.94
= 038 g4 0 3 L 24 slgg 312 340 o O 439 467 485527 582 599 630 6.58 o0 722 5., 778 o0 833 866 894 923 954 9382
L o o o e e e L I s e e e e
00 05 1.0 15 20 25 30 35 40 5 .0 55 6.0 6.5 7. 75 .0 85 9.0 95 10.0
Time {min)

Fonte- Autoria propria.

A satisfatoria seletividade observada para os pesticidas estudados permitiu a

utilizacdo da amostra de 4gua em branco para a preparacao das curvas analiticas na matriz.

5.4.2 Efeito Matriz

A Figura 18 mostra as porcentagens, de efeito matriz, obtidas através de
comparagdo dos coeficientes angulares das respectivas curvas de calibracdo. Assim como

apresenta o efeito matriz nos pontos baixos, médios e altos de cada curva de calibragao.

Figura 18- Efeito Matriz considerando os coeficientes angulares e os niveis baixos, médios e altos das curvas de
calibragao.
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Fonte- Autoria propria. %E.M- porcentagem de efeito matriz.
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Observa-se que ha diferenca de porcentagem de efeito matriz entre os pesticidas e
os pontos da curva de calibragdo, assim como o observado por Martins ef al., (2018). Nao
sendo passivel compreender todos os efeitos de matriz observados. No entanto, uma
predominancia de efeitos de matriz ¢ observada nos niveis mais baixos da curva.

A maioria dos compostos pesticidas aqui estudados apresentaram efeito matriz de
supressdo de sinal, esse fato pode ser relacionado a competicdo de ionizacdo entre os
compostos da matriz e os analitos, durante a adi¢ao de carga do analito na fase liquida e/ou
durante a transferéncia de ions para a fase gasosa da superficie das goticulas (Panuwet et al.,
2016; Reichert, ef al., 2015). Segundo Zrostlikova et al., (2002), os componentes organicos
presentes na amostra da matriz em concentragdes superiores a 10> M podem competir com o
analito para o acesso a superficie da goticula na ioniza¢do ESI, em alguns casos, causando a
reducao da formagao dos ions do analito.

Zrosthikova et al., (2002) ainda observou um efeito menos comum de
superposi¢cdo de sinal no pesticida Carbendazim, o mesmo efeito observado neste trabalho, no
nivel baixo de concentragdo. Este efeito foi atribuido a transferéncia de prétons, visto a
natureza basica do pesticida e a presenga de interferentes acidos na matriz, podendo assim
promover a formagdo dos ions [M+H]" no eletrospray.

Ja 0 2,4,5-T apresentou um pequeno efeito de supressao de sinal apenas no ponto
alto da curva, sendo predominante o efeito de superposi¢do de sinal. Kittlaus et al., (2012),
relatou que compostos com ionizagdo no modo negativo, especialmente compostos com grupo
carboxila, apresentaram superposicdo de sinal principalmente em regides da etapa
cromatograficas onde os pesticidas apolares sdo eluidos. Panuwet et al., (2016) relata que o
modo negativo de ionizacao ¢ menos sujeito a supressao de ions, visto que um menor nimero
de compostos 1oniza no modo negativo reduzindo a competi¢do entre os ions para receber a
carga.

Apenas o Aldicarbe Sulféxido apresentou efeito matriz menor que +20%, todos os
outros apresentaram valores superiores, indicando a necessidade da escolha correta do método

quantitativo na curva da matriz.

5.4.3 Linearidade

No Apéndice 2 pode-se observar os graficos das curvas de calibragdo obtidas e

seus respectivos coeficientes de determinag@o para os pesticidas.
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Todas as curvas apresentam coeficiente de determinagao (R?*) 0,99, como o
recomendado para indicar linearidade dos modelos (ANVISA, 2017). Estes resultados de
coeficiente de determinagdo refletem um bom indicativo da linearidade do modelo. No
entanto, ndo ¢ suficiente para descrever com seguranca a adequabilidade do mesmo
(INMETRO, 2016).

