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RESUMO

O arroz é um dos alimentos de maior consumo no mundo sendo responsavel por
fornecer 21% das necessidades caldricas e 14% protéicas para cerca de seis
bilhdes de pessoas. Para garantir a produgdo, o uso de agrotdéxicos ainda é
necessario para que as pragas, doengas e plantas daninhas ndo ocasionem graves
perdas de produtividade. Para o arroz irrigado no Brasil, existem mais de 70
principios ativos de agrotoxicos recomendados. Apesar da importancia do arroz na
alimentagcao mundial, a pesquisa de residuos para este produto é pouco avancada.
Isto se da pela maior preocupagdo com a agua de irrigacdo deste cultivo, em face
dos impactos ambientais que pode causar. Para deteccdo de residuos de
agroquimicos em arroz existe a necessidade da aplicagdo de multiplas analises pois
das poucas técnicas multirresiduos existentes estas nao se aplicam a maioria dos
agrotoxicos empregados na rizicultura. Apesar dos limitados métodos disponiveis, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em seu relatério do Programa de
Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimento (PARA) constatou que 27,2% das
amostras, de arroz coletadas em supermercados, foram consideradas insatisfatorias
por apresentarem agrotoxicos acima do limite maximo de residuo (LMR) ou residuos
de produtos ndo autorizados. Técnicas analiticas instrumentais precisas e sensiveis
a baixas concentragcdes de residuos devem ser utilizadas para analise destes
alimentos, haja visto que os LMR toleraveis tem sido menores que pug/mL . Através
da cromatografia em fase liquida, acoplada ao espectrémetro de massas no modo
tandem (LC-MS/MS) associada ao método de extragdo QUEChERS, desenvolveu-se
protocolos analiticos capazes de quantificar residuos de agrotoxicos aplicados na
rizicultura em uma unica injecdo em curto periodo de tempo. Sendo assim, apés
otimizagdo da técnica cromatografica, espectrométrica e de extragdo foi possivel
detectar 35 ativos por LC-MS/MS no modo ESI (+). Destes apds avaliagdo dos
parametros de mérito utilizados na validagado de metodologias analiticas foi possivel
estabelecer protocolo para determinacdo de residuos de agrotdxicos em
concentracdo abaixo dos LMR em apenas 15 minutos de analise, sendo que por
calibracdo externa com adicdo de padrao interno foi possivel determinar 20
diferentes compostos simultaneamente com recuperacdo média entre 83,10 e 113,8
% sendo que, por calibragdo por superposicdo de matriz a recuperagdao média foi
mais precisa ficando entre 93,6-104,3% no qual foi possivel aplicar o método para
determinacéo de 28 compostos recomendados no cultivo de arroz.

Palavras-chave: espectrometria, multirresiduos, alimentos,quimica analitica



ABSTRACT

Rice is one of the most consumed foods in the world and it is responsible for providing 21%
of caloric needs and 14% protein for about six billion people. To ensure the production,
pesticide use is still required to pests, diseases and weeds do not cause serious yield losses.
in Brazil, irrigated rice uses about 70 active recommended. Despite the importance of rice in
the global food, residue testing for this product is rather advanced. It is due to greater
concern for water irrigation of this crop in the face of environmental impacts that may result.
For detection of pesticide residues in rice is needed applying multiple analysis and the few
existing multiresidues these techniques do not apply to assets of interest for this crop.
Despite the limited methods available, the National Health Surveillance Agency (ANVISA), in
its report about Analysis of Pesticide Residues in Food Program (PARA) found over 25% of
rice samples collected in supermarkets were deemed inadequate for presenting pesticides
above the maximum residue or residue levels (MRL) of unauthorized products. Instrumental
accurate and sensitive at low concentrations of waste to be used analytical techniques for
analysis of feed, since there has been tolerable smaller than MRL/mL. By liquid
chromatography coupled with mass spectrometry in tandem mode (LC-MS/MS) associated
with the QUEChERS extraction method, we sought to develop analytical technique to
quantify the maximum number of active interest in a single injection in the lower possible
time. Thus, after optimization of the chromatographic technique was possible to detect 35
assets by LC-MS / MS ESI (+) mode. After evaluation of these parameters of merit used in
the validation of analytical methods was possible to develop a method capable of
determining pesticide residues in concentrations of at least seven times below the MRL at 15
minutes of analysis, and by calibration with added internal standard was possible obtain
mean recovery between 83.10 and 113.8% and to determine 20 different compounds
simultaneously, and calibration matrix superposition the average recovery was closer to
getting 100% from 93.6 to 104.3% capacity where the method presented to determine 28
compounds recommended in rice cultivation through a single injection.

Keywords: spectrometry, multiresidues, food, analytical chemistry
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral

Desenvolver e otimizar método analitico rapido para a determinacdo de multiplos
residuos de agrotoxicos, autorizados para a rizicultura brasileira, por meio de unica injecéo e
em periodo minimo de tempo, utilizando LC-ESI(+)-MS/MS como meio de quantificagdo e

QuEChERS como forma de extracao e clean-up das amostras.

1.2. Objetivos Especificos

» Selecionar, entre os agrotéxicos autorizados e empregados na cultura do arroz

irrigado do Brasil, os que comporao a lista de multirresiduos, foco deste trabalho;

» Determinar as condi¢coes de fragmentacdo do ion de cada agrotéxico, que se
deseja analisar, por meio do monitoramento de rea¢gdes multiplas (MRM) usando como fonte

de ionizagéo ESI (+);

» Estabelecer e caracterizar os fragmentos no modo MS/MS que devem ser
acompanhados para qualificar e quantificar os agrotoxicos de interesse para estabelecer um

método analitico;

» Estabelecer os parametros instrumentais cromatograficos na busca de uma
metodologia rapida e capaz de quantificar e detectar o maior nimero de multirresiduos de

agrotoxicos autorizados e utilizados na cultura do arroz irrigado do Brasil;
» Empregar o método QUEChERS para extragao dos agrotéxicos, na matriz arroz;

» Otimizar os métodos de extragdo e anadlise por LC-MS/MS na determinacdo de
multirresiduos de agrotédxicos autorizados para o cultivo de arroz, utilizando como referéncia

0s parametros de mérito;

» Aplicar o método desenvolvido em amostras de arroz disponibilizadas

comercialmente para o consumo humano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ARROZ

21.1. Historico

O cultivo de arroz iniciou-se ha mais de 6.500 anos na Asia e de 14 para a
Europa, de onde foi trazido até as Américas (GOMES, A.S. & MAGALHAES, 2004).
O Brasil é considerado o primeiro pais a cultiva-lo nas Américas pelo fato de os
indigenas, que o chamavam de milho d’agua, cultiva-lo em solos alagados, antes
dos portugueses (EMBRAPA, 2005).

O arroz cultivado no Brasil pertence a espécie O. sativa, diferenciando-se

em duas subespécies principais, indica e japonica (F.A.O., 2004).

2.1.2. Caracteristicas botanico-morfolégicas e nutricional

A planta de arroz é dividida morfologicamente em raizes, colmos (caule),
folhas e flores agrupadas em panicula (Figura 1), onde sdo formados os gréos que
dardo origem a parte comestivel. Pertence a familia botanica das poaceas e é
adaptada a ambientes alagados pela presenca de aerénquimas em seu colmo e

raizes.

19



Figura 1. Panicula de arroz Oryza sativa.

Autor: José Angelo Rebelo, 2014.
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O ciclo de produgéo da planta de arroz varia de 100 a 140 dias (SOSBAI,
2012). O grao sem casca € a cariopse ou fruto-semente envolto pelo pericarpo onde
sdo depositados os pigmentos que diferem os fendtipos de arroz pardo-claro, pardo,

vermelho e preto (Figura 2).

Figura 2. Fenétipos de graos de arroz sem casca (pardo-claro, pardo, vermelho e preto).

O arroz é considerado pela FAO (do inglés, Food and Agriculture
Organization) o alimento mais importante por ser fator mundial de seguranca
alimentar. Principal componente da base da piramide alimentar, caracteriza-se por
fornecer cerca de 20% da energia e 15% das proteinas necessarias a populagéo
mundial. Na Asia, seu consumo atende até 70% da energia consumida por 2 bilhdes
de habitantes, que consomem mais de 80 kg/hab/ano, superior a média mundial de
50 kg/hab/ano (FAO, 2006). A composi¢cao nutricional do grdo de arroz pode
apresentar variagdo em fungcédo do processamento (VIEIRA; SANTOS; SANT'ANA,
1999). Nas tabelas 1, 2 e 3 estado apresentados a composi¢ao nutricional principal, a
mineral majoritaria € a minoritaria do arroz, em fungdo do processamento

empregado no seu beneficiamento.

Tabela 1. Componentes nutricionais principais presentes no arroz integral e polido.

Fonte: Adaptado de (JULIANO, 1985).
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Tabela 2. Componentes minerais majoritarios presentes no arroz integral e polido.

Fonte: Adaptado de (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).

Tabela 3. Componentes minerais minoritarios presentes no arroz integral e polido.

0,3-26,0 0,1-2,2
0,02-0,16 0,025
210-560 200-300
0,03-0,04 0,017
1-6 2-3
0,03 0,02
2-52 2-28
2-36 6-17
0,2-0,5 0,14
0,3 0,3
17 5,86
6-28 6-23

Fonte: Adaptado de (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008)

21.3. Importancia mundial econémica

A producdo mundial de arroz aloca 158 milhdes de hectares, onde sao
produzidos 662 milhdes de toneladas (SOSBAI, 2012), superior a area territorial do
Estado do Amazonas (156 milhdes de hectares), ou a area dos estados do Sul e
Sudeste (150 milhées de hectares) (IBGE, 2013), sendo 75% oriundas do cultivo
irrigado (EMBRAPA, 2005; GOMES, A.S. & MAGALHAES, 2004). O aumento da
producao mundial de arroz de 1% ao ano ndo acompanha o crescimento da
populacéo que é de 1,32% e o consumo anual de 1,27% (WANDER, 2006). Embora
seja um dos cereais mais produzidos no mundo depois do milho, que é destinado
principalmente para o consumo animal, e eventualmente depois do trigo, o comércio
internacional de arroz € pouco expressivo. Isto se da, pois, os trés maiores
produtores, China, india e Indonésia, consomem até 93% do arroz por eles
produzido, e poucos paises exportam sua producdo. A Tailandia, que vende cerca

de 48,2% da sua produgéo, € o maior exportador mundial (USDA, 2012).
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214. Arroz irrigado e a producao no brasil

O Brasil passou de 11° colocado em 2002, para 9° em 2006, ficando entre
os 10 maiores produtores que respondem em mais de 85% da producdo mundial
(Wander, 2006). Em 2013, a regido sul do Brasil passou a produzir 76% do arroz
brasileiro (CONAB, 2013) quando o pais ocupou a 8° posicdo mundial, mantendo-se
como maior produtor ndo asiatico (FAO, 2012). Na tabela 4 estao listados os dados

da produgao de arroz da safra de 2012/2013 no Brasil.

Tabela 4. Area produzida, produtividade e produgdo de arroz na safra de 2012/2013 nas regides
geograficas do Brasil, com destaque para os estados da regido sul.

» _ Area Produzida Produtividade Produgéo

Regides do Brasil ka/ha -

1000 ha % g mil t %

Brasil 2.396,00 100 4.977 11.924,20 100

SUL 1.249,7 52,2 7.308 9.132,9 76,6

RS 1.066,6 44.5 7.438 7.933,4 66,5

SC 150,1 6,3 6.828 1.024,9 8,6

PR 33,0 1,4 5.291 174,6 1,5

SUDESTE 44,6 1,9 3.106 138,5 1,2

CENTRO-OESTE 216,5 9,0 3.223 697,7 5,8

NORDESTE 586,9 24,5 1.523 893,8 7,5

NORTE 298,3 12,4 3.558 1.061,3 8,9

Fonte: (CONAB, 2013; IBGE, 2013)

2.2. AGROTOXICOS

Historicamente, a humanidade combate agentes nocivos a agricultura.
Contra insetos, em 2500 a.C., os sumérios empregavam enxofre e 1600 anos depois
os piretros. Os chineses, no século XIV, empregavam o0 perigoso arsénio.
Compostos organicos para uso como agrotoxicos foram sintetizados e empregados
apos a segunda guerra mundial (BARBOSA, 2004).

Mundialmente, cerca de seis empresas atendem 68% do mercado de
agrotoxicos com movimentacdo de 48 bilhdes de ddélares/ano. Na Figura 3,

observam-se os dados do consumo mundial de agrotéxicos em diferentes regides.
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Global pesticide sales by region
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Figura 3. Investimento mundial na compra de agrotdxicos, por regido, em milhées de ddlares,
no periodo de 2000 a 2012. Fonte: (SCIENCE, 2013)

No Brasil, um dos primeiros agrotéxicos empregados foi o DDT (1943) um
inseticida organossintético. A partir dai o emprego de agrotdxicos tem crescido em
proporcdes incompativeis com aumento da produgado. Entre os anos 1964 e 1998
(34 anos), enquanto a area agricola aumentara 78%, a quantidade de agrotéxicos
empregada aumentou 700% (SPADOTTO et al., 2004). Entre os anos 2000 e 2009
houve crescimento da area cultivada em 26,6% e o consumo de agrotdxicos em
mais de 139%. Apesar de entre 2007 e 2012 o consumo de agrotoxicos crescer
proporcionalmente ao da area cultivada, o Brasil, juntamente com os Estados Unidos
disputam a colocag&o dos maiores mercados de agrotoxicos do mundo, em valor de
mercado. No Brasil, em 2010, Mato Grosso do Sul (20,4%), S&o Paulo (15,5%),
Parana (12,35%), Rio Grande do Sul (10,4%), Goias (10,3%) e Minas gerais (8,8%)
consumiram 77,7% dos agrotéxicos usados no pais que empregou 33% como
herbicida, 32% como inseticida, 29% como fungicida e 5% para os demais
agrotoxicos (SINDAG, 2013). Dada a grande quantidade de agrotoxicos empregados
no cultivo de alimentos € de se esperar que estes possam estar contaminados. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por meio do seu Programa de
Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (Para), monitora
sistematicamente para verificar se os limites maximos de residuos (LMR) vém sendo
respeitados na produgcdo de alimentos. Na figura 4 apresenta-se o resumo dos

resultados do monitoramento de agrotoxicos da Anvisa executado em 2010.

24



Amostras de alimentos com residuos de agrotdxicos
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Figura 4. llustragao dos percentuais de amostras de alimentos que apresentaram residuos
acima dos LMR autorizados pela Anvisa.
Fonte: (ANVISA, 2011a).
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2.21. Conceitos

Diversos sao os termos que denominam substancias sintéticas ou naturais
utilizadas para o controle de insetos, doencgas, plantas invasoras, etc. Os mais
comuns sao praguicidas, pesticidas, biocidas, venenos, ‘remédios de plantas”,
defensivos agricolas e agrotoxicos. O uso de uma ou de outra nomenclatura
depende tanto da conotagédo desejada como do interesse de quem trata do assunto,
como do grau de esclarecimento e experiéncia daquele que a usa. Os termos,
defensivos agricolas e agroquimicos sdo muito amplos pois incluem qualquer outra
substancia como fertilizantes e horménios. Quando empregado o termo defensivo
agricola, fica claro quais seus beneficios, porém, vela os perigos advindos do mau
uso, tanto para o meio ambiente, como aqueles que os manipulam. Praguicidas nos
remetem a agentes controladores de insetos, acaros ou outros macro-agentes como
roedores. Pesticidas, que apesar de ser amplamente empregado e aceito, além de
apresentar semelhanga com o termo “pesticides” do inglés, pode levar a uma
interpretacao literal, algo que pode destruir pestes, restringindo sua agao contra
doencgas epidémicas graves (LARINI, 1999). Termos como “remédio de plantas” e
veneno, apesar de populares, sao inapropriados e pouco especificos, sendo o
primeiro empregado pelos vendedores deste produto e o segundo pelos agricultores,
em funcao das suas experiéncias apds exposicao ao produto (PERES; MOREIRA,

2003). Finalmente, o emprego do termo agrotéxico € mais aceito e regulamentado
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pelo decreto n° 4.074, regulamentado pela lei 7802/1989. Em seu artigo 1°,

paragrafo IV definiu:

“..produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composigao da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da agao danosa de seres vivos
considerados nocivos...” (BRASIL, 2002)
Em atencao a referida lei, empregou-se neste trabalho o termo agrotdxico,
pois permite que se entenda que existe um perigo real em sua aplicagdo (ALVES;
SILVA, 2003).

2.2.2. Classificagao

Dos mais de 1.000 componentes ativos de agrotdxicos disponiveis em mais
de 10 mil formulagbes, podem-se classifica-los nos seguintes parametros:

() abrangéncia de acédo: de contato ou nao sistémicos - ndo se
transloucam pelo sistema vascular da planta, sendo facilmente degradados, agindo
diretamente por contato com o organismo alvo; e sistémicos — transloucam-se pelo
sistema vascular da planta, com agdo prolongada (SILVA; FAY, 2004), podendo
levar ao comprometimento da seguranga pela contaminagao alimentar;

(ll) tempo de persisténcia: dada em fungédo do tempo de meia vida (tq2) dos
compostos, ou seja, 0 tempo necessario para o decaimento exponencial da metade
de sua eficacia. Sdo classificados como de persisténcia curta, média e longa,
correspondendo a um ty2 menor ou igual a 90, entre 90 e 180 e maior que 180 dias,
respectivamente (LOPES, 2013);

(lll) deslocamento: classifica os agrotoxicos de acordo com sua propriedade

de se deslocar no ambiente. Esta classificacdo € dividida em compostos de
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pequeno, médio e grande deslocamento, correspondendo a uma distadncia menor ou
igual a 20, de 21 a 60 e maior que 60 cm, respectivamente (LOPES, 2013);

(IV) fungéo: classificam os agrotoxicos levando em conta o organismo alvo
de controle, herbicidas, fungicidas, inseticidas, acaricidas, muluscocidas,
nematicidas, rodenticidas, bacteriostaticos, etc;

(V) grupo quimico: dos mais de 100 grupos quimicos de agrotéxicos
existentes, ha aqueles que incluem os principais ativos empregados no manejo do
arroz: acido ariloxialcanoico, acido piridinocarboxilico, acido quinolinocarboxilico,
acilalaninato, anilida, antranilamida, benzimidazol, benzoilureia, benzotiadiazinona,
benzotiazol, carboxanilida, ciclohexanodiona, dinitroanilina, estrobilurina, éter
difenilico, glicina, imidazolinona, isoxazolidinona, metilcarbamato de benzofuranila,
metilcarbamato de oxima, neonicotinoide, organofosforados, oxadiazolona, pirazol,
piretroide, sulfoniureia, tiocarbamato, triazol;

(VI) toxicidade: nesta classificacao é possivel estabelecer os parametros que
identificam o grau de risco dos agrotéxicos em fungdo da DL50 determinada em

ratos. Na tabela 5 estido a classificagdo dos produtos em fungao da DL50.

Tabela 5. Parametros para classificagdao da toxicidade dos agrotoxicos e normas para
identificagdo em funcido da DL50 determinada em ratos.