O pesticida 2,4-D apresentou faixa linear de 60 — 150 pg/L, com apenas 4 pontos
de concentracdo da curva analitica, em discordancia com as normas de valida¢do, que exigem
que a curva analitica contenha no minimo 5 pontos de concentragdes diferentes. Como pode
ser observado pela Figura 19. Sendo assim, torna-se necessario estudos futuros para adquirir

uma maior faixa linear para a analise desse pesticida.

Figura 19- Curva analitica para o pesticida 2,4-D.
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Fonte- Autoria propria

Nao foi observado nenhum sinal cromatografico na curva da matriz para o
Benomil. No entanto, estudos relatam a instabilidade do pesticida em questdo, visto que o
mesmo possui uma rapida degradagao, resultado de hidrolise (Figura 20), na qual o benomil
perde um grupo amida e degrada-se em Carbendazim (Rizzetti et al., 2016). Dessa maneira, o

Benomil € quantificado sobe a forma de Carbendazim.

Figura 20- Hidrolise do benomil em carbendazim.
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Fonte- Rizzetti et al., 2016.
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A analise de homocedasticidade realizada através do Teste de Levene (Tabela 10),

se mostrou relevante, apresentando valores de Fcal < Fb. Este comportamento atesta que as

variancias dos erros sdo estatisticamente iguais, portanto, as equagdes propostas sao

adequadas para a utilizacdo do método dos minimos quadradros, sendo os modelos

considerados homocedasticos.

Tabela 10- Resultados para teste de Levene

Pesticida F calculado F tabelado Conclusio
2,4,5-T 1,70 4,07 Modelo ajustado- homocedastico
Aldicarbe Sulféoxido 0,54 3,55 Modelo ajustado- homocedastico
Carbendazim e benomil 2,65 4,77 Modelo ajustado- homocedastico
Carbofurano 0,54 3,55 Modelo ajustado- homocedastico
Diuron 2,41 8,81 Modelo ajustado- homocedastico
Imidacloprido 222 4,06 Modelo ajustado- homocedastico
Tebuconazol 9,26 9,28 Modelo ajustado- homocedastico
Trifloxistrobina 6,36 6,39 Modelo ajustado- homocedastico

Fonte- Autoria propria.

A Figura 21 mostra os graficos de residuos para o 2,4,5-T e para o Carbofurano.

Pode-se observar que ndo apresentaram nenhum tipo de tendéncia, como a dispersdo de

residuos. Perfis como esses indicam modelos homocedasticos (MARTINS, et al., 2018;

BARBOSA, et al., 2018).

Figura 21- Residuos plotados para o carbofurano e para 0 2,4,5-T.
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Fonte- Autoria propria.

Para averiguar com seguranga a adequabilidade das curvas analiticas em relacdo a

significancia da correlacdo entre a variavel independente e dependente. Foi realizado o teste F

mostrado na Tabela 11. Para o Teste F os valores calculados foram muito superiores aos

valores tabelados, descartando a hipotese nula (H°®) (coeficiente angular = 0), onde nao
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haveria correlagdo entre as variaveis, e aceitando a hipotese alternativa (H*) (coeficiente
angular # 0). Por tanto, a significancia foi constatada, mostrando correlag@o entre as variaveis
X eY, e a adequabilidade do modelo.

Tabela 11- Resultados para Teste F, mostrando F calculado e F tabelado.

Pesticida F calculado F tabelado Conclusio
2,4,5-T 1507,789 5,99 Curva significante
Aldicarbe Sulfoxido 1093519 5,59 Curva significante
Carbendazim e benomil 928,512 7,71 Curva significante
Carbofurano 1361,571 5,59 Curva significante
Diuron 1137,032 10,13 Curva significante
Imidacloprido 845,209 5,99 Curva significante
Tebuconazol 205,0648 10,13 Curva significante
Trifloxistrobina 796,3376 7,71 Curva significante

Fonte- Autoria propria.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 11, é possivel concluir que as
curvas analiticas sdo adequados para a previsdo de resultados de concentragdes, sabendo que
ha correlagdo linear entre os valores de concentracdo e areas dos picos cromatograficos.

Foi avaliada também a significancia dos parametros da curva, através do teste t de
Student. Os valores de t critico foram obtidos considerando os graus de liberdade de cada
modelo para 95% de confianca.

Na Tabela 12, estdao os valores dos coeficientes angulares e lineares, os respectivos
desvios-padroes, além dos valores de t de Student calculados para os coeficientes angulares e

lineares e os respectivos valores de t critico.

Tabela 12- Valores dos coeficientes angulares e lineares, seus respectivos desvios e t calculados, P-valor respectivo.

Coef. Coef.
Pesticida Sq tcal a Sp tcalb | tcritico
Angular Linear
2,4,5-T 3517,68 90,59 38,83 | -19511,61 7151,12 2,73 2,45
Aldicarbe
3535,59 106,92 | 33,07 -10681,8 7957,28 1,34 2,36
Sulféxido

Carbendazim e
80075,55 1807,17 | 44,31 -37121,12 | 152466,61 0,24 2,57
benomil

Carbofurano 14730,48 399,20 | 36,90 | -29822,45 | 29710,67 1,00 2,36
Diuron 208,98 6,20 33,72 -406,17 457,32 0,89 3,18
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Imidacloprido 1694,07 58,27 29,07 -7175,28 4599,77 1,56 2,45
Tebuconazol 1213,94 84,77 14,32 -25048 8434,69 2,97 3,18
Trifloxistrobina 6004,16 212,77 | 28,22 | -41783,38 | 19369,38 2,16 2,78

Fonte- Autoria propria.
Sa - desvio padrdo do coeficiente angular; s, - desvio padrdo do coeficiente linear; tcal a- t calculado para
coeficiente angular; tcal b- t calculado para coeficiente linear.

Todos os coeficientes angulares apresentaram valores significativos, superiores ao
t critico. JA& em relagdo aos coeficientes lineares os pesticidas Aldicarbe Sulfoxido,
Carbendazim, Carbofurano, Diuron, Imidacloprido, Tebuconazol e Trifloxistrobina
apresentaram valores de t de Student ndo significativo, afirmando que as mesmas equagoes
podem passar pela origem, podendo ser descartados os coeficientes lineares das equagdes das
retas. O coeficiente linear do pesticida 2,4,5-T ndo pode ser retirado da equacao da reta, pois o
mesmo ¢ significativo para a equacgao.

Para as curvas em que os coeficientes lineares se mostraram nao significativos, os
valores dos coeficientes angulares foram corrigidos a fim de manter a maior precisao de
resultados. O tratamento de ajuste dos coeficientes e calculo dos intervalos de confianca
adotados foram descritos por Silva et al. (2017), os quais, ao analisarem pesticidas em agua
usando o sistema GC-FID, realizaram ajustes nos coeficientes lineares para todas as curvas,
pois apresentaram intervalo de confianga passando através da origem.

O intervalo de confianga foi calculado para todos os pesticidas. Porém, as tabelas

de dados (Tabelas 13 e 14) ilustram os calculos para o carbofurano.



Tabela 13- Resultados da curva do carbofurano obtidos para os célculos de Xxy, £x2, Xy2, SSresid, Sxy, Sxx and Sy

85

A

(x-%)?

yi 2 2 e - 3 9 )2
X Y Xy x y V¥ | iy | 0P| 6006 Se | T -9 Sy
150 9323 1993828407116
2169470 | 2179750 | 15si50500 | 22500 47066 E12 | 10280 | 97 | 1412030 | 136339330
120 | 1838911 | 1737836 | 220669320 | 14400 | 3,38159E12 | 101075 | 67 | 1081471 | 71977896 4430 1169579283514
90 | 1247512 | 1295921 | 112276080 | 8100 |  1,55629 E12 | -48409 | 37 | 490072 17914850 1336 240170456279
60 | 746245 | 854007 44774700 | 3600 | 556882 Ell | -107762 | 7 -11195 -73390 43 125330513
30 | 417617 | 412092 12528510 900 |  1,74404 E11 | 5525 23 | -339823 7966964 550 115479746845
15 188012 | 191135 2820180 225 | 35348512144 | -3123 | -38 | -569428 | 21891347 1478 324248373724
10 | 109479 | 117482 1094790 100 | 11985651441 [ -8003 | -43 | -647961 28150310 1887 419853601512
5 75248 43830 376240 25| 5662261504 | 31418 | -48 | -682192 | 33048418 2347 465386076462
1 24467 | -15092 24467 1 598634089 | 39559 | -52 | -732973 38440368 2750 537249581612
4 0816961 719984787 49851 ;(7)4293 605348 355656094 24144 5265920857577
Média 53 757440,11