CLASSE DL50 IDENTIFICAGAO NO ROTULO
TOXICOLOGICA e eiel-of2 mg kg " cor da faixa
| Extremamente toxico <5
I Altamente toxico 5a50
1] Medianamente téxico 50 a 500
\Y) Pouco téxico 500 a 5000
- Muito pouco téxico = 5000 -

Fonte: (W.H.O., 2010).

Esta classificagdo permite a interpretagdo do grau de periculosidade dos
agrotoxicos e facilita aos usuarios a certificagdo do risco a que estarao expostos ao
manusearem tais produtos. (LEVIGARD, 2001).
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2.2.3. Ativos agrotoxicos aplicados na rizicultura

2.2.3.1. Herbicidas

Controladores de plantas ndo desejadas na lavoura por diminuirem a
produtividade pela competicdo por espaco, luz, CO, e nutrientes (FLECK et al.,
2008). O mecanismos de agao dos herbicidas ocorrem, principalmente, por inibigao
de enzimas, horménios ou interferéncia no processo de fotossintese. Dentre os
principais grupos, as sulfonilureias: o mecanismo de ag¢do envolve a inibicdo da
sintese de acetolactato, enzima responsavel pela biossintese de aminoacidos de
cadeia ramificada (HAY, 1990). Sao acidos fracos (pka entre 2 e 5) de alta
solubilidade em agua (log Kow < 1), meia vida de 5 a 70 dias no solo, e podem
persistir no solo por até trés anos (HOLLAWAY et al., 2006) resultando em
contaminagao inclusive de aguas (ALMIVIK et al., 2011). As imidazolinonas, cujo
mecanismo de agido se assemelha aos do grupo das sulfunilureias (WEBSTER,;
MASSON, 2001), mas possuem persisténcia maior no solo por nao ficarem expostos
a fotohidrolizagdo como ocorre com aquele grupo. De natureza anfotérica,
apresentam pKa de 1 a 4, propenso a lixiviagao. O tempo de meia-vida € de 30 a
150 dias e prolongado efeito residual nas plantas (BATTAGLIN et al., 2000;
CURRAN; LIEBL; SIMMONS, 1992). No apéndice A1 estdo apresentados os
herbicidas autorizados para emprego na rizicultura irrigada no Brasil, onde é
possivel identificar estes e outros grupos quimicos, assim como suas caracteristicas

fisico-quimicas, tempo de caréncia e demais informagdes para sua identificagao.

2.2.3.2. Inseticidas

O aumento da resisténcia dos insetos aos ativos disponiveis justifica a
incessante busca de alternativas e atualizagdes para controla-los. No entanto, com
as evidéncias de contaminacdo ambiental, tem-se enfatizado, desde os anos 1970, a
necessidade do desenvolvimento de moléculas efetivas, seletivas e de baixa

persisténcia no meio ambiente.
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Os piretroides correspondem a quase 1/3 dos inseticidas no mundo. Obtidos
inicialmente pela trituragdo de flores de plantas do género Chrysanthemum,
apresentam amplo espectro de acgao, eficiéncia, praticidade e baixa toxicidade a
mamiferos, em comparacao a outros inseticidas (HIRATA, 1985). Difundiu-se como
alternativa aos organoclorados, muito persistentes no ambiente, carbamatos e
organofosforados, altamente toxicos, especialmente para o sistema nervoso central.
Apesar da vantagem dos piretroides, sabe-se que estao entre os agrotoxicos mais
nocivos a organismos aquaticos como os peixes (RADHAIAH; RAO, 1990) e
crustaceos (ZIDAR et al., 2012) e as abelhas (BOUNIAS; DUJIN; POPESKOVIC,
1985). Recentemente, ao contrario do que se sabia, esta comprovado que causam
nefro e hepatotoxicidade em ratos (LIANG et al., 2013). Estudos com urina de
pessoas responsaveis por desinfec¢gdes, comprovaram alteragbes que sugerem
avaliacdo desta exposi¢gao ocupacional (WEI; MOHAN; WEISEL, 2012). A acdo em
insetos ocorre no sistema nervoso interferindo na bomba de sodio, matando-os. A
permanéncia no ambiente varia de 17 a 400 dias (LASKOWSKI, 2002). Além dos
piretroides, outros grupos de grande importancia sdo empregados como inseticidas.
Os carbamatos e organofosforados inibem a acetilcolinesterase, porém este ultimo
de maneira irreversivel, o que impede a transmissao sinaptica, paralisando musculos
e o sistema nervoso central (EYER, 2003), matando insetos e humanos. Estes
agrotoxicos apresentam maior numero de intoxicagdo humana. Sua lipofilicidade
facilita a absorgdo pela pele. Podendo incitar a doenga de Parkinson e outros
disturbios neurologicos, e afetar a reprodugdo ao promover defeitos congénitos e
infertilidade (CHOWDHARY; BHATTACHARYYA; BANERJEE, 2014).

No manejo do cultivo de arroz, alguns inseticidas como carbossulfano,
diflubenzurom, malationa, parationa-metilica e pirimifés-metilico sédo indicados contra
aracnideos, em especial os acaros. Estes e outros agrotoxicos utilizados no controle
de insetos no cultivo de arroz estdo listados no apéndice A2, assim como suas

propriedades fisico-quimicas, e dados para a respectiva identificacio.
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2.2.3.3. Fungicidas

Sao antimicrobianos essenciais para a manutengdo da producdo de
alimentos, em especial lavouras extensivas como a do arroz. A brusone (Pyricularia
grisea) € uma das mais importantes doencas que acometem o arroz. Além desta, ha
diversas outras causadas por fungos como Gerlachia oryzae, Rhizoctonia solani,
Drechslera oryzae, etc. Assim, um arsenal de fungicidas busca controlar fungos e
mediar a resisténcia adquirida (EMBRAPA, 2005). Um dos grupos com mais ativos
disponiveis para combater os fungos no arroz € o triazol. Tem como mecanismo de
agao a destruicdo da membrana plasmatica pela inibicdo da sintese do ergosterol e
que também é téxico a roedores (WARD et al., 2006). Tem, ainda, promovido
alteragdes metabdlicas em morcegos (MACHADO, 2010). O potencial téxico justifica
sua inclusdo nas classes | e Il de toxicidade. Os triazdis apresentam tempo de meia
vida (t12) médio de 10 dias, com persisténcia no solo de até 300 dias (BOTTREL,
2012). Outro grupo importante € o benzimidazol, que inibe a biossintese das
tubulinas e interfere na divisdo celular do fungo, matando-o. Apresenta menor
toxicidade pois possui baixa absorgdo dérmica, diminuindo a intoxicagdo durante
aplicagdo. Estudos com carbendazim indicaram que em solo, com lengol freatico
abaixo de um metro, e ndo alagado, dificilmente resultaria em contaminagao de agua
subterranea, ja que sofrem degradagao microbiana em até 28 dias (PASZKO, 2014),
catalisada em pH basicos (ACIEGO PIETRI; BROOKES, 2008).

Nos anos 1990, o grupo da estrobirulina foi empregado na agricultura
(MCCARTNEY et al., 2007), extraido do fungo Strobilurus tenacellus. Estes inibem a
respiragcdo mitocondrial e sdo aplicados no combate a fungos resistentes a outros
fungicidas (SUDISHA et al., 2005). Apesar de toxico a peixes e invertebrados
(RODRIGUES; LOPES; PARDAL, 2013) tem sido preferido, pois apresenta menor
impacto ambiental (ROSENZWEIG et al., 2008). Além deste, existem outros
fungicidas pertencentes a grupos quimicos distintos empregados na rizicultura. No
apéndice A3 estao listadas as propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos que, em
associagao ou isolados, s&o ferramentas de controle fungico.
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3.1.5.2. Limites maximos de residuos (LMR)

No Brasil, a Anvisa define os LMR de agrotoxicos para os alimentos
disponibilizados para consumo. Estes limites podem ser expressos em, ug g'1 ou
mL' e mg kg'1 ou L. A presenca de residuo depende do manejo, das boas praticas
agricolas e respeito ao tempo de caréncia. Alimentos que contenham agrotdxicos
além dos LMR apresentam risco de contaminagéao, pois podem levar ao consumo de
substancias acima do limite de ingestao diaria aceitavel (IDA) e/ou extrapolam a
dose de referéncia aguda (DRy), que s&o pardmetros empregados na determinagéo
dos LMR. A avaliagéo toxicoldgica, recomendagdes de IDA e calculos de LMR sé&o
recomendados por 6érgdo como Food and Agricultural Organization (FAO), World
Health Organization (WHO) e CODEX Alimentarius Mundial. A IDA é estabelecida
por meio de experimentos de avaliagdo toxicolégica em animais e determina a
relacdo massa corpdérea e a quantidade de substédncia que pode ser ingerida
diariamente durante o tempo de vida humana (W.H.O., 2010). Os LMR séo
revisados em funcido das descobertas relacionadas a toxicidade via oral e proibicdo
de uso, assim como a inclusdo ou exclusado da aplicagdo de algum dos principios
ativos em outros alimentos, o que resulta na necessidade de estabelecer novos LMR
pela redistribuicdo deste na ingestdo diaria. Os LMR permitidos no arroz para os
anos de 2009, 2010 e 2014 estido na tabela 6.
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Tabela 6. Limites maximos de residuos de agrotéxicos em arroz (ANVISA, 2009a, 2011b, 2014)

(continua)
: LMR (ug.g™) ; LMR (ug.g™)
AGROTOXICO 5559 T2010/11 | 2014 | AGROTOXICO 5555 T 201011 | 2014
Ciflutring. 0,01 | 001 | 0,01 Esfenvalerato” 1 1 1
Fipronil 001 | 001 | 001 A-cialotrina® 1 1 1
Metalaxil-metil | 0,01 | 001 | 0,01 Tetraconazol” 1 1 1
Kresoxim-metil . | 0.02 | 002 | 0,02 Tiametoxam" 1 1 1
B-cipermetrina | 03 | 003 | 03 Clorotalonil® 2 2 2
-, 003 | 04 | Ditiocarbamatos® 3 3
Furatiocarbe | 0,03 | 0,03 | 0,03 Etofemproxi” 3 3 3
Acetamiprido. | 005 | 005 | 03 Malationa"” 8 8
B-cifiutrina 0,05 | 005 | 005 | Pirimifos-metilico® | 10 10 5
Gipermetrina. | 0.05 | 0,05 | 0,05 Imidacloprida® 005 | NA | 005
Oxyfluorfem | 0,05 | 005 | 0,05 Malaoxon"” NE | NE
Pendimetalina . | 005 | 005 | 005 Paraoxon-metil" NE NE
Tiobecarbe. 005 | 005 | 005 Azinsulfuron™ 0,1
Trifluraling 005 | 005 | 005 Benfuracarbe"” 0,05
Picoxistrobina | 0,07 | 007 | 007 Bentazon” 0,02
Azoxistrombina™ 0,1 0,1 0,7 Bispiribac-sédio™ 0,05
Clomazone™ 0,1 0,1 0,1 Clorantraniliprole" 0,2
Diflubenzurom" 0,1 0,1 0,1 Ciclossulfamurom™ 0,1
Permetrina” 0,1 0,1 0,1 Cicloxidim™ 0,5
Picloram™ 0,1 0,1 0,1 Cihalofop-butil™ 0,01
Propiconazol™ 0,1 0,1 0,1 Etoxissulfurom™ 0,05
Tebuconazol” 0,1 0,1 0,1 Fenoxaprop-p-etil™ | 0,05
Tiodicarbe” 0,1 0,1 0,1 Glifosato™ 0,2
2-4 D™ 0,2 0,2 Imazapic"” 0,05
Carbofurano” 0,2 0,2 0,2 Imazapir"” 0,05
Carboxina" 0,2 0,2 0,2 Imazetapir™ 0,05
Parationa-metilica” | 0,2 0,2 0,2 Metsulfurom-metil™ 0,02
Tiabendazol™ 0,2 0,2 0,2 Oxadiazom™ 0,05
Trifloxistrobina™ 0,2 0,2 0,2 Penoxsulam™ 0,01
Epoxiconazol” 0,3 0,3 0,3 Propanil(h) 2
Carbendazim® 0,05 0,5 0,5 | Pyrazosulforom-etil(h) | 0,01
Carbossulfano" 0,5 0,5 Quinclorac(h) 0,05
Miclobutanil” 0,5 0,5 0,5 Tiofanato metilico(f) 0,5
Bifentrina" 0,7 0,7 0,7 Triciclazol(f) 0,3
Deltametrina” 1 1 1 Triclopir(h) 0,05
Difenoconazol™ 1 1 1

Fonte:(ANVISA, 2009b, 2011b, 2014). (h) herbicida; (i) inseticida; (f) fungicida; NE: ndo estabelecido;
NA: n&o autorizado.
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2.3. METODOS DE ANALISE DE MULTIRRESIDUOS EM ALIMENTOS

2.31. Métodos cromatograficos

A cromatografia é uma técnica que busca a separacdo de componentes
presentes em uma amostra, pela distribuicdo entre uma fase estacionaria (FE) e
uma fase mével (FM), em fungao de suas propriedades fisico-quimicas. Esta técnica
€ ideal para separagao e auxilio na identificagdo de componentes de uma mistura,
principalmente por meio da maioria dos detectores onde a determinagdo deles
necessita ser impreterivelmente inferida individualmente para se evitar
interferéncias. Além disso, existe uma tendéncia para que os métodos analiticos
instrumentais tenham cada vez mais capacidade de detectar compostos em tracgos,
principalmente na determinagdo de contaminantes em matrizes ambientais e de
alimentos. E por isso que os métodos cromatograficos sdo os mais indicados para

atingir estas exigéncias.

2.3.1.1. Cromatografia em fase gasosa

A cromatografia em fase gasosa (GC) tem como base o emprego de uma
FM gasosa, que transporta os componentes da mistura através da FE liquida ou
sdlida. Os componentes da mistura que podem ser separados por GC devem
possuir algumas propriedades como termo-estabilidade, volatilidade, dissolugcéo na
FM e apresentar temperatura de ebuligdo de até 300°C (HARRIS, 2008).

2.3.1.2. Cromatografia em fase liquida

A cromatografia em fase liquida (LC) é uma técnica de separagao
consagrada e bem estabelecida, que possibilita a determinagdo de moléculas
termolabeis e nao volateis, diferentemente da GC. Estas condi¢des viabilizam que e
os analitos alvo da separacdo possam permanecer solubilizados, o que permite a
determinagdo de 80% dos compostos sintéticos (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

33



2.3.2. Espectrometria de massas

2.3.2.1. Definicbes e instrumentacao

A MS é uma técnica instrumental capaz de identificar e quantificar
compostos pela determinacéo indireta da massa molecular, e pode ser aplicada
mesmo quando a separagao cromatografica nao é completa, ou seja, quando ha co-
eluicdo de compostos (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Por meio de um campo elétrico ou magnético é possivel selecionar um ion
pela sua razdo massa carga (m/z — “mass to charge ratio”), identificando o analito de
origem. Assim, pela m/z se estabelece a composi¢cao quimica elementar e estrutural
de compostos, pela formagdo do ion quasi-molecular e pelas fragmentagdes
controladas e reprodutiveis na cela de colisdo por dissociagao induzida por colisao
(CID). E possivel obter fragmentos neutros como H,O, MeOH, CO e CO,, quando
CID é realizada com baixas energias, valiosa na determinag¢ao de grupos funcionais
presentes na molécula. No entanto, quando empregado energia em excesso, a
fragmentacao é descontroladamente e de pouco interesse.

Na analise quantitativa, a MS é uma ferramenta poderosa, especialmente no
modo tandem, pois € possivel gerar um ion caracteristico de uma molécula,
detectando-a e quantificando-a a partir do ion e fragmentos. Mesmo quando em uma
mistura se encontram moléculas de mesma massa molar nominal, € possivel
diferenciar os analitos (THURMAN et al., 2013), uma vez que esta determinagéo
envolve a filtragem, fragmentacgao e focalizagao individual e especifica estabelecida
em uma janela de tempo denominada “dwell time”, que ocorre em milissegundos
(ms), dedicada para cada ion precursor de interesse e seus respectivos fragmentos,
reduzindo o ruido e elevando a detectabilidade.

Os processos de ionizagao, filtragem, focalizagao, fragmentagao e detecgao
que ocorrem no MS dependem de alguns componentes principais:

(I) Fonte de ionizagao (Fl): interface de interag&o instrumental de separacao

e deteccdo de massas, além de promover a ionizagado dos analitos;
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(I) Analisadores de massa individual (MS) ou em sequéncia (tandem):
responsaveis por filtrar e focalizar ions e fragmentos, além de compor a cela de
colisao para conducao ao detector dos fragmentos formados;

(lly Cela de colisao: local onde ocorre dissociagdo induzida do ion quasi-
molecular por colisdo com gas inerte (Ar, He, N2), para formacao dos fragmentos;

(IV) Detector propriamente dito: local onde os ions quasi-molecular e
seus fragmentos sdo quantificados e detectados. Na figura 5, o esquema para

identificagcdo dos componentes principais do MS.

Q1: Filtro de selegédo do ion molecular
Q2: Célula de colisao (gas de colisao)
Qa3: Filtro de selegao dos fragmentos

SKIMER Cela de colisdo
CID

- e — |
\ ) a1 Q2 Q3 ‘

DP EP CEP CE CXP DETECTOR
DP (V): Potencial de desagrupamento
EP (V): Potencial da entrada
CEP (V): Potencial da entrada da célula
CE (eV): Energia de colisao
CXP (V): Potencial da saida da célula

Dissociagéo Induzida por Colisdo
CID

Figura 5. llustragao dos componentes do MS quadrupolar em tandem. (Q0, Q1, Q2, Q3:
estruturas compostas por quadrupolos) (DP, EP, CEP, CE, CXP: energias de filtragao,
focalizagdo e fragmentagao) (CAD Gas: Gas de colisao (Ar, He N2) para promocgiao da CID).
Fonte: Adaptado de (ABSCIEX, 2012)

2.3.2.2. Fontes de ionizacao (FI)

O processo de deteccéo por MS inicia com a ionizacdo dos compostos alvo.
Uma energia é aplicada de acordo com o agente de ionizagao e transferida direta ou
indiretamente a amostra para promocao da ionizacdo do composto. Como existem
inumeros tipos de amostras e espécies quimicas, diferentes estratégias de ionizagao
tém sido desenvolvidas para adaptar o sistema a cada situagdo. O sucesso da
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andlise depende da formacao do ion quasi-molecular livre, em gota ou em fase
gasosa, onde é determinada a relagédo m/z do ion. O alcance e a utilidade do método
de MS sao proporcionais aos resultados obtidos pelo processo de ionizagdo. Os
agentes ionizantes das fontes de ionizagcdo empregados em MS devem ser
escolhidos de acordo com as caracteristicas da amostra e do analito. Ao contrario de
amostras gasosas, onde os analitos ja se encontram disponiveis, nas amostras
sdlidas ou liquidas os analitos devem sofrer dessorcdo na forma de ions quasi-
molecular. Em amostras liquidas os analitos ndo precisam ser volateis ou
termoestaveis, o que é vantajoso. Na figura 6 estédo identificados as principais fontes
de ionizagdo que, dependendo da massa molar, volatilidade e da polaridade dos
analitos de interesse pode-se empregar diferentes métodos instrumentais

cromatograficos e de ionizagao.
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Figura 6. Distribuicdo das moléculas em fun¢ao da polaridade, volatilidade e massa molar em
funcgao da possibilidade de determinagao por LC/MS x método de ionizagao e CG/MS.
Fonte: (SILVA; COLLINS, 2011; SLOBODNFK; BRINKMAN, 1999)

A FI por spray de elétrons (ESI — Electrospray lonization) foi a técnica
empregada neste estudo. A descricdo mais detalhada das suas caracteristicas,
assim como dos processos e teorias que envolvem a ionizagao por este método esta

colocada a seguir.
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2.3.2.2.1. lonizagéo por spray de elétrons (ESI — Electrospray lonization)

Esta técnica, que ocorre em pressao atmosférica (APl — atmospheric
pressure ionization) foi sugerida por Marcolm Dole e colaboradores em 1968 (DOLE,
1968) para determinagdo da massa de macromoléculas de poliestireno, mas ja em
1917 a nebulizagdo por eletrospray foi citada e pela primeira vez (ZELENY, 1917).
Apesar de aqueles autores ndo conseguirem bons resultados em fungdo das
técnicas a eles disponiveis, foram eles que definiram muito do que se sabe hoje na
aplicagdo da ESI. A partir de 1984, Masamichi Yamashita e John Beneth Fenn
demonstraram que era possivel emprega-la na determinagdo de massas associada
a um MS (FENN, 2002; FENN et al., 1989).