Fonte- Autoria propria.

y- sinal obtido experimentalmente; ¥i- sinal previsto de acordo com a equacdo da curva; SSi.ig- soma residual de quadrados; Sxx, Syy- soma dos quadrados; Sxy-

covariancia

entre

as

variaveis

X

y.
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Tabela 14- Intervalo de confiancga para 95% de confianga da concentracdo de carbofurano e faixa de aceitagdo

Y X + IC 95% Faixa de Aceitacio =
2166410 150 13,06 136,94 163,06
1733128 120 12,31 107,69 132,31
1299846 90 11,69 7831 101,69
866564 60 11,23 48,77 713
433282 30 10,04 19,06 40,94
216641 15 10,87 4,13 25,87
144427 10 10,85 20,85

72214 5 10,84 15,84
14443 1 10,84 11,84
0 0 10,84 10,84

Fonte- Autoria propria.

Na Tabela 13 estdo todos os dados necessarios para os calculos de intervalo de
confianga, tanto os intervalos de confianga de concentra¢ao (Tabela 14), como os intervalos
de confianca dos coeficientes da curva (Tabela 15).

O intervalo de confianga expresso na Tabela 14 nos diz o quanto da concentragao
pode variar para mais e para menos, em 95% de confianga, para que os valores sejam
considerados verdadeiros. Na Figura 22 est4 plotado o grafico de concentragdo versus area e
seu respectivo intervalo de confianca para o pesticida 2,4,5-T. Os graficos dos demais

pesticidas estao plotados no Apéndice 3.

Figura 22- Curva de concentracdo corrigida com intervalo de confianca a 95% para o pesticida 2,4,5-T.
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Fonte- Autoria propria.
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Na Tabela 15, estdo os valores das equagdes experimentais inicialmente propostas
e as equagdes finais apds os tratamentos estaticos adequados. Assim como os intervalos de
confianga para os coeficientes angulares de todas as curvas e os coeficientes lineares das

curvas que o mantiveram.

Tabela 15- Resultados das equagdes experimentais, equacdes finais e seus limites de confianga para os
coeficientes pertencentes as equacdes finais.

Equacdes
Pesticida Equacio final +IC (95%)
Experimentais
a- 221,04
2,4,5-T y=3517,7x - 19511 y=3517,7x— 19511
b- 17448,73
Aldicarbe
y =3535,6x - 10682 y =3432,53 x a- 196,91
Sulfoxido
Carbendazim e
y =80076x - 37121 y=79721,66 x a- 2406,04
benomil
Carbofurano y =14730x - 29822 y =1444274 x a- 701,26
Diuron y =208,98x - 406,17 y =204,28 x a- 11,53
Imidacloprido y=1675,5x - 5176,4 y =1624,98 x a- 109,54
Tebuconazol y =1213,94x - 25047,65 y =986,23 x a- 228,15
Trifloxistrobina y =6004,2x — 41783 y=5613,43 x a- 372,69

Fonte- Autoria propria. + IC (95%)- Intervalo de confianga a 95%.

E interessante observar que os testes estatisticos se complementam, confirmando
os resultados obtidos de diferentes maneiras. Andlises estatisticas permitem agregar uma
maior confiabilidade aos resultados obtidos experimentalmente. Se observarmos a Tabela 13
para o pesticida 2,4,5-T, veremos que os valores de coeficiente linear possiveis pelo intervalo
de confianca nao incluem o zero, ou seja, impossibilitam a equagao de passar pela origem,
como previsto pelo teste t. O tratamento estatistico permitiu validar as curvas de calibragdo

propostas quanto a linearidade das mesmas, gerando resultados com maior confianga.