Na figura 7, uma foto da FI Turbo V da AB Sciex acoplada ao MS do tipo API
3200, empregado neste trabalho.

&N

i/
n'

®
L) . ’

Turbo V™

Figura 7. Fonte de ionizagao Turbo V da AB Sciex (espectrometro de massas API 3200).
Fonte:(ABSCIEX, 2012).

A FI, apesar de promover a ionizagao por eletrospray, pode se comportar
apenas como um sistema de interface entre o cromatografo (LC) e o MS. Nestes
casos ocorre a transferéncia das moléculas pré-ionizadas em solu¢ao para uma fase
gasosa dessolvatada (BERKEL; MCLUCKEY; GLISH, 1992).
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O solvente da FM envolve os ions ou a molécula a ser ionizada em uma
esfera de transporte. Este processo endotérmico sob baixa energia viabiliza a
determinacao de substancias termolabeis nao volateis, reprodutivelmente. Isto se da
por ocorrer em condigées que permite aos ions presentes na forma gasosa serem os
mesmos oriundos da forma liquida, sem ocorréncia de fragmentag&o prematura.

O spray, originado pela nebulizagdo do solvente, & formado pelo
bombeamento da FM através de um capilar metalico, com didmetro de 50 a 100 ym,
submetido a alta voltagem. O capilar ejeta um aerosol da FM que contém os
analitos, em diregdo a um eletrodo que conduz os ions até o orificio de entrada do
MS (YAMASHITAT; FENN, 1984). Este orificio € o ponto de menor potencial e por
isso ocorre a menor repeléncia dos ions quasi-molecular o que permite a entrada
deles, num processo denominado eletroforético (MORAES; LAGO, 2003). A FM
evapora (dessolvata) pela agcdo dos gases secantes e aumenta a densidade de
carga das goticulas pela redugdo da massa (COLE, 1997). A dessolvatagéo
favorece a ionizagdo das moléculas que serédo focalizadas para dentro do MS de
acordo com sua carga positiva ou negativa, em funcdo da configuragédo
estabelecida (Figura 8).

Sonda ESI
“’° Entrada de amostras

Gas de nebulizagéo(N,)

Fonte de aquecimento

Espectroémetro de massas

+ + o+
Cone de entrada de ions

Figura 8. Representacao da fonte de ionizagao ESI com os ions sendo focalizados para dentro
do espectrometro de massas. Fonte: Adaptado (MOSONACO, 1999).

38



2.3.2.2.1.1. Dessolvatacao e formacgao dos ions

Quando a molécula ndo se encontra espontaneamente pré-ionizada na
solugdo da FM, a ionizagdo comega a ocorrer com a formagéo do cone de Taylor
(Figura 9 e 10) originado na ponta do capilar, descrito por Geoffrey Ingram Taylor em
1964, baseado nos trabalhos pioneiros de Zeleny.

Figura 9. Formacao simulada do Cone de Taylor e do desprendimento de uma gota pela
instabilidade de Rayleigh, principio da formagao do aerossol que ocorre na Fl por eletrospray.
Fonte:Adaptado de (HILTON; VAN DER NET, 2009).

Figura 10. Imagem do processo de formagao do aerossol por eletrospray similar ao da fonte de
ionizagao do tipo ESI. (A) Capilar; (B) Cone de Taylor; (C) Spray. Fonte: (USF, 2013).

Entao, com a formacao deste cone um aerossol é produzido pela liberacao
de gotas com alta densidade de carga, favorecendo a dessolvatagdo sob agao do
fluxo de N aquecido. Assim, dois mecanismos distintos de ionizagdo comegam a

ocorrer:
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(I) Modelo de carga residual (CRM — charged residual model): de acordo
com esta teoria, proposta por Dole em 1968, gotas carregadas contendo solvente
sofrem evaporagdo e perdem sua massa e aumentando a carga superficial até o
limite de Rayleigh, onde a for¢a de repulsao é tal que, por agdo couldbmbica, a gota é
rompida e forma goticulas de menor massa e mais carregadas. Este processo se
repete até que as gotas atinjam aproximadamente 1nm contendo um ion na fase
gasosa ou uma carga associada a uma molécula neutra. A dessolvatagao, que reduz
o tamanho da gota, promove a transferéncia de suas cargas para as moléculas
(analitos) (DOLE, 1968; KONERMANN, 2009).

A carga maxima que uma gota pode suportar depende do raio desta gota e

leva a fisséo explicada pela equagao deduzida por Rayleigh (1882), abaixo:

Equagdo: Q=81r. (¢ . Y . R*)"2 onde: Q = carga maxima; ¢, = permissividade
livre no espacgo; Y = tensao superficial da gota; R = raio da gota.

A figura 11 representa a formagéo das gotas de menor raio e elevada carga.
Este processo ocorre em condi¢gdes onde existe um campo elétrico muito alto. As

gotas descendentes passarao pelo mesmo processo.

O

I

>

v

Figura 11. Deformacédo e fissdo da gota, desprendida do cone de Taylor, submetida a um
elevado campo elétrico. (I) gota recentemente desprendida do cone de Taylor; (ll) inicio do
processo de deformacao; (lll) Deformacao acentuada da regido com maior densidade de carga em
direcionada pelo campo elétrico; (IV) formagao das gotas descendentes de menor massa e elevada
carga. Fonte: (MORAES; LAGO, 2003).
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() Modelo da evaporagdo do ion (IDM — ion desorption model): Julio
Victor Iribame (1916-2012) e Bruce A. Thomson em 1979 propuseram um modelo
onde a formacao dos ions ocorre quando as goticulas atinjam 10 a 20 nm. Neste
momento sao obtidos os ions quasi-molecular que imediatamente evaporam. Estes
ions sdo formados pela carga das gotas da nebulizagdo eletrostatica originada da
ponta do capilar do eletrospray, sem atingir o limite de Rayleigh e sem que
ocorresse a ruptura da gota pela expulsdo couldmbica (IRIBARNE; THOMSON,
1976; WANG; COLE, 2000). Atualmente, ainda nao foi possivel estabelecer as
condigbes que definem se a ionizagdo estd sendo realizada exclusivamente por
CRM ou IEM. O que parece mais provavel é que os dois mecanismos ocorrem
simultaneamente e o processo de ionizagao por eletrospray possibilita a ocorréncia
destes dois processos indistintamente (BLADES et al., 2004; KATTA; ROCKWOOQOD;
VESTAL, 1991). Para ilustragdo da ocorréncia simultdnea destes processos
observe-se a figura 12. Ha estudos que apontam uma tendéncia para que moléculas
hidrofilicas sejam ionizadas por CRM e moléculas hidrofébicas pelo processo IDM
(DASS, 2007; HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Capilar Cone de Mcrogots E“PD'E?ED e

Taylclr multicarregada Fisséo @ ﬂ':
Spr:

@ @ ’ ay@ Evaporagao Flesdo .
@ ; —
= o<l ) @ .

Fonte Analito B

Formacao
dos ions

Figura 12. Modelo de ionizagao por eletrospray com ocorréncia simultdnea dos modelos de
carga residual (CRM(A)) e de dessor¢ao de ions (IDM(B)).
Fonte: (SOUZA, 2008)

2.3.2.3. Analisador de massas

Os analitos apds ionizados sio levados da interface ou Fl para dentro dos
analisadores de massa sob alto vacuo. Os ions sdo filtrados, selecionados,
focalizados e fragmentados de acordo com seu valor de m/z. Existem varios tipos de
analisadores de massas cuja fungdo basica é garantir a chegada dos ions quasi-
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molecular ou fragmentos de interesse até o detector propriamente dito, através da
aplicagcao de campo elétrico ou magnético.

Os analisadores quadrupolares, usados neste estudo, sao compostos por
dois pares de barras cilindricas (eletrodos) dispostos paralelamente em um eixo x e
y (Figura 13), onde um campo elétrico é aplicado alternadamente entre os pares de
eletrodos conectados. Este campo garante a trajetéria do ion através do eixo z de
acordo com sua relagcdo massal/carga descrito pela equagcdo de Mathieu que
estabelece as condi¢des pelo qual o ion seguira uma trajetéria helicoidal estavel até
o detector (MAKAROQOV, 2000). Estas condigbes estao relacionadas ao potencial de
corrente direta (DC- direct-current) e a uma radio frequéncia (RF) do campo elétrico
capazes de focalizar ions com m/z especificos. Esta relagcdo DC e RF, especifica
para cada m/z, garante a selegdo dos ions para sua posterior fragmentacao e
detecgdo. Este mecanismo foi descrito por Paul & Steinwedel em 1953 e mais tarde
por Peter Dawson no livro “Quadrupole mass and its aplications” em 1976. Em 1984
Glish & Goeringer, associaram o quadrupolo a um analisador do tipo Tempo de Voo
(TOF — Time of flight), onde postularam as vantagens da utilizagdo do quadrupolo
pelo baixo consumo de energia e fragmentagdo controlada de ions por dissociagao
induzida por colisdo (CID — collision induced dissociations) denominada, na época,

como dissociagao ativada por colisdo (CAD — collision-activated dissociations).

ION FOCALIZADO

"+ -@— iON ELIMINADO

Figura 13. Representagdo dos eixos X, y e z no quadrupolo com pares de barras dispostos
perpendicularmente e da filtragdo com a trajetéria de um ion focalizado e um eliminado.
Fonte: (CHROMACADEMY, 1999)

Além dos analisadores de massa do tipo quadrupolo existem outros tipos de
analisadores que dependendo da amostra a ser analisada ou da seletividade

necessaria para determinar compostos de m/z muito proximas podem ser requeridos
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ou ainda associados no modo tandem (Figura 14), ou seja analisadores dispostos

em sequéncia.

Figura 14. Esquema de um triplo quadrupolo operando de forma a detectar apenas um
fragmento oriundo do ion quasi-molecular (modo MRM (Monitoramento Multiplo de Reag¢ées)).
Fonte: (IGLESIAS, 2014).

2.3.2.4. Analisadores de massas em sequéncia (tandem)

Em equipamentos onde os analisadores de massa sdo dispostos em
sequéncia, estes sdo chamados de tandem-ms, MS/MS ou MS". Na década de
1960, Gustafsson e Lindholm empregaram tandem nos estudos de troca de carga
entre ions positivos e pequenas moléculas; Futrell e Miller (1966) empregaram dois
analisadores de setor estatico com duplo foco (BEEB) em estudos de reagdes ion-
molécula (FUTRELL; MILLER, 1966; GUSTAFSSON; LINDHOLM, 1960).

Diversas sao as possibilidades de combinagbes em tandem, tais como: ()
quadrupolo ciclontron-quadrupolo ion trap (ICR-Trap) (STINGL et al., 2006); (Il)
analisadores de setores magnético (B) e elétrico (E), obtendo tandem do tipo EB,
B2E; (II1) associando os de setores as cela de colisdo (q) e/ou analisador quadrupolo
(Q), BQQ, BEQ, EBQ, QB, EQ, BEgQ (Schoen et al., 1985 Guanyi et al., 2013); (IV)
associag¢des ao TOF, como BE-TOF, B-TOF, Q-TOP, TOF-TOF (HARNISCH et al.,
2014; WANG et al., 2014), etc. Segundo Domon & Aebersold os tandem apresentam
diferengas no seus principios fisicos, padroes de desempenho, modo de
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funcionamento e capacidades limitantes ou adequadas para apoiar diferentes
estratégias analiticas especificas (Tabela 7) (DOMON; AEBERSOLD, 2006).

As configuragbes tandem mais comuns agrupam trés MS: (I) quadrupolos
(QQQ), criado por Yost e Enke (1978); (1) quadrupolo associado ao de tempo de voo
(QToF) apresentado por Glish e colab. (GLISH; MCLUCKEY; MCKOWN, 1987); (lll)
e duplo TOF (ToF-ToF) (ALDERDICE et al., 1993), ambos desenvolvidos gragas aos
trabalhos do grupo de Beynon e Cooks (COOKS et al., 1973) viabilizando a CID

(JENNINGS, 1968; MCLAFFERTY et al., 1973).

Tabela 7. Caracteristicas e performances de alguns espectrometros de massa em tandem.

IT-LIT

Qq-ToF

ToF-ToF

FT-ICR

QqQ

Qq-LIT

Precisao (massas)

++

++

++++

+

+

Poder de resolugao

+++

++++

Sensibilidade (LD)

+++

+

+++

+++

Faixa dindmica

+

+++

+++

ESI

v

v

v

MALDI

MS/MS

v

v

v

Capacidades adicionais

Precu

rsor, Neutral, MRM

Identificacédo

++

+++

+

+

Quantificagao

++

++

+++

+++

Vazao

+++

+++

++

++

++

Deteccao de modificagoes

+

+

+

+++

Nota: (IT) ion trap; (LIT) Linear lon trap; (FT-ICR) Transformada de Fourier Orbitrap; (ICR) ciclotron;
(Qq) quadrupolo e célula de coliséo; (-) baixa; (+) moderada; (++) boa (+++) muito boa; (++++)
excelente. Fonte: Adaptado de (DOMON; AEBERSOLD, 2006).

Na maioria dos casos os equipamentos possuem um MS para selecionar o
ion precursor (Q1); uma cela de colisdo responsavel pela fragmentacédo do ion (Q2);
e um analisador (Q3) que permite a passagem de ions precursores remanescentes e

a selecao dos fragmentos até o detector.
2.3.2.4.1. Analisador de massas (Q1(MS"))

O MS’ é responsavel pela selegdo, da molécula ionizada advinda da fonte.
Cada ion é selecionado, em uma janela de tempo de ms. Quando MS' é do tipo

quadropolar, a selecdo depende de um potencial DC associada a uma RF do campo
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elétrico, capaz de focalizar ions com m/z especificos; quando se trata de analisador
de setor um campo magnético e/ou elétrico é aplicado; se do tipo ion Trap, aplica-se
RF; nos do tipo TOF emprega-se uma voltagem especifica; se for um ICR, € uma DC

baixa, até a liberagdo do ion com acédo de uma RF.
2.3.2.4.2. Cémara de colisao (Q2)

Nesta camara, célula ou cela de colisdo, apenas uma RF é aplicada para
que o analisador de massas conduza o ion quasi-molecular do MS' através da cela,
e obtenha os fragmentos por colisdo (CID (Figura 15), encaminhamento dos ions
precursores remanescentes ou para varredura no modo ion precursor.

A fungado principal desta camara é submeter os ions quasi-molecular a
colisdes com um gas, induzindo a fragmentagado daqueles, formando ions produto
que servirdo para quantificagdo e confirmacdo da presenga da molécula de

interesse.

fragment neutral

el lost

[ ¥ 3_1 . :
F Irsor | =g » fragment ions
ions _> & ]lo %sii..o_: P . : ’ (product ions)

- - >
(I 1 ‘Q\ : 5
activated | e
lon fragmenting activated fragment ion

o {(continues to fragment)

Figura 15. Desenho esquematico da fragmentacao por CID. Fonte: (BRISTOL, 2014).

A CID divide-se em duas etapas; (I) ativagao do ion precursor pela colisdo
com gas, onde parte da energia cinética € convertida em energia interna; ()

dissociagao unimolecular do ion precursor excitado.
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2.3.2.4.21. Fragmentagéo do ion quasi-molecular

A fragmentacdo do ion acontece apds sua colisdo com um gas, que resulta
na formagéo de dois ou mais fragmentos onde pelo menos um deles € um ion. As
principais reagdes que levam a esta fragmentagéo ocorrem de acordo com alguns
dos mecanismos (MENET, 2011) (Tabela 8 e Figura 16).

Tabela 8. Mecanismos de fragmentagdo mais comuns (MENET, 2011).

Iniciada em uma ligagédo C-C.

—» —C" + —cC-

Iniciada pelo sitio radicalar vizinho. A reatividade segue a ordem dos sitios de Lewis
(N>S,0,Ce¢Hs>F, Cl, Br, I).

[ C C Z] —» C=—Zt + —C-
[ C/N ’6\ E] R E
N7 e—C *
VR + -+
[ © © Z1] —» C==Z + —C-

Inicia pela carga do ion em uma ligagcdo C-Heteroatomo. Do tipo heterolitica, inicia
pela quebra da ligagdo de carga, com a carga em movimento. O efeito indutivo é
mais pronunciada a medida que o atomo de Y é electronegativo (F > Cl > Br > |> S,
S>>N, C).

[ c——cC (; I+ » C—cCc* + Zz-
Eliminacdo de H vicinal e de heteroatomo.
N + i
[—CH—C=—=Z] il S cl + zZzH

Ocorre quando existe uma ligagdo dupla em um anel com seis atomos de carbono.

[ ] [ ] i

Presenca de hidrogénios y com relagdo ao centro de carga, e geragdo de um ion
radical a partir do cation radical M++. Ocorre com a transferéncia de um atomo de
hidrogénio em um grupo polar, exigindo a presenga de uma dupla ligagdo e um
atomo de hidrogénio (Figura 21).
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Figura 16. Fragmentos mais frequentes que dependem da fungao quimica do precursor
obedecendo o rearranjo McLafferty gerado por CID.
Fonte: Adaptado de (MENET, 2011).

2.3.2.4.3. Analisador de massas (Q3(MS?))

Opera de forma idéntica ao MS', no entanto, de acordo com o modo de
operagao selecionado (varredura ou monitoramento) tem a fung&o de focalizar o ion

quasi-molecular e/ou os fragmentos.
2.3.2.5. Modos de operacéao
2.3.2.5.1. Varredura completa (Full scan)

Esta varredura é empregada quantitativamente para verificar ou confirmar a
presenca de ion quasi-molecular advindo da amostra ou padrdo antes da infusdo
direta no MS. Antes da obtenc¢ao da biblioteca MS, feita por infusdo direta do padrao,
€ indicado fazer a varredura completa de qualquer m/z ou dentro de uma faixa

esperada, para detecgao do ion correspondente ao padrao infundido.
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2.3.2.6.2. Varredura dos ions produzidos (product-ion scan)

Nesta varredura, estabelece-se qual ion precursor deve ser selecionado pelo
MS' para ser submetido & fragmentacdo por CID em MS? e identificar seus ions-
produto caracteristicos, o0 que possibilita determinar a estrutura do ion precursor
(Figura 17).

Selecionado Fragmentado Detectado
] [ ] | ] 1
o
Varredura dos coco g & 2 28
ions produzidos © O (I eioic .
L N *e e
@
] [ ] | ] m/z
Fonte Ms' Ms® Ms’

Figura 17. Representagao das condigoes de operagdo no modo varredura dos ions-produto.

2.3.2.6.3. Varredura do ion precursor (precursor-ion scan)

Esta varredura é empregada, principalmente, quando diferentes ions
precursores podem gerar fragmentos iguais. Assim, os ions-precursor que formarem
o mesmo fragmento serdo auto-identificados e formando espectros dos ions-
precursor que possuem os mesmos fragmentos (Figura 18).

Nos casos onde diferentes ions-precursor geram fragmentos iguais, existe a
possibilidade de geragdo de ruido quimico. Este ruido advém de fragmentos
oriundos de outras moléculas presentes na amostra, porém € minimizado pela
selecao que ocorre mo MS'.

Detectado Fragmentado Selecionado
T ] | ]
Varredura dos S L e o 4 4
ions precursor ) 3 (@] QO e 3
@ [ ] @ o °
] | ] *miz
Fonte Ms' Ms? Ms

Figura 18. Representagao das condigcoes de operagao no modo varredura dos ions-precursor.
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2.3.2.6.4. Varredura da constante perda de fragmentos neutros (constant-neutral-
loss scan)

Neste modo busca-se determinar quais grupos funcionais poderiam compor
a molécula que esta sendo analisada. Os fragmentos neutros sdo quase sempre
moléculas pequenas (Tabela 9), subprodutos da dissociagdo que ocorre na
formagdo dos fragmentos-produto (Figura 19) permitindo verificar se os

componentes da mistura possuem elementos com fungdes quimicas especificas.

Detectado Fragmentado Selecionado
] | ] I ]
Varredura de — o e 6
7
fragmentos neutros ® 2 ) == 3
o O @ o .
] | ] N m/z
Fonte Ms' Ms® Ms

Figura 19. Representagao das condigdes de operagdo no modo varredura de fragmentos
neutros.

Tabela 9. Fragmentos neutros mais comuns dissociados dos ions quasi-molecular.

Massa | Natureza Origem
1 H Radical hidrogénio
15 CHs, Radical metila
18 H,0O Alcool, acido
19 H,O +H Alcool, acido
27 HCN Amina aromatica simples
28 CO Quinona, Fenol, Oxigénio heterociclico
29 CoHs Derivado de etila
29 CO+H Quinona
31 OCHj; Eter metilico
33 HS Derivados de enxofre
34 H,S Tidis
35 ®Cl Cloreto de alquila, Cloridrato
36 H*CI Cloreto de alquila, Cloridrato

2.3.2.6.5. Monitoramento seletivo de reacdes (SRM - selected-reaction monitoring)

Neste modo (Figura 20), é possivel selecionar o ion-precursor em Q1,
fragmenta-lo no Q2 e selecionar fragmentos especificos em Q3 e fazer correlagéo
direta da concentracdo da molécula inicial com a intensidade do sinal de um ou mais

ions-fragmento detectados.
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Figura 20. Representagcao das condi¢cdes de operagao no modo de monitoramento seletivo de
reagoes.

2.3.2.6.6. Monitoramento seletivo de ions (SIM — selected ion monitoring)

E o monitoramento em que a abundancia dos ions de um ou mais valores
especificos de m/z é registrada sem a necessidade de obter-se um espectro de

massas especifico a uma molécula inicial.

2.3.2.6.7. Monitoramento de multiplas rea¢cdes (MRM — multiple reaction monitoring)

Neste modo (Figura 21), é possivel selecionar mais de um ion-precursor em
MS', fragmenta-los no MS? e selecionar fragmentos especificos em MS® e fazer
correlacao direta da concentracdo das moléculas iniciais com a intensidade do sinal
de um ou mais ions-fragmento detectados. Este monitoramento, apesar de multiplo,
¢é feito de modo que em um periodo de tempo em ms (dwell time), a varredura seja
exclusiva para cada ion-precursor e seus fragmentos.

O MRM ¢ utilizado para detecgao de analitos onde sua fragmentagao é

conhecida em amostras complexas.

10
Selecionado Selecionado iF]
Detectado Fragmentado Detectado
[ ]
Monitoramento = *11 ®33 10 12
Multiplo de reactes @ @12 @tee ®e 13 12
o @ 14 .3 ; 3 e e 915
[ ] ] :
Fonte Ms' Ms® Ms® iR 15
4AA—" time

Figura 21. Representagao das condi¢des de operagdo no modo de monitoramento miiltiplo de
reagoes.
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2.3.2.7. Parametros para obtengado da fragmentacéo, filtragem e focalizagao

(I) Potencial de desagrupamento (DP(V) — de-clustering potential): € a
diferengca de potencial entre a superficie skimmer e o orificio de entrada no MS
(orifice plate). E empregado para minimizar os clusters de ions de solventes, que
pudessem entrar no MS com a amostra. Neste processo, quando se aplicam altas
energias (V) pode-se induzir a fragmentagao precoce;

(I) Potencial da entrada (EP(V) — entrance potential): controla a diferenca
de potencial entre a voltagem do quadrupolo zero (Q0) e o skimmer. Isto ocorre em
uma regido de interface com a area sem vacuo e de alto vacuo. EP é a energia que
focaliza todos os ion positivos ou negativos para dentro do MS e depende do modo
(+ ou -) como foi configurado o equipamento;

() Potencial de entrada na célula (CEP(V) — collision cell entrance
potential): é o potencial aplicado para encaminhar os ions quasi-molecular
selecionados de Q1(MS") para dentro da cela de colisdo Q2(MS?);

(IV) Energia de colisdo (CE(eV) - collision energy):. utilizada nos
experimentos de fragmentagdo do ion-molecular (ion-precursor). E a energia
necessaria para acelerar o ion para que sofrera colisdo com o gas dentro da cela de
colisao Q2(MS?);

(V) Potencial da saida da célula (CXP (V) — collision cell exit potential): é
potencial de energia responsavel por conduzir e focalizar os ions provenientes da
cela de colisdo através de Q3(MS®), até o detector.

(V1) Outros parametros relacionados:

o CAD gas: controla a pressédo do gas na cela de colisdo durante os
experimentos de fragmentacao (Figura 22);

o fon spray voltage (IS): voltagem aplicada na ponta do capilar da fonte de
ionizagcdo (Figura 22 — item A), onde a FM é eliminada e os analitos
dessolvatados e ionizados;

o Gas 1 (GS1): é o gas (Ny) aplicado paralelamente a saida da agulha de
entrada na fonte de ionizagao (Figura 22 — item D) participando da formagéao

da nebulizagéo (Figura 22 — item G) da FM e para auxiliar a dessolvatacao;
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o Gas 2 (GS2): € o gas (N2) do turbo-aquecimento (turbo heaters) (Figura
22 — item E, F) que auxilia na dessolvatagdo da FM injetada na fonte de
ionizacao;

o Temperatura (TEM): é a temperatura do Turbospray® (Figura 22 — item E)
para dessolvatacdo da FM na fonte de ionizagao;

o Curtain Gas (CUR): é o fluxo de gas (N2) que passa pela interface do
curtain gas (Figura 22 — item B) com o skimmer e que saira pelo orificio

(orifice plate) evitando a entrada de solvente no MS'.

D Curtain Plate
B / DP (Orifice)
< Skimmer

EP (Q0) QI(MS") Q2(MS?) Q3(MS?)

o I~
N, Detector
| | ¥
X
Q3

CEP CXP

Figura 22. Esquema do compartimento da fonte de ionizagdao destacada e acoplada ao
MS. (A) ponta da agulha; (B) canal de passagem do curtain gas; (C) orifice plate; (D) saida de gas 1;
(E) turbospray®; (F) saida do gas 2 (turbo heaters); (G) aerossol da nebulizagéo.
Fonte: Adaptado de (ABSCIEX, 2011; COVEY; JAVAHERI; JONG, 2003).

2.3.2.6. Detector

Existem alguns tipos basicos de detectores, todos buscam apresentam algum
mecanismo de ampliar o sinal emitido pelo analito. O multiplicador de elétrons (EM —
Electron Muiltiplier) foi o modelo que compunha o equipamento empregado no
presente estudo, neste detector, ha uma multiplicadora de elétrons que tem a funcao
de promover a amplificacédo do sinal emitido pelo ion do analito. Quando aquele
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atinge o diodo ou eletrodo, gera uma emissédo secundaria pela remogao de elétrons
que se da em fungdo da particula primaria incidente nas paredes do multiplicador. E
um processo continuo de choques com o dinodo ou eletrodo continuo, dependendo
do tipo de multiplicadora. (l) discrete-dynodo, composto de dinodos em sequéncia
que conduzem e refletem os elétrons até o coletor (ALLEN, 1939) (Figura 23); (Il)
continuos-dynodo, onde os elétrons percorrem um tubo e multiplicando o sinal pelo
choque direto dos elétrons com a parede considerada um eletrodo continuo (Figura
24) chegando a amplificacdes na ordem de 10* a 10® (RICHTER et al., 2001).

- HV

The First Dynode

Positive lon

N . .
\.._,\...,\.._,\...,\..C b
+

R I Neutral Noise Particles

Figura 23. Estrutura da multiplicadora de elétrons do tipo ndao continua.
Fonte: Shimadzu (2014).
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~—@—<
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CHARGE ‘\\“ ) *

W
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high voltages are
typically 1-3 keV

Figura 24. Esquema e foto de um multiplicador de elétrons do tipo continuo.
Fonte: Lamps e Tubes (2014).
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2.4. METODOS DE EXTRAGAO DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

A principal fungao do método de extragao € o de isolar a maior quantidade
de compostos de interesse e com a menor concentragao de interferentes da matriz.
A extracdo € uma etapa da analise que € morosa, além de produzir residuos
indesejaveis. Diante disso, estudos se fazem para buscar técnicas que minimizem
os referidos problemas e dificuldades. A determinagdo de agrotéxicos em alimentos
deve empregar técnicas capazes de identificar multiplos residuos resultantes dos
inumeros ativos aplicados na sua producdo. Associado a isso, os alimentos sao
considerados matrizes complexas e variam tanto em quantidade como em
diversidade na sua composicdo, sendo os principais interferentes na analise a
clorofila, lipideos e esterdis. Serdo descritas a seguir as técnicas existentes mais
aplicadas recentemente e apropriadas para extragdo de agrotoxicos em alimentos.
Assim, € de se esperar que estas atendam total, ou parcialmente a maioria das
qualidades a seguir: rapidez, reprodutibilidade, facil execug¢ado, robustez, boa
recuperacao, baixo custo operacional e de implantacao, possibilidade de automacéo,
reducdo de residuos, extragao de multiplos compostos e eliminagao de interferentes
(HERCEGOVA; DOMOTOROVA; MATISOVA, 2007). Recentemente foi
desenvolvido uma técnica de extragdo chamada QUEChERS que é um método de
extragdo de multirresiduos criado por Anastassiades e colab. (2003), cuja
nomenclatura é o acrénimo dos termos em inglés: Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe (Rapido, Facil, Barato, Eficiente, Robusto e Seguro). Este método, do
tipo Dispersdo de matriz em fase sélida (MSPD — matrix solid-phase dispersion), foi
desenvolvido com o propdésito de superar as vantagens atribuidas a outros métodos
e para ser aplicado em amostras de alimentos contaminados com agrotdxicos
analisados em cromatografia acoplada a um MS. A MSPD foi uma alternativa
apresentada por Barker e colab. em 1989 (BARKER, 2000) para extragdo em
matrizes sélida e semi-solidas que combina diretamente a matriz a um dispersante
adsorvente. A amostra é misturada com o adsorvente sdélido colocado em uma

coluna (ou seringa) e eluido com solvente (Figura 25).
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Figura 25. llustragao da técnica de MSPD, empregando uma seringa.
Fonte: (SOUZA CALDAS et al., 2013).

O adsorvente tanto tem funcdo de adsorver os interferentes da matriz,
possuindo propriedade fisica capaz de romper e abrir a amostra para penetracdo do
eluente, e é base para empacotamento da coluna (BARKER et al., 1989). E possivel
adicionar modificadores na mistura com o adsorvente para melhorar o
particionamento, diminuir a extracdo interferentes ou evitar a degradacédo dos
analitos. As fases solidas, assim como os eluentes, seguem os principios da
polaridade do analito e da natureza da matriz (DOREA; LOPES, 2004). Apresentam
como caracteristicas principais versatilidade, baixo consumo de solvente, baixo
custo, simplicidade instrumental e necessita de apenas pequena quantidade de
amostra. Apesar de inumeras vantagens, em alguns casos, tem baixa recuperacao,
dificuldade em processar amostras com baixa umidade e na presenca de gordura
(VALSAMAKI et al., 2006).

2.4.1. QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe)

Em seu desenvolvimento, buscou-se adequa-lo as caracteristicas dos
contaminantes, como a presenga em tragos, multirresiduos e propriedades fisico-
quimicas e da matriz quanto a sua complexidade, caracteristicas fisicas, composi¢céao
quimica e sua susceptibilidade a extracdo de residuos. Os métodos de extragao
devem disponibilizar os residuos para analise e serem capazes de eliminar
interferentes da matriz. QUEChERS foi criado de tal maneira que sua simplicidade
dispensa automacao ou grandes investimentos para sua implantagcdo, comuns a
métodos modernos como ASE e SFE. Pode ser executado sob condigbes minimas

(PRESTES et al., 2009) e ¢ de facil aprendizado (Figura 26).
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FASE DE EXTRACAQ FASE DE CLEAN-UP

10g de amostra
Tubo de teflon ® 50 mL 1mL do sobrenadante da fase de

extragao

10 mL de MeCN

Agitar por 1min. v

Adicionar 150mg MgSO0, e
25mg de PSA

k4
4g de MgS0,4
1g de NaCl

Agitar por 30s e centrifugar.

Agitar por 1min.

h 4
Padrao interno

v

Analise cromatografica

Agitar por 30s e centrifugar

Figura 26. Fluxograma representando o método QUEChERS original.
Fonte: Adaptado de (ANASTASSIADES et al., 2003)

Este método possui duas etapas (Figura 26), a da extracdo, que tem por
finalidade extrair e recuperar a maior quantidade possivel dos analitos presentes; e a
de clean-up, que deve eliminar do extrato qualquer substancia que nao foi excluida
na fase de extragdo para nao causar interferéncias na analise ou prejudicar a vida
util da coluna cromatografica. Na fase de extragao, a quantidade e tipo de amostra,
solvente, agente secante, promotor de efeito salting out, assim como pH, tampéo e
forma de agitagdo e centrifugacédo sao fatores que podem interferir no processo de
extracdo. Na fase de clean-up, dependendo dos interferentes caracteristicos da
matriz, como esterdis e clorofila, sdo escolhidos os agentes que eliminardo estes e
outros interferentes, sem contudo prejudicar a recuperagédo e determinagdo dos
analitos pela eliminagéo cruzada.

Em alguns casos, possibilita a redugao da quantidade de amostra sem perda
da detectabilidade a eficiéncia do método (ANASTASSIADES et al., 2003), além do
mais, menores quantidades de amostras requerem menores quantidades de
reagentes, em especial os solventes organicos. Amostras liquidas e semi-sélidas
tendem a disponibilizar mais facilmente os residuos para a fase liquida de extragao,

ao contrario das sélidas, que devem ser pulverizadas para promover a ruptura da
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parede celular externa ou epidérmicas, normalmente mais rigidas (BUCKERIDGE et
al., 2000) e de dificil penetragdo do solvente extrator. A pulverizagdo excessiva
destréi todos os compartimentos celulares internos (Figura 27) eliminando no
processo analitos volateis durante a maceragdo, como por exemplo, bitertanol,
heptenofds, isofenfés e tolilfluanida. Esta consequéncia da maceragao pode ser
minimizada pelo congelamento da amostra (FUSSELL et al., 2002). Benfuracarbe,
carbossulfano, tolilfluanida, probenazol, entre outros, apresentaram recuperagdes
aceitaveis quando empregada a técnica de criogenia para eliminar a agua no
processo de extracdo por QUEChERS, diminuindo a perda destes analitos pela
volatilizagédo (LEE et al., 2011), assim como pela eliminagdo do MgSO4 como agente
extrator de agua, onde sua hidratagcdo resultaria em uma reagdo exotérmica
(ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003).

Celulas integras

Celulas particionadas (facilita a
saida por extracdo ou perda por
volatilizacdo das substancias)

Epiderme vegetal rompida
(Facilita a entrada de liquido
extrator)

Espaco extra-celular onde ocorre interacéo entre
o liquido de extracgéo e as celulas

Figura 27. llustragao de uma amostra vegetal pulverizada, com rompimento parcial das células
onde poderiam mais intimamente se encontrar armazenados os analitos (residuos de
agrotoxicos).

Em estudos, visando a determinagcdo de residuos por QUEChERS, na
determinacdo em frutas e verduras ainda se tém mantido a relagdo 1:1 como no
método original (KIRCHNER et al., 2008; LEHOTAY et al., 2005a; LESUEUR et al.,
2008). No entanto, este volume de 1:1 ndo é adequado a qualquer amostra, como as
secas, soOlidas e/ou de baixa densidade, pois necessitam de mais solvente para que
toda a amostra entre em contato com ele. Na determinagéo de residuos em graos, a
relacdo mais comum é de 1:2,2; 1:4; 1:5 (DIEZ et al., 2006; NGUYEN et al., 2007;
WALORCZYK, 2007); em 6leos, 1:6; 1:2 (HERNANDO et al., 2007); em raizes, 1:2
(LIU et al., 2006) e em farinhas, 1:2 (PAYA et al., 2007). Com estas proporcdes e
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com quantidades de amostra relativamente pequenas, em média entre 5 a 15g,
confirma-se a sensibilidade e eficiéncia quanto a representatividade da amostra.

O solvente é o componente mais importante na extragdo e clean-up. E por
meio dele que os analitos sao transportados da matriz para o detector, por isso
deve-se empregar aquele que apresente os seguintes aspectos: amplo espectro
para extracdo dos analitos, possibilite a retirada de agua de forma direta ou com
auxilio de aditivos, seja eficiente na promog&o da particdo e clean-up, e possa ser
empregado na injecdo evitando troca de solventes (MASTOVSKA; LEHOTAY,
2004), garantindo a estabilidade e manuteng&o dos analitos. Entre os solventes mais
indicados para extragdo de multiplos residuos em alimentos, destacam-se: acetato
de etila (EtAc), acetona, acetonitrila (MeCN).