5.4.4 LD, LQ, faixa linear, precisao e recuperacao.

Na tabela 16, sdo apresentados os resultados para LD, LQ, faixa linear, precisao
(repetibilidade e precisdo intermediaria) e recuperacdo. Os pardmetros de precisdo e
recuperagao estdo expressos nos niveis- baixo, médio e alto.

O nivel alto corresponde as concentragdes de 120 ug/L (Diuron) e 150 pg/L

(demais compostos). O nivel médio corresponde as concentracdes de 90 pg/L
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(Trifloxistrobina e Tebuconazol) e 60 pg/L (demais compostos). O nivel baixo corresponde as
concentragdes 1 pg/L (Aldicarbe Sulféxido e Carbofurano), 5 pg/L (Imidacloprido e 2,4,5-T),
10 pg/L (Carbendazim e Benomil), 15 pg/L (Diuron e Trifloxistrobina) e 30 pg/L

(Tebuconazol).



Tabela 16- Resultado dos parametros de LD, LQ, faixa linear, precisdo e recuperagao.

Repetibilidade Precisdo
Faixa P intermediaria (RDS Recuperacio (%)
. . LD LQ ) (RDS%) o
Pesticidas ugl) | (/L) Linear %)
(ng/L) L 1 . y e ) Alto Médio Baixo
Alto | Médio | Baixo | Alto | Médio | Baixo (RSD%) | (RSD%) | (RSD%)
2,4,5,-T 0,01 0,05 | 0,05-1,5| 18 6,9 4,9 18 15 15 60 | 20| 52 | 12| 68 | 18
Aldicarbe |, )05 | 001 | 001-15 | 2.8 | 67 2 3 10 5 1100]17| 91 | 19] 51 | 10
Sulfoxido
Carbendazim e
. 0,05 0,1 0,1-1,5 1.4 1,2 1.4 10 5 10 103 | 3 | 105 15| 116 | 24
benomil
Carbofurano 0,005 | 0,01 0,01-1,5 | 20,9 6,6 4.8 7 5 18 56 | 9| 8 | 6 | 112] 20
Diuron 0,1 0,15 0,15-1,2 | 13,3 13,5 5 4 6 18 126 | 11 98 2 1122 | 6
Imidacloprido 0,01 0,05 | 0,05-1,5| 0,7 2,6 4,0 5 14 14 158 | 15| 55 | 12129 | 2
Tebuconazol 0,15 0,3 03-1,5 6,1 16 94 10 2 24 105 30| 144 | 24 | 158 | 22
Trifloxistrobina | 0,1 0,15 | 0,15-1,5 | 48 10,9 3,1 14 19 24 137 | 4 | 99 | 22| 77 | 6

Fonte- Autoria propria.
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Pode-se observar que os valores obtidos para os limites de deteccdo e
quantificagdo s3o muito menores que os VMP’s, previamente definidos por lei. Isto foi
possivel devido a utilizacdo do método de preparacdo de amostras utilizado (SPE), o qual
permitiu concentrar a amostra 100 vezes em relagdo a concentracao original.

A faixa linear fornecida por esse método alcanca baixos valores de concentragao,
acompanhando a tendéncia de poder monitorar valores cada vez menores de residuos de
pesticidas. No entanto, se os valores obtidos excederem a faixa linear, pode ser realizada a
diluicao da amostra, para que a concentragdo caia dentro da faixa de concentragao fornecida, e
os calculos de concentragdo podem ser corrigidos adicionando um fator de diluicao.

Em relacdo aos critérios de precisdo e recuperacdo, a ANVISA (2017), ndo
especifica faixas concretas de aceitagdo para os resultados. E pedido apenas que se leve em
consideragdo o objetivo ao qual o método € proposto, a variabilidade intrinseca do método ¢ a
concentracdo de trabalho e do analito na amostra. Por isso, levou-se em consideragdao os
valores de precisdo e recuperagdo indicados pelo INMETRO (2016), para a faixa de
concentracao trabalhada nesse estudo.