Buscando aferir a estabilidade de agrotoxicos em diferentes solventes, um
estudo com 89 compostos em metanol (MeOH), etanol (EtOH), 2-propanol, acetato
de etila (EtAc); hexano e acetona, indicaram que ocorre degradacdo de alguns
compostos quando diluidos em acetona, MeOH e EtOH (NEMOTO et al., 1997). Em
estocagem por quatro a oito semanas constatou-se a degradacdo de
organofosforados diluidos em EtAc (HOLADOVA et al.,, 1998). Na avaliacdo de
MeOH, EtAc e acetona, como agentes extratores de agrotéxicos, o MeOH conseguiu
extrair maior numero de agrotdxicos, em ampla faixa de polaridade, que os demais,
além de menor extragdo de interferentes (LEHOTAY et al., 2001). Solugdes dos
agrotoxicos instaveis em MeOH (dicofol, clorotalonil, folpet, diclofluanida e captan),
foram preparadas contendo concentragdes de acido acético na faixa de 0 a 0,1%,
neste solvente. Apds 24h verificou-se aumento na estabilidade de agrotéxicos com
até 100% de estabilidade para todos na concentragdo maxima. Para efetiva extracéo
com acetona, foi necessario a adicdo de solventes apolares para que ocorresse a
separacao entre as fases orgénica e aquosa, além disso, a adicdo de acido em
acetona nao interferiu na melhora da estabilidade para alguns analitos
(MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004) como o que ocorreu com acetonitrila. Com o
emprego de acetato de etila ocorreu a degradagédo dos analitos de carater basico,
sendo necessaria a adicdo de hidroxido de sodio para minimizar estes efeitos.
Diante dos resultados, reforgcou-se a preferéncia pela MeOH como liquido extrator

para analise em LC. No entanto, em fung¢do de sua grande expansao na camara de
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vaporizagao e interferéncias nos detectores termo iGnicos, nem sempre é indicado
para injecdo direta em cromatdgrafo a gas (MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004), sendo
necessario reconstituicdo do extrato, antes de sua injecao (LEHOTAY et al., 2005b).

A adicdo de aditivos na extragdo e clean-up tem garantido sucesso no
método QUEChERS para determinagédo de residuos de agrotdoxicos em alimentos.
Aditivos com fungdo secante tém a capacidade de remover agua da solugdo. No
método QUEChERS o uso de MgSO4 apresentou grande eficiéncia, além de
favorecer a extragdo de compostos apolares, pela elevagdo branda da temperatura
do meio, resultante das reac¢ao de hidratagcao exotérmica, com aquecimento entre 40
a 50°C (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003). Outros aditivos
estudados e presente neste método foram os sais promotores de salting out,
(equivalente vernacula em portugués: relargagem) (USO et al., 2013), que
favorecem a extracdo de compostos polares pela diminuigdo da solubilidade destes
em meio aquoso, agora com maior forca ibnica e retentores de agua que estaria
presente na fase organica, além de evitar a emulsificacdo (GURE et al., 2014;
NOCHE et al., 2011). Inicialmente, o aditivo de escolha para obter o efeito salting out
era o NaCl, que foi substituido pelo CH3;COONa. Esta substituicdo, associada a
adicdo de acido acético 1%, evita a degradacdo de compostos sensiveis a pHs
extremos. O efeito tampao de CH3;COONa mantém o meio em pH entre 4 e 5, sem
adicao de novas etapas ao procedimento de extracdo e com adicdo de compostos,
naturalmente presentes em amostras de alimentos. Além da preservacdo de
compostos sensiveis a meios muito acidos, diminui a co-extragdo de gorduras e
acidos graxos (LEHOTAY et al., 2005b). Mais recentemente, foi proposto uma nova
alternativa ao tamponamento do pH para uma faixa mais restrita (5 a 5,5) com
emprego de citrato de sédio diidratado e hidrogenocitrato sesquihidratado (PAYA et
al., 2007), sendo adotado no ano seguinte como método oficial da Uni&do Européia
pelo Comité Européen de Normatizagédo (CEN, 2008).

A adicdo de um padrao de controle ou sub-rogado (PS) na fase de extragao
possibilita minimizar efeitos que resultem em erros propagados na extragao,
diminuindo as incertezas (CAVALCANTE et al., 2012). A escolha deste padréo exige
que ele apresente as caracteristicas preconizadas pelos procedimentos de

validacdo, tais como possuir resposta cromatografica similar aos analitos de
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interesse, n&o existir previamente na amostra e ndo interagir com os aditivos de
forma a prejudicar sua detectabilidade. Originalmente, o trifenilfosfato foi o padrao
controle empregado no método QUEChERS por Anastassiades e colab. (2003).

Apos adicado da amostra, solvente, sais e padrao controle, é necessario
promover a interacdo dos componentes presentes, tanto na fase de extragdo como
na de clean-up, para efetiva expressao das fungdes a eles atribuidas. Todos os
métodos de extragao tém, em seu procedimento, algum momento onde € necessario
0 emprego de agitagao para promogao desta interagdo. Alguns métodos necessitam
de agitagdo mecanizada e por longos periodos de tempo. Os estudos com o método
QuUEChERS tém apresentado sucesso tanto com agitagdo manual quanto com
agitacado por vortex, seguido de centrifugagao para eliminagdo dos sais e sorbente
em suspensao e que permite a execugao do procedimento dentro e fora do
laboratério (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003).

Na fase de clean-up do QUEChERS, a adi¢do do MgSO, é repetida, porém
em propor¢ao menores que 10% do que foi empregado na fase de extracéo, onde a
presencga de agua é provavel e muito mais elevada. Nesta fase, a fungao principal é
a de eliminar os interferentes co-extraidos. Para isso, € necessario o emprego de
aditivos que eliminem interferentes de acordo com as caracteristicas da amostra,
sem, contudo, diminuir a recuperagcao das moléculas de interesse. No método
original foi empregado como agente de clean-up o PSA, uma mistura de aminas
primarias e secundarias capaz de eliminar acidos graxos e acidos organicos, além
disso, este sorbente tem sido bem sucedido na eliminacdo de agucares, fendis e
pigmentos antocianinos comuns em amostras de vinhos (WANG; TELEPCHAK,
2013).

Modificagdes no método original associaram PSA e carbono grafitado (GCB
- Graphitized Carbon Black) com intuito de eliminar, também, clorofila, comum em
alimentos de origem vegetal, especialmente as hortalicas. Associando-se PSA a
C18, pode-se incrementar a eliminagdo de gorduras em alimentos com teores
superiores a 2% como leite, ovos, abacate e ragao para animais (LEHOTAY et al.,
2005b; WALORCZYK, 2007). Entre PSA, GCB e C18, a adigdo de PSA tem sido
constante em todos os trabalhos com QUEChERS. A adicdo de C18 nao tem

interferido negativamente, mas a adicao de GCB, por reter moléculas planares,
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como os agrotoxicos tiabendazol, clorotalonil, hexaclobenzeno, triciclazol e terbufos,
deve ser restrita a alimentos com alto teor de clorofila (HAN; SAPOZHNIKOVA,;
LEHOTAY, 2014; LEHOTAY et al., 2005a). A retencao dos referidos agrotoxicos da-
se via interagdo 11-17, ibnica e nao polar ou hidrofébica (CAVALIERE et al., 2006) e

potencializada pela grande area superficial disponivel de GCB.

241.1. QuEChERS na determinacao de agrotoxicos em arroz

O método QUEChERS caracteriza-se por apresentar o maior avango
metodoldgico no preparo de amostras para analise de residuos de agrotoxicos em
alimento. A partir da sua criagdo em 2003 por Anastassiades e colaboradores,
variagbes deste método foram estudadas para efetiva extragdo dos analitos em
matrizes com diferentes caracteristicas em fungé&o da sua composicao (Figura 33B).
Entre estas matrizes esta a do arroz, na qual estudos buscam formas de adaptar o
emprego do QUEChERS na determinacdo de multiplos residuos de agrotéxicos. Na
tabela 11 apresentam-se os principais trabalhos disponiveis nas bases de dados
Science Direct e/ou Pub Med, onde a matriz de arroz foi alvo da determinacao de
residuos com emprego dos principios do método QUEChERS até 2014 (Tabela 10).

Nestes trabalhos, a extragao ocorreu empregando de dois a 10g de amostra
numa proporgao que variou de 1:1 e 1:10, em relagao ao solvente, que na maioria
das vezes era MeCN puro ou diluido em agua, mais recentemente acidificada. Na
fase de separagédo, o MgSO, foi empregado em todos os métodos como agente
secante e facilitador do particionamento. O agente promotor do salting out
empregado foi o NaCl ou NaAc, mesmo que apenas com este ultimo é que se
poderia dispor de agao tamponante, responsavel por proteger compostos labeis em
meios com pHs extremos. Na operagcao final desta fase é necessario agitar e
centrifugar para posterior tratamento do sobrenadante na fase de clean-up. Findado
a fase de extragcdo, uma porgao do sobrenadante (1 a 10mL) recebe MgSO, para
eliminagdo da agua restante. A porgdo adiciona-se ainda agente responsavel pelo
clean-up propriamente dito que, para amostras compostas por interferentes graxos
ou pigmentos em baixas concentragbes, como o0 arroz ndo pigmentado, o PSA

parece ser o mais indicado. Em amostras ricas em compostos graxos, a adigao de
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C18 pode ser chave para o sucesso desta fase e em casos de amostras contendo
clorofila, a adicdo de GCB né&o deve ser dispensada, mas pela possibilidade de reter
residuos de agrotéxicos de caracteristicas planares pode prejudicar a recuperagao
de alguns analitos de interesse. Findada esta fase, a agitacdo € necessaria para
intima interacdo dos componentes da fase com os interferentes, que s&o retidos e
separados apos centrifugagdo. O sobrenadante €, entdo, na maioria das vezes,
diretamente injetado no cromatdgrafo. O momento da adicdo do padrao controle
varia de estudo para estudo, pois ndo possui uma tendéncia clara. Alguns autores
preferem adiciona-lo, na forma de padrao sub-rogado (PS), ja no inicio da extragao
submetendo o mesmo as interferéncias originadas em todo o procedimento; outros
optam por adiciona-lo apés a extragdo, na forma de padrédo interno (Pl), para
suprimir as interferéncias do procedimento de analise instrumental. Finalmente, o
numero de compostos analisados nao é fator determinante na forma e composicao

das fases de extragao e clean-up.
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Tabela 10. Estudos que empregaram QUEChERS e modificagées na determinagao de residuos de agrotéxicos em arroz (2003-2014).

~ LIMITES o
N. FASE DE EXTRAGCAO FASE DE CLEAN-UP INST. mg KG"' RECUPER.% REF.
AM m:(V) SOLVENTE ADITIVOS OPER. SOBR. ADITIVOS OPER. LD | LQ | DESVIO MAX.
449 . .
" MgSOs Agit. manual 150 mg MgSO4 Agltéz)/:rtex Mg/(I?/IS (LEANDRO:
12 9 1:(1) 10 mL MeCN 1mL 0,5 60-113 s<28 FUSSELL;
) 1 g NaCl Centrif. 00 G C Contri o1V El KEELY, 2005)
50mg PSA )
10 mL H,O M;fsgo4 Aglﬁ.rx?nrtex 150mg MgSOs Agl’;.r;]/%rtex CG/MS 6al 204
97 | 10g 1: (1:1) 10 mL MeCN 1mL 90 | 297 70a120s<10 | (LIU etal., 2006)
: 1 g NaCl Cent. 50 mg PSA Centrif. El SIM
Vortex 1 min
12 mL H20 agit.
2x1min (|nt§rvalo de 49 Vortex 1min 300 mg MgSO4 Vortex 1min CG/MS
15 min) MgSOs 2a (NGUYEN et al
o o 0 _ "
109 | 10g | 1:(1,2:1) 10 mL l\|{I|eA((3:N 0,5% 2mL 50 mg PSA Centrif. 1,8mL 100 80-115s<15 2007)
Vortex 1min freezer 30 | 1 g NaCl Centrif. Reconst. com | El SIM
min (4 °C) (PS) 20mg GCB | 5 5 mL MeCN
5 mL H20O 49 Agit. manual 150mg MgSO4 | Agit. manual LC (KOESUKWIWAT;
MgSO4 1min 1min MS/MS SANGUANKAEW;
. . - < 0, ’
13 | 10g | 1:(0,5:1) 10 mL MeCN S Centrif. 3800 1mL 25 o oA Centrif. 3800 ES| 0,5 45-104 s13,3% LEEPIPATPIBOO
Agit. manual 1min 9 rpm 1min 9 rom 1min | MRM N, 2008)
Agit. vortex
Dl A0 49 Agit. vortex Hlllg [Een 1min GOMS
MgSO4 1min 50 ma PSA Centrif. 4000
10 mL MeCN 0,5% 9 rpm 5min
HAc Reconst.
203 | 59 | 1:(1:2) 2mL MeOH e TPP 28 | 75115 5517% (NGU;O%';)et al.,
. . . agitacéo
Agit. manual 2x1 min | g NaCl Centrif. 4900 20 mg GCB vortex SIM
com intervalo 15min rpm 5min -
. Centrifug.
descansando 30 min 1000 rom
(até 4 °C) (PS) 5mir?

Nota: AM: amostra; m:(v): m=massa de amostra e (v) volume dos solventes empregados; OPER: operagido; SOBR: sobrenadante; INST: instrumental; (PS) padréo
sub-rogado; (PI) padrdo interno; HAc: acido acético; AcNa: Acetado de sédio; Centrif.: centrifugagéo; Agit.: agitagdo; Reconst.: reconstitucionamento. Fonte:
(ELSEVIER, 2014; PUBMED, 2014)
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Tabela 10. Estudos que empregaram QUEChERS e modificagées na determinagao de residuos de agrotéxicos em arroz (2003-2014).

= LIMITES o
\. FASE DE EXTRAGAO FASE DE CLEAN-UP INST. | mg kG | RECUPER% REF.
AM m:(V) SOLVENTE ADITIVOS OPER. SOBR. ADITIVOS OPER. LD | LQ | DESVIO MAX.
649 Agit. manual ;
MgSO4 4min 900mg MgS0, | A9t manual LC
- MS/MS
4 g NaCl Centrif. 30_00 ,
98 | 10g 1:(1,4) 14 ml{(yMe(;N (HAc 6mL rprn 10 min 10 70;1 29A) (CHUNG; CHAN,
o) (PS) Centrif. 8500 filtrada e $520% 2010)
15g NaAc |  rpm 5min 150mgPSA | adicionado | MRM
9 MeCN &cido
férmico 5%
. . 49 Agit. vortex agitacao vortex LC
. | °mL H0agitado Imin | 050, 1min L) gison 5min MS/MS 77,9-93,6
T Centrif. 4000 | 2™t Centrif. 8000 20 s<15% (Lletal., 2010)
15mL MeCN 1 g NaCl . 50 mg PSA - MRM B
rpm 5min rpm Smin
15mL H.O 49 Agit. vortex 150mg MgS0O4 Agit. vortex 30s CG
25a| 1:6:4) MgSO. 1min TOF/MS (MASTOVSKA et
’ o 10mL MeCN (P - <209
1801 59 | 1:3:2) OmL MeCN (PS) {gNac) | Centif 3000 imb 1 150mgPSA 1 oo it 3000 LC 70-120 s<20% al., 2010)
Agit. vortex 1h rom 10min 50 mg C18 rpm Smin MS/MS
49 Agit. manual
i _ o
1 | 5g 1:(3) 15mL MeCN MgSO. Cen:rri?lgooo 10mL Seco aigfa"tgséé CgtriTa CG-ECD 10 823’228;';,/80/" (SHI et al., 2010)
1 g INELS] rem émin -
59 Cartucho Pest-
MgSO4 Carb/PSA CG-
10mb H0 20 mL eluente | MS/MS
1 g NaCl
secagem
1 20g | 1:(0,5:1) 20 mL MeCN cartucho Reconst. com 0,9 | 87,9-98,8s<1,6 (LI etal., 2011)
Gl 1mL acetona / El MRM
. 10mL hexano (1:1)
Vortex 1 min MeCN
filtragem

Nota: AM: amostra; m:(v): m=massa de amostra e (v) volume dos solventes empregados; OPER: operagcédo; SOBR: sobrenadante; INST: instrumental; (PS) padréo
sub-rogado; (PI) padrao interno; HAc: acido acético; AcNa: Acetado de sédio; Centrif.: centrifugagéo; Agit.: agitacdo; Reconst.: reconstitucionamento. Fonte:
(ELSEVIER, 2014; PUBMED, 2014)
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Tabela 10. Estudos que empregaram QUEChERS e modificagées na determinagao de residuos de agrotéxicos em arroz (2003-2014).

~ LIMITES o
N. FASE DE EXTRAGCAO FASE DE CLEAN-UP INST. mg KG"' RECUPER.% REF.
AM m:(V) SOLVENTE ADITIVOS OPER. SOBR. ADITIVOS OPER. LD | LQ | DESVIO MAX.
agit. manual
79 Agit. manual 20s
15 mlL H0 MgSOs 1min
5- Centrif. 3700
1:(3:3) . LC ) o (PAREJA et al.,
42 (7P58% 1:(2:2) 5mL 19 MgSO4 rpm Smin QqQ/MS 10 |66-110,6 s<20% 2011b)
15 mL MeCN (HAc 1,849 Centrif. 3700 Seco 6
1%) NaAC rpm 5min
Reconst. com
MeCN
agit. manual
15 mL H,0 Mgsgo4 Agit. manual 900mg MgSOs Cesfri‘:;ug LC
3 .
(HAC 1%) 45s 3000 rpm MS/MS
3min
59 (2 300 mg PSA 5a 1100 (WANG; CHOW;
151 (ps) | 1:33) el 3mL sobr. s00 | 81119% | cHEUNG, 2011)
15 Centrif. 3000 Reconst. com ES
15 mL MeCN 9 rom metanol
NaAc . MRM
3min 150 mg C18 -
Agit. com
vortex 30s
29mL H,0 M6Sgo Agit. manual 1 1,2g MgSO4 . LC-
o o 129PSA | S0 ot | MSMS LEHOTAY; GEIS
38 | 7,59 | 1:(3:2) 15mL MeCN 8 mL 3235‘66:;)&' ASTEGGIANTE.
. 1,5 g NaCl Centrif. 10 min 0,49 C18 2min (P1) CG MS 2012)
Agit. 1 h 3250rpm
0,006g GCB
VoL L0 vgSo. | min (PS) S LC-
L~ Extrator axial 5- 30-124% (PAREJA et al.,
15 e s cue automatico | MS/MS 250 $<20% 2012)
15mL MeCN 1,5 g NaCl Centrif. CG MS
PSA

Nota: AM: amostra; m:(v): m=massa de amostra e (v) volume dos solventes empregados; OPER: operagcédo; SOBR: sobrenadante; INST: instrumental; (PS) padréo
sub-rogado; (PI) padrao interno; HAc: acido acético; AcNa: Acetado de sédio; Centrif.: centrifugagéo; Agit.: agitacado; Reconst.: reconstitucionamento. Fonte:

(ELSEVIER, 2014; PUBMED, 2014)
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Tabela 10. Estudos que empregaram QUEChERS e modificagées na determinagao de residuos de agrotéxicos em arroz (2003-2014).

~ LIMITES o
N. FASE DE EXTRAGCAO FASE DE CLEAN-UP INST. mg KG™" RECUPER.% REF.
AM m:(V) SOLVENTE ADITIVOS OPER. SOBR. ADITIVOS OPER. LD | LQ | DESVIO MAX.
49 Agit. manual ]
10 mL H2O MgSOs 1min 750 mg MgSOg | Agit. vortex 20s
. Centrif. 4000 Centrif. 4000 CG 1,2a 70-122,7% (HOU et al.,
1241 8¢ | 1:(2:2) Lo RSN (1A rpm il pm -10°C | MS/MS 26.3 $<20% 2013b)
357 mg PSA —
Refrig. 30 min 1gNaCl -10°C adicionou-se
: : 100pL HAC 1%
5 mL H.O 59 MgSOQO;4 | Agit. manual 1 2mL H20 Ac. LC
a min (PS) férmico 0,1% . 0,2a 70-120% (ZHANG et al.,
39 5g 1:(1:3) 15mL MeOH Centrif. 8000 2mL 5mM Acetato MS/MS 297 s<20% 2013)
1g NaCl : P ESI
(1% HAc) rpm 3min Ambdnia
. 5 mL H20 agit. mecan. 1h Agit. vortex 30s
1: - . LC- 74,7-108% (ZHANG et al.
1 2g . 2g NaCl Centrif. 3800 1mL 50mg PSA Centrif. 14000 2 1m0 ’
(2,5:2,5) 5mL MeCN om Smin oM 3min MS/MS s<13% 2013)
10 mL H,O 69 .
MgSO4 Agit. manual Dt gk Aglt.zrgznual CG-MS
N o,
16 | 10g | 1:(1:1) |10mL MeCN (1% HAc) 1,5mL 1a5| [0:106% | (ESCARRONE et
. . s<16% al., 2014)
Centrif. 5000 Centrif. 5000
1,59 AcNa | = 4 min S0mg PSA | om smin(Pl) | F
Agit. manual 1 min P P
49 .
10 mL H:0 (1% Ac | MgSOs (AT g0k Ag'tim?‘”“a'
" . min
férmico) Agit. manual
1g AcNa Ufix 0,259 C18 05 (KOESUKWIWAT;
10g 1: (1:1) - LC- ’ SANGUANKAEW,;
4| (ps) 10mL MeCN el Cer“;:“g'm‘oi’:oo msims | & | 128 | 70-98% ssT% | EepipATPIBOO
1g tri-Na 0.25q Alumina N, 2014)
(citrato) | Centrifug. 3400 <99
o - rpm 5 min
agitagdo manual 1 h 1g_d|-Na 0,4g PSA Reconst. FM
(citrato)

Nota: AM: amostra; m:(v): m=massa de amostra e (v) volume dos solventes empregados; OPER: operagcédo; SOBR: sobrenadante; INST: instrumental; (PS) padréo

(ELSEVIER, 2014; PUBMED, 2014)

sub-rogado; (PI) padrao interno; HAc: acido acético; AcNa: Acetado de sédio; Centrif.: centrifugagéo; Agit.: agitacdo; Reconst.: reconstitucionamento. Fonte:
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2.5. PONTOS CRITICOS NA ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS
EM ALIMENTOS

2.5.1. Efeito da matriz

Este efeito €, sem duvida, um dos maiores problemas na determinacao de
multiplos residuos em alimentos. Deve ser minimizado durante a extracdo, para
obter os melhores resultado para determinagao, ja que a fase instrumental analitica
se encontra em estagio avangado no estado da arte, quando empregado a MS.

Dependendo do tipo de cromatografia empregada, interferentes da matriz
podem gerar problemas diferentes. Em CG interferentes pode sofrer degradacéo ou
serem retidos no injetor, coluna ou detector, além de obstruirem os sitios ativos que
deveriam ser ocupados pelos analitos, diminuindo a detectabilidade. O emprego de
agentes protetores pode ser uma alternativa, porém nao existe efetividade para
todos os casos (ANASTASSIADES et al., 2003; CAJKA et al., 2005). Na LC os
efeitos da matriz estdo mais diretamente relacionados a Fl, onde componentes da
matriz podem interferir na formagao do spray ou na ionizagao (KING et al., 2000).

Matrizes ricas em gorduras (HUERTA et al., 2013) necessitam de maior
numero de etapas de limpeza e emprego de técnicas de extracéo trabalhosas, que
outras, o que dificulta analises de rotina, pois a extracdo de compostos de elevada
massa molar como piretroides e de caracteristicas apolares possuem alta afinidade
por interferentes graxos (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; MORENO et al.,
2006). Para reduzir o efeito da matriz, além da execugdo de método de extragcéo
apropriado, pode-se empregar a calibragdo por superposicdo de matriz (matrix-
matched) com adi¢cdo de padréo interno, principalmente com marcadores isotopicos.
Por superposi¢cao de matriz, a curva analitica € obtida pela adicdo dos padrbes em
uma matriz real e isenta de contaminantes e o padrido interno normaliza possiveis
interferéncias (KWON; LEHOTAY; GEIS-ASTEGGIANTE, 2012).



2.5.2. Intrinsecos a espectrometria de massas

2.5.2.1. Compostos interferentes

Apesar da seletividade da MS, a co-eluicdo de compostos interferentes pode
prejudicar o sinal do analito em equipamentos que ndo empregam MS no modo
tandem, o que impossibilita a eliminagdo de sinais isobaricos de ions moleculares

originados de compostos diferentes (THURMAN et al., 2013) previstos ou n&o.

2.5.2.2. Supressao de ions

Ocorre principalmente no spray da Fl antes da dessolvatacdo, onde
interferentes impedem desprendimento dos analitos da fase gasosa, reduzindo a
focalizagao até interior do MS (KING et al., 2000). Modificagbes nas propriedades
superficiais, interfaciais da goticula e formacdo de micelas, por interferentes com
propriedades surfactantes, podem impedir tal desprendimento (CECH; ENKE, 2000).
Interferentes com maior afinidade por prétons competem pela ionizagdo (KEBARLE;
TANG, 1993). A origem dos interferentes pode ser endégena como proteinas, acidos
organicos, aminoacidos, eletrélitos, pigmentos, lipideos, etc (MULLER et al., 2002),
ou exdgena, oriundos de contaminagdes no processo de analise como polimeros,
ftalatos, alquifendis, etc (MEI et al., 2003). Estes fatores que afetam a formagao dos
ions podem prejudicar a detectabilidade, repetibilidade e na seletividade do método
(CHICO; VAN HOLTHOON; ZUIDEMA, 2012; KRUVE; LEITO; HERODES, 2009).

2.5.2.3. Formacao de adutos e espécies idnicas

Subprodutos formados na ionizagdo (adutos) e espécies idnicas (Na*, K,
NH;", HCOO e CH3COOQ), oriundas da FM, provenientes dos modificadores, podem
se tornar interferentes (NUNEZ; MOYANO; GALCERAN, 2005). Adutos sado
moléculas protonadas com espécies diferentes de H*. Esta protonacéo, quando ndo
prevista ou induzida pela adigdo de modificadores especificos, pode ser originada da

matriz ou de solventes contaminados, formando picos de base que elevam o ruido.
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2.6. PARAMETROS DE VALIDACAO DE TECNICA PARA ANALISE DE
RESIDUOS EM ALIMENTOS

2.6.1. Seletividade

A seletividade é o primeiro parametro avaliado no desenvolvimento de um
método analitico. E monitorada em todas as etapas da validacdo e aplicacdo, pois
amostras e padrées podem sofrer degradagao que geram compostos que nao foram
observados inicialmente e podem co-eluir com a substancia de interesse.

A seletividade permite que um analito seja avaliado de forma inequivoca,
mesmo na presenga de componentes que interferiiam na sua determinagao.
Métodos seletivos garantem que o sinal obtido pela detecgdo seja especifico da

espécie que se esta a determinar (RIBANI et al., 2004).
2.6.2. Curva analitica e linearidade

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, em
uma dada faixa de concentragao (INMETRO, 2003). A proporcionalidade pode ser
expressa como uma equagao de reta chamada de curva analitica. Sdo necessarios,
dependendo das normas de referéncia, pelo menos, de cinco a sete pontos que
representem diferentes concentragdes de solugcdes padrdo, que nao inclua zero,
para definir adequadamente a relacdo entre concentragdo e a resposta
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Esta equagdo permite estimar os
coeficientes angular (a), linear (b), e o de correlacdo R? sendo desejavel que estes
assumam valores proximos de 1, 0 e 1, respectivamente. Tais valores evidenciam
que a resposta € proporcional a concentragdo do analito de acordo com os pontos
experimentais executados com menor incerteza (CHUI; ZUCCHINI, 2001). A Anvisa
(ANVISA, 2003) recomenda um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99 e o
Inmetro (INMETRO, 2003, 2011) um valor acima de 0,90. A equagdo daretay = ax +
b s6 é valida no intervalo que a gerou, ou seja, a faixa linear dindmica. A lupac

especifica que os pontos da curva analitica devem ser igualmente espagados sobre
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a faixa de concentracao de interesse e que esta faixa compreenda 0 a 150% ou 50 a
150% do valor esperado (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). O ICH
(International Conference on Harmonisation) recomenda uma variagao de + 20% do
valor declarado ou esperado (ICH, 1995) especificando em comum com a Anvisa um
minimo de cinco niveis de concentracdo, diferentemente da lupac (IUPAC, 2002)
gue recomenda seis ou mais niveis de concentragdo. A quantificagdo do composto
de interesse em validagdo pode ser obtida por meio dos seguintes métodos:

calibragcéo externa; calibragao interna; superposi¢cao de matriz e adigao de padrao.

2.6.2.1. Calibracido Externa

Neste método é feita uma correlacido direta entre a concentragao do analito
dissolvido em um solvente puro e a area do pico cromatografico obtido apds sua
analise, que em cromatografia € expresso pela area do pico. Por esta correlagéo é
possivel construir um grafico e obter sua respectiva equagado. Sendo que pelo pico
obtido da andlise de uma amostra real pode-se determinar a concentragao do analito
nela contido. No entanto, pela complexidade de amostras como as de alimentos e
bioldgicas, os analitos determinados nestes meio podem sofrer interferéncias que
nao ocorrem quando estao dissolvidos em solventes puros levando a determinagdes

equivocadas quanto a sua real concentracao (GIRAUDEAU et al., 2013).

2.6.2.2. Calibracdo Interna

Na calibracdo interna, faz-se, apds a andlise, uma correlacédo entre a
concentragdo do analito dissolvido em um solvente puro e a razdo area do pico
cromatografico correspondente ao analito pela area do pico do composto
denominado padrdo interno. Este padrdo interno, adicionado na mesma
concentragcdo em todos os pontos da curva, deve ser similar a substancia a ser
quantificada, possuir tempo de retengéo préoximo a esta substancia, nao reagir com a
substancia ou outro componente da matriz, ndo fazer parte da amostra (CUADROS-
RODRIGUES et al., 2001). Este método é empregado para compensar modificacdes

experimentais e incertezas do método em fungao da técnica instrumental.
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2.6.2.3. Superposi¢cao de matriz (matrix-matched)

O método de superposicdo de matriz € uma variagdo do método de
calibragdo externa, onde diferentes concentragcbes de solu¢gdes padrdao séao
adicionadas a uma matriz pura real ou representativa, a fim de compensar o efeito
de matriz, comuns na determinagdo de compostos em tragcos em matrizes

complexas.

2.6.2.4. Adicdo de padrao

A adicao de padréao é correlata ao da superposi¢cao de matriz. Este método é
executado quando existe um efeito de matriz conhecido e nédo se dispde de uma
matriz pura. Assim, adicionam-se diferentes concentragdes do analito na matriz real
para obtencdo da curva analitica, quando € feito uma correlagcdo direta entre a
concentragao do analito dissolvido na matriz (amostra) e a area do pico obtido apdos
sua analise. O procedimento de adigdo padrdo é considerado demorado e pouco
adequado para estudos que envolvem um grande numero de amostras. No entanto,
€ extremamente preciso, pois os analitos alvo estdo em um meio real que possibilita
respostas reais durante a analise (GIRAUDEAU et al., 2013).

2.6.3. Sensibilidade

A sensibilidade é definida pela distincdo confiavel de duas concentracdes
proximas. Matematicamente esta propriedade € representada pelo coeficiente
angular da equacéao da reta da curva analitica e obtido pela equacgéo:

a= Ay/Ax; onde, a: coeficiente angular; Ay: variagao de y; Ax: variagao de
x. Em métodos sensiveis, uma pequena diferenga na concentragao do analito causa
grande variagdo na area do pico cromatografico do analitico medido. Esse critério
expressa a capacidade do procedimento analitico em gerar variagdao no valor da
propriedade monitorada ou medida e causada por incremento na concentragdao ou
quantidade do analito. Apesar da sensibilidade do método ser empregado na
determinacdo dos limites de quantificacéo e deteccdo (FEINBERG & RAGUENES,
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1999; CURRIE (IUPAC), 1999), baixos limites de quantificacdo ndo qualificam se o
método é ou ndo mais sensivel (AMARANTE JR et al., 2001).

2.6.4. Exatidao

A exatiddo de um método qualifica-o quanto a sua capacidade de
concordancia percentual entre o valor real do analito na amostra e o estimado pelo
método (ISO, 1994) acrescido dos intervalos de confianga (USP, 2000). Para definir
a exatiddo de um meétodo sugere-se a aplicagéo de, pelo menos, um dos seguintes
processos: (I) estudo comparativo com material de referéncia certificado (MRC); (ll)
comparagao com um meétodo de referéncia; (lll) estudos inter-laboratoriais; e (IV)
ensaios de recuperacdo (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO, 1999). E consenso
que o emprego de MRC é a forma preferida de controle por se tratar de padrdes
certificados. Nele se avalia um numero suficiente de replicatas do material e
comparam-se os resultados obtidos com o valor certificado. Entretanto, o alto custo
do MRC e até mesmo a inexisténcia de muitos materiais certificados de matrizes e
analitos impossibilitam seu emprego (MESLEY; POCKLINGTON; WALKER, 1991). A
comparagao entre os valores obtidos pelo método proposto com os valores obtidos
para as mesmas amostras com um meétodo ja validado possibilita a utilizagdo das
diferengas encontradas em cada amostra e compara-se com o valor desejado.
Estabelece-se, entdo, o nivel de confianca de acordo com o intervalo de
concentracdo (AMARANTE JR et al., 2001). Apesar de eficiente, este método pode
nao ser possivel de ser empregado se ndo houver um método similar validado.
Avaliagbes inter-laboratoriais implicam na aceitagdo de outros laboratérios em
desenvolver determinado método e devem ser conduzidas com o minimo de cinco
participantes (ISO,1994). Neste processo de validagdo usa-se a analise de variancia
(ANOVA), para determinar diferengas estatisticas significativas entre os valores
obtidos pelos laboratérios envolvidos (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO, 1999).
O ensaio de recuperagédo constitui o método mais utilizado para validagdo de
processos analiticos. A recuperagao esta relacionada com a exatidéo, pois reflete a
quantidade de determinado analito recuperado no processo em relacdo a quantidade

real presente na amostra. A exatidao é expressa como erro sistematico percentual e
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€ inerente ao processo (BRITO et al., 2003a). A perda da substancia em virtude da
baixa recuperagdo da extragdo, medidas volumétricas imprecisas ou substancias
interferentes na amostra, entre outros, resultam em erros sistematicos ou
determinado (SKOOG et al., 2007). Assim é que o estudo da recuperagdo é o
processo mais empregado na avaliagdo de exatiddo, pois envolve o emprego de
padroes de relativa facilidade de aquisi¢cdo, assim como a execucido dos testes,
dependem apenas do trabalho e do método executados pelo laboratério onde estéo

sendo realizados os estudos.

2.6.4.1. Ensaio de Recuperacgao

O ensaio de recuperagao define a capacidade de um método em determinar
uma quantidade conhecida do analito adicionado. Quando adicionado a uma matriz,
é possivel avaliar também a interferéncia dela na analise (WALTON; ACVP, 2001).

A recuperagado € estimada considerando-se que analises de elementos
majoritarios costumam apresentar erros sistematicos relativos muito inferiores
aqueles obtidos de analitos em concentragbes muito pequenas (AOAC, 1993). O
calculo de recuperacdo consiste na adicdo, de pelo menos, trés diferentes
concentragdes de padrdo do analito a amostra (fortificagdo) para determinagcao da
sua concentragao. Desta forma, é possivel calcular a quantidade determinada pelo
método e estabelecer o grau de recuperagao percentual (INMETRO, 2011), usando
a férmula:

Rec%= [Ca — Cg] x 100/ Cg; onde, Rec%= recuperagado percentual; Ca=

concentracdo amostra; Cr=concentracio real.

2.6.5. Precisao

A definicdo da precisdo de um método permite avaliar a dispersao de
resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢cdes definidas, onde quanto maior a
proximidade dos resultados maior a precisdo. Esta precisdo pode ser expresso pelo

estimativa do desvio padrdo (DPR) e/ou coeficiente de variagcdo (RSD%), pois &
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normalizado com base na concentragédo e deste modo ele é praticamente constante
ao longo da faixa de interesse (INMETRO, 2007) e pode definir repetibilidade e
reprodutibilidade. Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro
quantidades requerem um RSD de até 2%. Em métodos de andlise de tracos ou
impurezas sao aceitos RSD de até 20%, dependendo da concentragdo do analito na
amostra, segundo AOAC (AOAC, 1993), ou ainda, segundo recomendag¢des mais
recentes da Unido Europeia para métodos que visem determinar um unico residuo e,
principalmente, se forem utilizados padrdes internos, marcados com isétopos
estaveis, é aceitavel precisdo inter-laboratorial com RSD de até 25%. Ainda,
dependendo da complexidade, e em métodos que visem a determinagdo de
multiplos residuos, RSD proximos de 30% podem ser considerados em amostras
onde a determinagao nao se aproxime do LMR permitido (EC (SANCO/12571/2013),
2013). O Inmetro (INMETRO, 2003) recomenda no minimo sete repeticbes de uma
mesma concentragdo enquanto que a ICH (ICH, 1995) e a Anvisa (ANVISA, 2003)

sugerem no minimo seis determinagdes ou trés niveis de concentragao em triplicata.

2.6.5.1. Precisao Instrumental

Representa a precisdo intra-amostra que busca verificar a concordancia
entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de uma mesma amostra com um
mesmo meétodo, efetuadas sob as mesmas condicdbes, mesmo local e com
repeticoes executadas em curto intervalo de tempo em um mesmo equipamento. A
precisdo instrumental pode ser expressa pela estimativa do estimativa do desvio
padrao (RSD%) e indica se existe a possibilidade de algum erro de carater

instrumental fora da faixa de preciséo.
2.6.5.2. Repetibilidade
Representa a precisao intra-corrida e envolve varias medi¢des da mesma

amostra e sob as mesma condi¢des da precisdo instrumental, porém em diferentes

preparagcdes com a mesma concentracdo. Pode ser expressa pela estimativa do
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estimativa do desvio padrao (RSD%) e indica se o método pode apresentar erros
fora da faixa de precisdo (ANVISA, 2003).

2.6.5.3. Inter-ensaio

E a precisdo conhecida por intermediaria ou intra-laboratorial. O teste pode
ser executado em dias, analistas e equipamentos diferentes, ou outras diferengas no
mesmo laboratério. Assim, como o0s ensaios de precisdo anteriores, pode ser
expressa pela estimativa do estimativa do desvio padrdo (RSD%) e indica a
variabilidade dos resultados em um unico laboratorio (RIBANI et al., 2004).