Quanto a precisdo obtida, apenas os valores para os niveis baixos de precisao
intermediaria do Tebuconazol e Trifloxistrobina e para o nivel mais alto de repetibilidade do
Carbofurano, excederam o valor de 20% do coeficiente de variacdo. No entanto, todos os
valores estdo de acordo com os recomendados pelo o INMETRO (2016), visto que valores de
concentragdes na faixa de 1 ppb podem apresentar coeficiente de variagdo de até 30% para
serem considerados de boa precisao.

Em relagdo a recuperagao do método, foram obtidos valores de 51-158% de
recuperagdao (com DPR de 2-30%). Enquanto a faixa de recuperagdo indicada pelo INMETRO
(2016), se encontra entre 40-120%. Os pesticidas que apresentaram valores superiores a 120%
de recuperagao foram o Diuron e Imidacloprido em todos os niveis de concentragdo testados,
o Tebuconazol nos niveis médio e baixo e a Trifloxistrobina nos niveis alto e médio. No
entanto, na constru¢ao da curva de calibragao do método sao considerados o efeito matriz ¢ a
recuperagao de cada composto, fornecendo um resultado corrigido para as concentragdes

encontradas.
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5.5 Aplica¢do em amostras reais

Das vinte e sete amostras analisadas, 78% estavam contaminadas com pelo menos
um agrotoxico em concentragdes superiores aos limites de quantificagdo estabelecidos pelo
método proposto. A Tabela 17 mostra a relacdo das vinte ¢ uma amostras contaminadas e as
concentragdes (ng/L) encontradas em cada uma delas, juntamente com os valores maximos de
residuos indicados pelos orgaos reguladores- Portaria de Consolidagdo n°5, Conama, Unido

Europeia (EU) e Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US - EPA).
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Tabela 17- Relacao das amostras reais analisadas que apresentaram contaminagdo por agrotoxicos e valores maximos de residuos permitidos por 6rgaos reguladores.

Limites Permitidos
Amostras / Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am | Am -
Pesticidas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | 13 14 15 16 | 17 18 | 21 23 | 26 | Portaria | Conama | EU EPA
(ug’L) | (ng/L) | (ug/Ll) | (ng/L)
2,4,5-T - - - - - - 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,07 - - - 0,6 - - - - - - - 30 2 0,1 50
Aldicarbe
. 0,11 {049 0,12 0,11 | 0,17 | 0,11 | 0,06 - 0,17 | 0,05 - - 0,251 0,13 | 0,13 | 0,05 - - - 0,01 | 0,01 10 - 0,1 1
sulfoxido
Carbendaz.lm e ) ) ) ) i i i i ] ] ] i ) ) ) ] i i i i ] 120 i 0.1 )
Benomil ’
Carbofurano 0,03 | 0,05 | 0,04 | 0,03 | 0,06 - 0,02 - 0,01 | 0,04 - - 0,02 | 0,02 - - 0,03 | 0,01 - - - 7 - 0,1 40
Diuron - - - - - - 0,3 - 0,54 - 0,26 | 0,26 | 0,34 - - - - - - - - 90 - 0,1 -
Imidacloprido - 0,15 | 0,16 - - 0,65 | 0,13 - 0,18 - 0,12 | 0,13 | 0,22 - - - - - - - 0,08 - - 0,1 -
Tebuconazol - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1034 - - 180 - 0,1 -
Trifloxistrobina - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,1 -

Fonte- EPA, 2019; EU, 2018.
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A partir da Tabela 17, podemos observar que a legislagdo mais rigida é a ditada
pela EU (European Comission). A EU especifica que as concentracdes de pesticidas na dgua
potavel ndo podem exceder 0,1 pg/L para um unico pesticida e 0,5 pg/L para o total de
pesticidas de uma tinica amostra.

Considerando os limites da EU as amostras 2,6,7,9 e 13, apresentaram
concentragdes que excederam o total de 0,5 ug/L, estando em desacordo com a lei. Ao que se
refere aos valores individuais de pesticidas, vinte e quatro concentragdes excederam o limite
de 0,1 pg/L. Quando as outras legislagdes sdo consideradas, nenhuma das amostras
excederam os limites especificados.