2.6.5.4. Reprodutibilidade

Representa a consagragdao de um método em termos de precisao e facilita
torna-lo um método de referéncia. Neste tipo de ensaio, medigbes de uma mesma
amostra sao executadas em colaboracdo entre laboratérios. Nesta fase € muito
comum encontrar desacordo nos métodos analiticos. A lupac ndo aconselha tirar
conclusbes com menos de cinco laboratorios e recomenda até oito laboratorios
(THOMPSON; ELLISON; WOOQD, 2002). Além disso, tais laboratérios devem possuir
competéncia e habilidades similares aqueles que usardo o método em rotina. A
documentagao que apoia os estudos de precisao da reprodutibilidade deve incluir
estimativa do desvio padrao absoluto, estimativa do estimativa do desvio padrdo e
intervalo de confianca (RIBANI et al., 2004).

2.6.6. Limite de deteccao e limite de quantificagao
2.6.6.1. Limite de detecgéo (LD)
LD representa a menor concentragao do analito que pode ser detectada pelo

método. O LD pode ser definido pela: relagdo sinal/ruido; parametros da curva;
meétodos estatisticos; e por desvio-padrao da resposta e do coeficiente angular.
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Em métodos analiticos instrumentais que exibem linha de base, o sinal/ruido
pode ser uma forma de determinar o LD. Neste caso, a determinagao da relagéo
sinal-ruido € feita comparando a medi¢do dos sinais da amostras em baixas
concentragdes conhecidas do composto de interesse na matriz € um branco (matriz
isenta do composto de interesse) destas amostras. Assim, € estabelecida uma
concentragdo minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A relagéo
sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, propor¢des geralmente aceitas como estimativas
do limite de deteccao (RIBANI et al., 2004).

Empregando parametros da curva, esta determinagdo € realizada também
por meio da comparagao dos sinais medidos da amostra com baixas concentragdes
conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a concentracdo minima
na qual o analito pode ser detectado. A razdo de s/S multiplicado por trés é
geralmente considerada aceitavel para estimar o limite de detecc¢ao.

LD = (3 x s)/S; onde: s= desvio padrédo da resposta; e S= coeficiente
angular da equagao da reta da curva de calibragao (ICH, 1996). Estatisticamente,
utiliza-se o teste de hipdtese para estimar o LD com valores obtidos de varias
medidas do branco pela seguinte equacdo: LD = (2 x tng5% X Sg)/S; onde: tng59=
valor tabelado em fun¢do de n (numero de analises); Sg = desvio-padrédo do branco;
S = coeficiente angular da equagao da reta da curva de calibragdo (AMARANTE JR
et al., 2001). Por meio de dados obtidos em experimentos de recuperagado, o LD
pode ser estimado pela substituicdo de S, por S.om na formula, onde se estima
estatisticamente o LD. Para obter Sc,m deve-se empregar a seguinte formula:

Scom>= [(M-1)Sa% + (n-1)Sg?/m+n-2; onde: m= o nimero de determinagdes
do menor nivel de fortificagdo; n= o numero de determinagdes do branco; Sa=
desvio-padrdo da amostra do menor nivel de fortificacdo; Sg= desvio-padrdo do
branco (BRITO et al., 2003b; THIER; ZEUMER, 1987).
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2.6.6.2. Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo estabelece a menor concentragao possivel de ser
quantificada de um analito em uma determinada amostra por um método especifico,
com exatiddo e precisao aceitaveis, sob as condicdes experimentais descritas
(HUBER; GMBH, 1999; ICH, 1996). Da mesma forma e condi¢des para o LD, o LQ
pode ser estimado pelo sinal-ruido, porém, numa relagao 10:1 sinal:ruido (RIBANI et
al., 2004), assim, empregando-se os parametros da curva onde multiplica por 10 a
razao s/S; sendo s= desvio padrao da resposta; e S= coeficiente angular da equagao
da reta da curva de calibragao (ICH, 1996). Por métodos estatisticos, o LQ pode ser
estabelecido empiricamente. O menor nivel de fortificagdo onde se obtenha
recuperacéo entre 70 e 100% com RSD% menor ou igual a 20 o LQ pode ser
estabelecido (BRITO et al., 2003b; THIER; ZEUMER, 1987).
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2.7. DETERMINAGCAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

Diante da necessidade do desenvolvimento de métodos para determinagao
de residuos em alimentos e em fungdo do desafio de emprega-los em matrizes
complexas, determina-los em concentragdes em tracos, além da necessidade de
métodos rapidos, seletivos e sensiveis a multiplos compostos simultaneamente,
grupos de pesquisa tém buscado desenvolver metodologias que possam ser
aplicadas a esta situacdo. Estes estudos apresentam possibilidades para a
aplicacdo de metodologia instrumental que associa a cromatografia a MS e alia a
preparacao de amostras por QUEChERS, que viabilizam a determinagao de residuos
de agrotéxicos em arroz. Portanto, faz-se necessario conhecer os avangos e
solucdes obtidos nestes trabalhos, para obtengdo de resultados adequados em
nossos estudos.

Durden (2007) utilizou a LC acoplada a espectrometria em tandem (LC-
MS/MS) (QqQ) para determinar residuos de sete nematicidas no leite. Os modos de
ionizagao por eletrospray positivo (ESI(+)) e negativo (ESI(-)) foram utilizados, pois
alguns compostos analisados contém apenas atomos de C, H e O, ionizando,
preferencialmente, no modo ESI(-), enquanto que outros possuem atomos de
nitrogénio, de maneira que sao ionizados, preferencialmente, no modo positivo.
Constataram que compostos apresentaram sinais mais intensos quando utilizado
tampao acido férmico/formiato de amdnio e acetonitrila como FM para ionizagdo no
modo positivo, num intervalo linear de 0,5 a 60 ug kg-1. Entretanto, os sinais obtidos
no modo positivo foram mais largos que os obtidos no modo negativo e,
consequentemente, levaram a obtengcdo de LD menores e respostas com baixa
linearidade (DURDEN, 2007).

Pico e colab. (2007) utilizaram a LC-ESI(+)-MS/MS (QToF) para a
determinacdo de residuos de carbendazim, imazalii e etoxiquim em peras.
Comparando técnicas de detecgao por MS e MS/MS empregando imazalil como
referéncia, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as técnicas, nas
necessidades e condigcdes existentes e testadas (PICO; KOZMUTZA, 2007).

Paya e colab. (2007) realizaram a determinagdo de 42 residuos de

agrotoxicos em alimentos, bebidas e frutas, empregando LC-ESI(+)-MS/MS _
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QuUERChERS (Qtrap). Os ensaios de recuperagdo foram realizados nas
concentragdes de 1 e 10 ug kg-1 tendo sido obtidas recuperagdes entre 70% e
110% com CV inferiores a 10%. Além disso, foi constatado que amostras do mesmo
tipo apresentam diferentes efeitos de matriz, em fungdo da maturagdo da amostra,
assim como da sua origem (PAYA et al., 2007).

Pico & Kozmutza (2007) utilizaram a LC-ESI(+)-MS/MS (QgQ) para
determinar 12 residuos incluindo aldicarbe, demetom-S-metil, fenamifés e
metiocarbe e seus produtos de degradagdo em suco de uva. Empregaram a
extragdo em fase sélida (SPE) utilizando cartuchos C18 e diclorometano na etapa de
eluicdo para o preparo das amostras. Obtiveram recuperacdes superiores a 80%
para todos os agrotéxicos estudados, com CV inferiores a 15%, num intervalo linear
de concentragao de 5 a 50 pg L™ e limites de quantificacéo entre 0,1 e 4,6 ug L. Os
resultados mostraram que a degradagao dos agrotdxicos € mais lenta quando estao
presentes no suco de frutas do que quando em meio aquoso mais diluido. Em 12%
das amostras reais foram encontrados metiocarbe, fenamifés e demetom-S-metil,
porém abaixo dos LMR (PICO; KOZMUTZA, 2007).

Kmellar e colab. (2008) desenvolveram um método empregando (LC-ESI(+)-
MS/MS_QuUEChERS) para a determinacdo de residuos de 160 agrotdéxicos em
vegetais para verificar a influéncia da matriz nos valores de recuperagcdo e na
ionizacdo dos analitos. Para a calibracdo, os autores utilizaram o método de
padronizagao externa com superposi¢cao de matriz, com sete niveis de concentragao
(5 a 500 pg kg-1). Empregaram tomate como matriz de elevado teor de agua, pera
como matriz de elevado teor de agucar e laranja como matriz de elevada
concentragdo de acidos. Dez dos agrotdxicos avaliados apresentaram baixa
intensidade de sinal, problemas de linearidade ou detectabilidade apresentando R2
abaixo de 0,99%. Numa escala de efeitos de matriz brandos (< 20%), médios (20-
50%) e fortes (> 50%) ocorreram 69%, 20% e 11% dos compostos estudados,
respectivamente. Mais de 90% dos agrotéxicos estudados apresentaram LD
menores ou iguais a 5 ug kg'1 e foram obtidos CVs maiores que 20% em poucos
casos, assim como problemas de recuperacdo, onde as exceg¢des foram fipronil,
ciromazina e fluazifop. Na analise de 50 amostras reais, 33 diferentes contaminantes
foram detectados, todos a baixo do LMR (KMELLAR et al., 2008).
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Pan e colab. (2008) realizaram a determinagdo de residuos de
monocrotofés, dimetoato, imidacloprido, carbendazim, carbaril e simazina em
hortalicas ao empregar ultrassom no preparo das amostras e LC-ESI(+)-MS/MS.
Empregando uma coluna C18 (150mm), operando a 40°C com eluente A de formiato
de aménia e B composto de metanol. Os compostos foram todos detectados entre o
seis e nove minutos sem co-eluigdo. Obtiveram recuperagcdes maiores que 83% e
LQ menores que 1,4 ug kg'1 para os agrotoxicos estudados. Os autores encontraram
residuos de carbendazim em amostras de alface e mostarda, carbaril em espinafre e
monocrotofés em couve-flor (PAN; XIA; LIANG, 2008).

Ticha e colab. (2008) determinaram variagbes na concentragdo de residuos
de 21 agrotéxicos em magas durante o periodo de estocagem, empregando a MSPD
para o preparo das amostras analisadas por LC-ESI(+)-MS/MS (QqQ). Verificaram
uma diminuicdo sucessiva da concentracdo dos residuos durante o periodo de
estocagem, sendo que apds cinco meses somente dodim e fosalona foram
detectados. Nenhum dos agrotéxicos foi encontrado em concentragdes acima dos
LMR durante a etapa de estocagem. A dindmica de residuos antes e depois da
colheita € dependente de fatores que devem ser conhecidos nos experimentos de
validagao, pois estas condicbes devem ser comparadas para que diferentes
resultados possam ser compreendidos (TICHA et al., 2008).

Frenich e colab. (2008) utilizaram a Cromatografia Liquida de ultra eficiéncia
(UPLC)_ESI(+)-MS/MS-QUEChERS (QgQ) para a determinagcédo de 53 agrotéxicos
em alimentos. Distintas matrizes foram escolhidas para avaliar o efeito nos valores
de recuperagao e na precisdo. Foi utilizada uma coluna com C18 com particulas de
1,7 ym. Obtiveram recuperacgdes entre 70% e 109% com CVs inferiores a 20% para
todos os agrotoxicos. O método desenvolvido foi aplicado na anélise de mais de 200
amostras de vegetais de matrizes semelhantes as empregadas no desenvolvimento
do método e foi encontrado com maior frequéncia o imidacloprida e em
concentragdes entre 0,01 e 1,00 mg kg-1 (GARRIDO-FRENICH et al., 2008).

Kruve e colab. (2008) verificaram que os efeitos de matriz na analise de
residuos de 14 agrotéxicos, em diversas frutas e legumes, sdo menores quando
empregado QUEChERS como método de extragdo quando determinados por LC-
ESI(+)-MS/MS (KRUVE et al., 2008).
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Nguyen e colab. (2008), empregando GC-MS, desenvolveram método para
determinar em 30 min de analise, 203 residuos de agrotdxicos em arroz com baixos
LQ. Apesar dos 6timos resultados apenas 11 destes compostos analisados sao de
interesse direto para o atual monitoramento de residuos de compostos autorizados e
indicados para o cultivo deste cereal (NGUYEN et al., 2008).

Kanrar e colab. (2010) na determinacdo de 42 residuos de agrotoxicos em
28 min puderam empregar a técnica na analise de chas, mesmo com grande numero
de elementos co-eluindo. Trinta e oito destes compostos tinham seu tempo de
retencdo entre 2,5 e 8 min, no qual mais de 50% destes estavam concentrados
numa faixa de tempo de 2 min (KANRAR; MANDAL; BHATTACHARYYA, 2010).

Chung & Chan (2010) para determinacdo de 98 residuos que incluam
organofosforados e carbamatos. O tempo de corrida foi de 19 min, sendo que 95
deles apresentaram tempo de retencéo entre 8 e 19 min (CHUNG; CHAN, 2010).

Nguyen e colab. (2010) na analise de ervas determinaram 234 compostos
em um tempo de 45 minutos. Para garantir a identificagdo dos compostos, um
terceiro fragmento foi monitorado como forma de confirmar o analito de interesse
(NGUYEN et al., 2010).

Pareja e colab. (2011) empregaram quatro versbes do QUEChERS na
determinacdo de agrotoxicos em arroz. Elegeram a versdo que possuia aminas
primarias e secundarias (PSA) na fase de clean-up por apresentar menor efeito de
matriz na recuperacgao e possibilitar a analise de 47 residuos em amostras reais com
LQ inferior a 5 ug kg™ (PAREJA et al., 2011a).

Sinha e colab. (2012) desenvolveram um método para analise de 18
residuos em amostras reais de hortalicas por LC-ESI(+)-MS/MS_QuEChERS, com
validacdo da metodologia muito acima das exigéncias europeias (SINHA;
VASUDEV; RAO, 2012).

Hou e colab. (2013) utilizando GC/QUEChERs puderam determinar em
aproximadamente 44 min, 124 agrotoxicos em arroz. Apesar do grande numero de
compostos passiveis de serem determinados por este método e os LQs menores
que 27 ug kg'1, apenas 15 destes s&do empregados na rizicultura, o tempo de
analises poderia ser menor se trabalhassem apenas em busca destes (HOU et al.,
2013b).
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De acordo com o que foi exposto, tanto técnicas de extragdo de multiplos
residuos contaminantes de alimentos, quanto técnicas instrumentais para determina-
los estao disponiveis e apresentam grau adequado de desenvolvimento.

Entre as técnicas de determinagdo e extracdo mais adequadas, a
cromatografia em fase liquida (LC) acoplada a espectrometria de massas em
tandem (MS/MS) e QUEChERS como técnica de extragéo, constituem método de
escolha para determinagao de tragos de agrotdxicos em alimentos.

Na determinacdo de agrotoxicos em arroz os estudos se encontram em
avangado desenvolvimento, no entanto, pouco sdo os trabalhos que visam a
determinacdo, neste cereal, de agrotoxicos indicados para a rizicultura e que
possuem LMR estabelecidos pela ANVISA.

A seguir, com base no conhecimento em LC, MS e QUEChERS para analise
de alimentos, apresentar-se-do os estudos de desenvolvimento de método analitico
especifico para determinagdo de multiplos residuos dos agrotéxicos autorizado pelo
Ministério da Agricultura (MAPA) para a rizicultura e que possuem LMR
estabelecidos pela Anvisa, com vista ao monitoramento destes compostos e garantia

da segurancga alimentar.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. INSTRUMENTACAO E OUTROS

v' Sistema de separagao instrumental: cromatégrafo em fase liquida da
marca Agilent Technologies (modelo:1200 series);

v’ Sistema de amostragem: de bandeja dupla com para 54 frascos cada;

v' Seringa de infusdo direta: 1000uL Hamilton (Modelo: Gastight #1001);

v’ Sistema de ionizagao e interface;

v' Sistema de vacuo: bomba de vacuo Pump Status (modelo: HS602);

v’ Sistema de detecgao: espectrometro de massas quadrupolar duplo
linear 3200 Q Trap da AB Sciex Instruments (Modelo: 1031491 C);

v' Sistema de aquisi¢do: software Analyst 1.5.1.;

v' Sistema de tratamento de dados: software Microsoft Office Excel 2007;

v’ Sistema de pesagem: balanca analitica Shimadzu (modelo: AX200)
com precisao entre 200g — 0,1mg;

v' Sistema de purificagao de agua: millipore (modelo: Miligplus)

v" Vidraria analitica:

v" Frascos ambar de 10 mL com tampa e septo de teflon.

3.2. MATRIZ DE ARROZ ISENTA DE AGROTOXICOS

Os graos de arroz utilizados como matriz empregada no desenvolvimento do
método foram obtidos da Estacdo Experimental de Itajai/Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EEI/Epagri). As plantas foram
cultivadas em vasos com substrato compostos por diferentes solos oriundos de
cultivo em sistema organico de produgédo e misturados a subsolo sem histérico de
qualquer cultivo nos ultimos 30 anos. Os vasos com as plantas foram mantidos em
abrigos com telas anti-insetos nas laterais e coberto com polietileno agricola (Figura
28) e sem acesso a pessoas estranhas ao servigco e ainda provido de pediluvio para
descontaminagéo dos calgados antes da entrada no abrigo. Todo o cultivo e colheita

foi rigorosamente acompanhado por pesquisadores da area da fitossanidade da
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referida empresa, o que garantiu que a matriz deste estudo fosse isenta de
compostos exogenos, especialmente o0s agrotoxicos. Apdés a colheita,
descascamento e moagem, foram selecionadas para os estudos as particulas de

granulometria entre 0,2 e 1mm.

Figura 28. A esquerda cultivo de arroz em vasos para obtengdo de material isento de
agrotoxicos e a direita amostra de arroz moido com particulas de granulometria entre 0,2 a 1
mm. EEl/Epagri. Autor: José Angelo Rebelo.

o
w

SOLVENTES, SOLUCOES E REAGENTES

Agua MilliQ;

Acido férmico 50% (CH20,) Fluka;

Metanol 99,8% (MeOH - CH40) Vetec;
Acetonitrila 99,98% (ACN —C,H3N) J.T. Baker;
Nitrogénio (Ny);

Padrées listados na tabela 12;

Sulfato de magnésio 99,8% (Mg,SO.);
Acetado de sodio 99% (CH3;COONa);

Aminas primarias e secundarias 4um (PSA — (NH2R1), (NH1R1R2)n) (Agilent);
84

NN N N N N NN



3.3.1. Solucgoes estoque analiticas

Os residuos de agrotoxicos determinados pelo método desenvolvido foram
aqueles que compunham a lista de ativos que possuem registro no MAPA para
emprego como herbicida, fungicida e inseticida na cultura do arroz irrigado e com
LMR estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2009c) e
recomendados pela Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado (SOSBAI, 2010)
(Tabela 11).

As solugbdes estoque dos analitos foram preparadas pesando-se os padroes
de agrotoéxicos em frascos de vidro ambar, e individualmente, em balanga analitica
buscando atingir concentragbes proximas a 1000 ug mL" em 10 mL de solvente
(Tabela 11) que possibilitasse a obtencdo de solugdes limpidas e estaveis a
temperatura ambiente no momento de seu uso e a 4°C durante o armazenamento.
Todas as concentragbes e solventes empregados na obtencdo de cada solugéo
estoque, assim como grau de pureza e seus fornecedores, estao listados para cada

uma delas (Tabela 11).