Apenas o Carbendazim e a Trifloxistrobina ndo foram encontradas em nenhuma
amostra de agua analisada. Salienta-se que esses compostos apresentam baixos valores de
solubilidade em agua, tornando dificil a detec¢do dos mesmos em amostras aquosas. No
entanto, os mesmos sao muito encontrados em frutas, vegetais e seus derivados (Fernandez et
al., 2009; Reichert et al., 2015; Guedes, 2014). A Trifloxistrobina foi colocada no escopo
deste estudo, por causa da sua grande utilizacdo em algumas regides do estado do Ceara,
devido a isto jugou-se necessario a avaliagdo da mesma. J4 o Carbendazim e o Benomil se
encontram no escopo da Portaria de Consolidagdo n°5, como parametro obrigatério na
avaliacdo da qualidade das dguas. Enquanto o Imidacloprido que foi detectado em 33% das
amostras, ndo se encontra no escopo de andlises solicitadas pela portaria. Indicando a
necessidade, de rever a legislagdo vigente ao que se refere ao parametro de andlise de
agrotoxicos.

Os pesticidas mais detectados nas amostras foram o Aldicarbe Sulfoxido e o
Carbofurano, detectados em 56% e 44% das amostras, respectivamente. Ambos pesticidas,
pertencem a classe dos carbamatos, essa classe de pesticidas ¢ conhecida pela sua solubilidade
em agua, trazendo problemas com contaminagdes de rios e lagos (Pico, Blasco e Font, 2004),
podendo causar contaminagdes em aguas de abastecimento como as aqui analisadas.

Os cinco maiores niveis de concentracdo encontrados foram referentes ao
Imidacloprido (Am 6) com 0,65 pg/L, 2,4,5-T (Am 14) com 0,6 pg/L, Diuron (Am 9) com
0,54 ng/L, Aldicarbe Sulfoxido (Am 2) com 0,49 pg/L, Tebuconazol (Am 21) e Diuron (Am
13) com 0,34 pg/L. Vale ressaltar que o pesticida com maior concentra¢do encontrada, ndo se
encontra no escopo dos pesticidas que devem ser obrigatoriamente analisados.

Kussumi (2007), ao analisar amostras de milho do estado de Sao Paulo por LC-

MS/MS, encontrou Aldicarbe Sulfoxido em 20% das amostras analisadas, Carbofurano em
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60% das amostras analisadas e Carbendazim em todas as amostras analisadas. E passivel de
concluir que isso deve-se a solubilidade dos mesmos, visto que o Aldicarbe Sulféxido dentre
os trés agrotoxicos € o que possui maior solubilidade em agua e o Carbendazim ¢ o mais
insoluvel, dificultando a remog¢ao do mesmo em um processo de lavagem simples.

Casado, Santillo e Johnston (2018) ao analisar amostras de aguas de rios
provenientes do sudoeste da Inglaterra, através de LC-HRMS (cromatografia liquida acoplada
a espectrometro de massa de alta resolug@o) encontrou dentre outros pesticidas Carbendazim,
Imidacloprido e Tebuconazol, em concentragdes maximas de 1,6 ng/L, 17,5 ng/L, 14,1 ng/L,
respectivamente. Fora o MCPA, que foi encontrado em concentragdes superiores a 100ng/L, o
Imidacloprido foi o pesticida com maior concentracdo encontrada nas aguas dos rios da
Inglaterra.

Zini (2016) ao analisar agua de abastecimento proveniente do estado do Rio
Grande do Sul, utilizando as técnicas de SPE e LC-MS/MS obteve a mesma faixa de LQ do
presente estudo (0,01 a 0,3 pg/L), ao analisou dentre outros compostos Carbendazim,
Carbofurano, Diuron, Imidacloprido, Tebuconazol e Trifloxistrobina. No entanto, ndo houve
deteccdo de nenhum pesticida com concentragdo superior a faixa de LQ estabelecida pelo
método.

No presente trabalho houve um total de quarenta e sete detec¢des, em vinte e uma
amostras contaminadas. As amostras 7 e 9 apresentaram um maior nimero de pesticida por
amostra individual, um total de 5 pesticidas, sendo eles 2,4,5-T, Aldicarbe Sulféxido,
Carbofurano, Diuron e Imidacloprido. Apesar do grande nimero de amostras contaminadas,
vale ressaltar que nenhuma amostra ultrapassou os VMP’s destinados pela Portaria de

Consolidacdo n°5. Todas as amostras apresentaram concentragdes inferiores a 0,7 pg/L.
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6 CONCLUSAO

Um método multiressiduos foi otimizado utilizando a técnica de SPE no preparo
de amostras. Essa técnica se mostrou eficiente, devido a sua alta capacidade de pré-concentrar
os analitos de interesse, tornando o método mais sensivel e com valores de limites de
quantificacdo inferiores aos VMP’s especificados pela Portaria de Consolidagdo n°5.

O planejamento fatorial composto central usado para otimizar a técnica SPE
proporcionou eficientes recuperagdes para cada pesticida avaliado. As melhores condigdes
foram- acidificagdo da amostra com acido formico (10%) até pH 4 e eluicdo dos agrotdxicos
em 7,5mL da solugao (1/1) MeOH/DCM. O método também contou com volume de amostra
de 100mL e sorvente polimérico Oasis HLB 500mg.

A técnica LC-MS/MS se mostrou ideal para a analise dos agrotdxicos em relagdo
aos parametros sensibilidade e seletividade do método. O modo de aquisicao de dados SRM
permitiu a identificacdo e quantificacdo dos compostos em 22min e 10min, nos modos de
ionizagao positivo e negativo, respectivamente.

Em relagdo a validacdo do método. Este foi considerado seletivo para todos os
compostos, com boa linearidade (0,01-1,5 pg/L), e coeficientes de determinagdo superiores a
0,99. Os tratamentos estatisticos confirmam as suas respectivas linearidades, exceto para o
2,4-D.

Os limites de quantificacdo variaram entre 0,01 e 0,3 pg/L. A precisdo em termos
de repetibilidade e precisdo intermediaria apresentaram DPR (%) de 0,7-20,9% e 2-24%,
respectivamente, menores que 30% como limite indicado pelo INMETRO para a faixa de
concentragao trabalhada.

As porcentagens de recuperacdo para os compostos, Diuron, Imidacloprido,
Tebuconazol e Trifloxistrobina apresentaram valores superiores as recomendadas para a faixa
de concentragdo trabalhada (40-120%).

As andlises das amostras reais de aguas de abastecimento do estado do Cear3,
indicaram uma contaminacdo em 78% das amostras analisadas. Apenas Trifloxistrobina,
Carbendazim e Benomil nao foram detectados nas amostras, ao passo que 0s outros
agrotoxicos foram detectados em pelo menos uma das amostras.

A deteccdo de agrotoxicos da classe dos carbamatos, pertencentes ao escopo da
Portaria de Consolidagdo n°5, tais como Aldicarbe Sulféxido e o Carbofurano foi observada

em 56% e 44% das amostras, respectivamente.
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O agrotéxico Imidacloprido pertencente a classe dos Neonicotinoides, foi
detectado em 33% das amostras analisadas.

O Imidacloprido ndo compde a legislagdo vigente de qualidade das 4guas,
indicando a necessidade de se rever a legislacdo em relagdo ao parametro de agrotdxicos. No
entanto, vale ressaltar que todas as amostras apresentaram valores inferiores a 0,7 pg/L.

Diante do exposto, conclui-se que os objetivos tragados para este trabalho foram
satisfeitos, bem como o método proposto pode ser utilizado em analise de rotina laboratorial,
podendo ser uma eficiente ferramenta utilizada em programas de monitoramento de

agrotoxicos em aguas destinadas ao consumo humano do estado do Ceara.
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APENDICE B- GRAFICOS REFERENTES AS CURVAS ANALITICAS DOS

PESTICIDAS ESTUDADOS.
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APENDICE C- CURVAS FINAIS CONTENDO O INTERVALO DE CONFIANCA A
95%.
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