Tabela 11. Grau de pureza e origem dos padroes empregados no preparo das solugdes
estoque a partir de herbicidas, inseticidas e fungicidas autorizados pelo Mapa no manejo da
cultura de arroz e suas respectivas concentragoes e solventes empregados, apds seu preparo.

Empresa| Concentragao da solugao
Agrotoéxico T Eh de estoques de padroes (mg
pureza origem kg'1)lsolvente empregado
1 2-4 acido diclorofenoxiacético 99,8 FA 1120/ACN
2 | Acetamiprido N&o encontrado
3 | Alfa-cipermetrin (cas 67375-30-8) 99,7 FA 1090/MeOH
4 Azimsulfurom 99,7 FA 1343/MeOH
o Azoxistrombina 99,9 FA 1180/ACN
6 Benfuracarb 98,0 FA 1009/MeOH
7 | Bentazon 99,9 FA 1099/MeOH
8 Beta-ciflutrina 99,8 FA 1118/MeOH
9 Bifentrina 98,6 FA 1000/ACN
10| Bispiribac-sodio 99,9 FA 1199/MeOH
11 | Carbendazim 97,0 SA 1130/ACN
12| carbofuram 99,9 FA 1089/MeOH
13 | Carbosulfano 98,3 CS 1430/ACN
14| carboxina 99,9 FA 1010/ACN
15| Cialofop-p-buil 98,4 FA 1108/MeOH
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16 | Ciclosulfamurom 99,4 FA 1193/MeOH
17 | Cicloxidim 98,1 FA 1040/MeOH
18 | Ciflutrina 98,0 (o 1490/ACN
19 | Beta-cipermetrina (cas 52315-07-8) 98,0 SA 935/MeOH
20 | Ciproconazol 99,8 FA 960/ACN
21| Clomazone 98,1 FA 1001/MeOH
22 | Clorantraniliprole 96,1 FA 1197/MeOH
23 | Cloratalonil 99,3 o 1110/ACN
24 | Cresoxim-metil 96,6 RH 1111/MeOH
25 | Deltametrina 98,0 SA 1000/ACN
26 | Difenoconazol 97,0 FA 1160/ACN
27 | Diflubenzurom 98,6 cS 1100/ACN
28 | Ditiocarbamato de ZN (ZIRAM) 98,1 FA 5/ACN10%
29 | Epoxiconazol 99,0 FA 1188/MeOH
30 | Esfenvarelato 99,5 (o 1010/ACN
31 | Etofenproxi 97,7 FA 1000/ACN
32 | Etoxisulfamurom 97,7 FA 1190/ACN
33 | Fenoxaprop-p-etil 98,9 FA 1108/MeOH
34 | Fipronil 97,5 FA 1141/MeOH
35 | Furatiocarb 99,6 FA* 1110/ACN
36 | Glifosato 99,2 FA 1102/MeOH
37 Imazapic 99,9 FA 1309/MeOH
38 | Imazapir 99,9 FA 1229/MeOH
39 | Imazatapir 99,9 FA 1009/MeOH
40 | |midacloprida 99,9 FA 1139/MeOH
41 | Lambda-cialotrim 97,4 FA 1050/ACN
42 | Malaoxon 95,2 FA 1430/ACN
43 | Malationa 97,2 FA 1070/ACN
44 | Metalaxil-M N&o encontrado

45 | Metsulfamuron-metil 99,0 FA 1050/ACN
46 | Miclobutanil 99,3 FA 1270/ACN
47 | Oxadiazon 99,9 FA 1479/MeOH
48 | Oxifluorfem 98,1 RH 1548/MeOH
49 | Paraoxon-metil 96,0 FA 1040/ACN
50 | Parationa-metilica 99,7 FA 1150/ACN
51 | pendimetalim 98,8 FA* 998/MeOH
52 | Penoxsulam Nao encontrado

53 | Permetrina 98,3 FA 1000/ACN
54 | Picloram 99,4 FA 1100/ACN
55 | Picoxistrobina N3o encontrado

56 | pirazosulfamurom 99,1 FA* 1823/MeOH
57 | Pirimifés-metilico 98,2 FA 3900/ACN
98 | propanil 99,6 FA 1315/MeOH
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59 | Propiconazol 98,4 FA* 1240/ACN
60 | Quinclorac 99,7 FA 1017/MeOH
61 | Tebuconazol 99,6 FA 1145/MeOH
62 | Tetraconazol N3o encontrado

63 | Tiabendazol 99,0 SA 1010/MeOH
64 | Tiametoxam 99,7 FA 1007/MeOH
65 | Tiobecarbe 99,9 FA 1259/MeOH
66 | Tiodicarbe 99,9 FA* 1000/ACN
67 | Tiofanato metilico 99,3 FA 1013/MeOH
68 | Triciclazol 98,9 FA 1230/ACN
69 | Triclopir 99,9 FA 1069/MeOH
70 | Trifloxistrombina 99,5 FA 1343/MeOH
71 | Trifluralina 99,2 FA 1110/ACN

Nota: Solventes das solugdes: acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH). Origem: FA: Fluka Analytical;
CS: Chem Service; RH: Riedel-de-Haén; SA:Sigma-Aldrich; *material cedido por terceiros.

3.3.2. Solugao estoque contendo todos os padroées

Para emprego na obtengao das curvas analiticas e na fortificacdo dos testes
de recuperagao, preparou-se uma mistura em agua contendo todos os padrbes de
agrotoxicos onde foi possivel obter o espectro de massas apos ionizagdo no modo
positivo por meio da fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI+). Nos testes
preliminares de extracdo, a amostra de arroz foi diluida em até cinco vezes. Assim, a
mistura dos padrdes foi preparada para que a concentragao correspondente a quinta
parte da concentracao permitida pelo LMR, para cada um dos compostos, estivesse
entre os pontos da curva analitica que foi composta de até sete (07) pontos. Desta
forma, poder-se-ia dispor de um método com faixa de aplicagao relacionando o LMR
e a diluicdo empregada no processo de extragao (Tabela 12).

3.3.3. Padrao controle do tipo padrao sub-rogado (PS) ou padrao interno (Pl)
Inicialmente, 14,25 mg do padréo (sulfametaxazol) foram diluidas em 10 mL
de acetonitrila. Desta solugao, diluiu-se 1 mL em 9 mL de acetonitrila para adicdo na

amostra e preparo das curvas analiticas onde o PS se encontraria na concentragao
14,25 mg L.
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Tabela 12. Concentragdes dos padrées de agrotdxicos em agua contidos na solugao estoque
da mistura de padroes (250 mL).

Azoxistrobina 0,047
Bentazon 0,220
Bispiribac-sodio 0,240
Carbendazim 0,226
Carbofuram 0,109
Carboxina 0,101
Ciclossulfamurom 0,238
Cicloxidim 0,208
Ciproconazol 0,019
Clomazone 0,040
Clorantraniliprole 0,343
Difenoconazol 0,464
Epoxiconazol 0,238
Etoxissulfurom 0,238
Fenoxaprop-P-ethil 0,222
Imazapic 0,262
Imazapir 0,246
Imazetapir 0,202
Imidacloprida 0,228
Malaoxon 0,286
Malationa 1,070
Metsulfuron-metil 0,210
Miclobutanil 0,254
Oxadiazon 0,296
Paraoxon-metil 0,208
Picloram 0,044
Pirimifés-metilico 0,390
Quinclorac 0,330
Tebuconazol 0,046
Tiabendazol 0,101
Tiametoxam 0,403
Tiobencarbe 0,025
Tiofanato metilico 0,208
Triciclazol 0,246
Triclopir 0,214
Trifloxistrombina 0,134
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3.4. OTIMIZACAO DO METODO DE DETECGAO (MS-MS)

3.4.1. Parametros de fragmentacgao, filtragem e focalizagao

Para o desenvolvimento de metodologia baseada na analise instrumental,
que utiliza como detector o espectrémetro de massas (MS), deve-se conhecer quais
fragmentos s&o formados a partir do ion quasi-molecular de cada analito.

Este estudo foi desenvolvido em parceria com o Laboratério de Catalise em
Sistemas Moleculares e Nanoestruturados do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

Existem parametros ajustaveis para permitir a otimizagdo das condigbes de
fragmentacdo e que seguem a indicagdo do fabricante. Alguns ajustes devem ser
testados para se alcangar o sucesso na fragmentagdo do ion. Aqueles parédmetros
possuem faixas de trabalho pré-determinadas e que podem ser configuradas de
acordo com o fluxo de injecdo e da pratica do operador. Na tabela 13 estao listadas

as faixas de trabalho permitidas e ou sugeridas.

Tabela 13. Parametros ajustaveis e sugeridos pelo fabricante para alcangar a otimizagéao

automatica de MRM utilizando turbo lon Spray API-ESI 3200 no modo positivo.

TIPO UNIDADE FAIXA DE TRABALHO
Injecéo direta de padrao Concentragao Inicialmente 200 yL L’
Fluxo de injecéao Vazao 5 a 3000 pL min
Estabilizagédo Tempo 2 minutos
Gas de dessolvatagéo - N, (CUR) Pressao 10 a 20 Psi
Voltagem do TurboSpray (IS) Voltagem + 4000 a 5500 V
Turbo Spray (TEM) (CUR) Temperatura 0a750°C
Gas de nebulizacao - ar sintético (GAS1) Pressao 20 a 50 Psi
Gas secante - ar sintético (GAS2) Pressao 0 a 50 Psi
Gas de colisdo - N, (CAD) Pressao Baixo/médio/alto
Dwell Time (tempo de residéncia) Tempo Indicado até 200 ms

O fluxo de injegdo trabalhado variou de 10 a 30 yL min”. Nesta faixa, a

concentragdo infundida variou de 1 a 5 mg L™; e, segundo o fabricante, o gas de
nebulizagdo (GAS1) deve estar em torno de 20 Psi, o gas secante (GAS2) deve

estar desabilitado (OFF), ou seja, com 0 PSi, o ajuste de temperatura do gas de
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dessolvatagado (TEM (CUR)) deve esta desligado e sob temperatura ambiente. Os
demais parametros podem ser testados de acordo com a tabela 13.

Os parametros ajustaveis foram estabelecidos dentro das faixas de ajuste
(Tabela 13), com vista a condi¢cao geral de promogao da fragmentacdo da maioria
dos ions testados para o modo ESI (+). Fixado tais parametros, foram realizadas
injecoes diretas no MS de cada padrao no modo positivo, ou seja, com promogéo e
avaliagcdo da protonagcdo da molécula, ainda com variagdo das concentragdes
infundidas de 1 a 5 ug mL™" e vaz&o de 10 a 30 uL min™". As solucdes-padréo (~1000
ug mL™) foram diluidas em solugéo de acetonitrila a 50% contendo &cido férmico a
0,1% para facilitar a protonagdo do analito, antes mesmo de alcancar a fonte de
ionizagao, para posterior formagao dos fragmentos.

Além dos parametros ajustaveis (Tabela 13), os parametros de filtragem e
fragmentacdo s&o configuradas apds testes automaticos realizados pelo MS e
avaliados para garantir maior intensidade de sinal e a formacgao estavel do ion. Estas
energias sdo: a voltagem do cone (DP - do inglés Declustering Potential) para
melhor selecdo dos ions precursores; a energia de colisdo (CE - do inglés Collision
Energy), que promove a fragmentagdo do ion precursor e gera ions-produto; o
potencial de saida da cela de colisdo (CXP - do inglés Collision Cell Exit Potential),
todas em funcdo da fonte empregada para gerar a ionizagdo (ESI (eletrospray
lonization)).

Com a conclusdo desta etapa, pode-se eleger os fragmentos que foram

monitorados para qualificar e quantificar os compostos de interesse.
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3.5. AJUSTES RELACIONADOS AO METODO CROMATOGRAFICO

3.5.1. Fase estacionaria

No processo de separagao cromatografica, a fase estacionaria utilizada foi a
coluna cromatografica Synergy polar-RP (Phenomenex HPLC Synergi RP; particulas
de 4pum; poros de 80A; 150 x 2,0 mm - comprimento x didmetro), estavel em pH 1,5
a 7,0, baixa hidrofobicidade, alta polaridade, seletividade para compostos aromaticos
em funcgéo da lincagem por éter (Figura 29) para interagdo -1, apropriada para o

aumento da retencado de compostos polares pela existéncia de end capping polar.

Figura 29. llustragao do endcaping polar da coluna Synergy polar-RP (Phenomenex).
Fonte: (PHENOMENEX, 2014).

3.5.2. Ajuste da fase mével (FM)

A fase movel foi constituida por um gradiente de solugbes de diferentes
polaridades. A solugdo A era a mais polar e continha acido formico a 0,1% em agua,
e a solugado B, menos polar, acetonitrila a 95%. Empiricamente, iniciou-se os testes
com acondicionamento da coluna por seis minutos com a adicdo de 95% da solucao
A e 5% da solucao B. Durante a analise diminuiu-se a concentracdo da solugdo A
até 25 minutos de analise e retornando, gradativamente, a condic¢édo inicial da coluna

ap6s mais 5 minutos de analise (Tabela 14), totalizando 36 minutos.
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Tabela 14. Composigao e gradiente da fase movel inicialmente testada.

ULELALHO) i) VAZAO (kL min’) (Acmg%%fnﬁ?:g 0,1%) (ACES';I%I;‘II:%QEABQS%)
6 (condicionamento) 200 95,0 50
1 200 95,0 50
15 200 5,0 95,0
25 200 50 95,0
30 200 95,0 5,00

A partir destas condigdes (Tabela 15), buscou-se reduzir o tempo de analise
aumentando a concentragao da solucao B e reduzindo o tempo de condicionamento
inicial da coluna. Este tempo de condicionamento pode ser util também para eliminar
residuos de padrdes retidos na coluna. Assim, a cada redugcdo do tempo de
condicionamento, entre as injecbes com padrdes analisava-se uma amostra
contendo apenas agua para verificar se alguns destes residuos permaneciam retidos

na fase estacionaria evitando-se, assim, superestimagao das determinacoes.
3.5.3. Outros ajustes

Nos testes iniciais, o forno da coluna ficou desligado de modo que a coluna
ficou a temperatura ambiente, ou seja, sem controle. Quando sob controle, a
temperatura foi mantida em 40°C estabilizando a temperatura da coluna com
aumento da velocidade de separagdo cromatografica por meio da esperada
diminuicao da viscosidade da fase movel.

A vazao da FM foi continua durante todo o procedimento de separacgédo. Esta
vazao foi testada para se obter melhoria na separagdo dos compostos para
deteccao por MS/MS. Buscou-se reduzir o tempo inicial e final de deteccdo dos
compostos empregando-se vazoes de 200 a 600 uL min™.

Com aumento da vazao da FM, maior € o volume de solvente que chega na
fonte de ionizagdo. Assim, € necessario aumentar a temperatura da fonte para que
ocorra maior dessolvatacao e evitar interferéncia nos analisadores de massa pela
presenca de solvente. Nesta providéncia, a temperatura de dessolvatacao foi de 400

°C para vazées menores e de 600 °C para vazao de 600 pL min™.
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3.6. METODO DE EXTRACAO QUEChERS MODIFICADO

Os residuos de agrotoxicos foram extraidos de amostras das particulas dos
graos de arroz moidos (granulometria entre 0,2 e 1,0 mm), baseando-se em
procedimento de extragdo QUEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003) modificado
(LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005) (Figura 36). As amostras para
analise continham 5 g colocados em um tubo de polipropileno do tipo falcon de
50mL, com 14 mL acetonitrila (acido acético 1%) e 1 mL de solugdo-padrao de
sulfametaxazol. Apdés 30 minutos (PAREJA et al., 2011b) adicionaram-se 2 g de
sulfato de magnésio e 0,5g de acetato de sodio. Os tubos foram agitados por 1 min
em vortex e centrifugados por 1 min a 4.000 rpm. Para executar o clean-up, extraiu-
se 1,5 mL do sobrenadante, que foi colocado em um tubo de 15 mL e ao qual foram
adicionados 150 mg de sulfato de magnésio e 50 mg de PSA (aminas primarias e
secundarias). Os tubos foram agitados por 1 min em vortex e centrifugados por 1
min a 4.000 rpm. Extraiu-se 1 mL do sobrenadante, que foi colocado diretamente em
viais para injecao automatica no cromatégrafo (LC-MS/MS). Todos os procedimentos

foram executados em triplicata (Figura 30).

FASE DE EXTRACAO FASE DE CLEAN-UP

15g de amostra

Tubo de teflon ® 50 mL 1 mL do sobrenadante da fase de
extragao
r
15 mL de MeCN/ 1% HAc
Adicionar 150mg MgS0,
e50mg de PSA
Padrao interno

Agitar por 20s e
centrifugar.

6gde MgS0,
1,59 de NaAc

h 4
Analise cromatografica

Agitar por Tmim e
centrifugar.

Figura 30. Fluxograma representando o método QUEChERS com modificagées.
Fonte: Adaptado de (LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005).
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3.7. PARAMETROS DE MERITO PARA VALIDACAO DO METODO

Dos 71 agrotdxicos indicados na rizicultura, aqueles onde foi possivel obter
os espectros de massa, pelo métodos anteriormente citados, foram empregados nos

experimentos para obtencao das curvas analiticas.

3.7.1. Curva analitica e linearidade

3.7.11. Calibragdo com adigao de padrao interno

Para estudo de linearidade por calibragao externa com calibragao interna
foram preparadas solugdes-amostra adicionando-se padrdao interno (PI)
(sulfametaxazol), mistura de solu¢gdes padrdo e agua com auxilio de uma
micropipeta de 100 yL, em cada um dos 8 tubos de 15 mL. Na tabela 15 pode-se
verificar a composi¢cao de cada amostra, que corresponde aos sete pontos da curva

analitica e a amostra-branco.

Tabela 15. Solugdes para estudo de linearidade por calibragao externa com padrao interno.

Componentes das solugées Solugodes para estudo de linearidade por calibragéo externa
(padroes/solvente) 0 1 2 3 4 5 6 7

Padr&o interno (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100

Solugéo de mistura de padrbes (uL)* 0 100 200 300 400 500 600 700

Acetonitrila (uL) 900 800 700 600 500 400 300 | 200

* A concentragéo final de cada padrdo empregado na construgédo da curva esta na tabela 17.

Cada ponto da curva foi obtido com triplicata (INMETRO, 2003; IUPAC,

2002). As concentracbes dos agrotéxicos estao apresentados na tabela 16.

Tabela 16. Concentragdo de padroes adicionada nas solugdoes empregadas no estudo de
linearidade por calibragdao externa com padrao interno.

Azoxistrobina 0,0047|0,0094 | 0,0142|0,0189 | 0,0236 | 0,0283 | 0,0330
Bentazon 0,0220 | 0,0440 | 0,0659 | 0,0879 | 0,1099 | 0,1319 | 0,1539
Bispiribac-sédio 0,0240 | 0,0480|0,0719|0,0959 | 0,1199|0,1439 | 0,1679
Carbendazim 0,0226 | 0,0452 | 0,0678 | 0,0904 | 0,1130| 0,1356 | 0,1582
Carbofuram 0,01090,0218 |0,0327 | 0,0436 | 0,0545 | 0,0653 | 0,0762
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Carboxina 0,01010,0202 | 0,0303 | 0,0404 | 0,0505 | 0,0606 | 0,0707
Ciclossulfamurom 0,0238|0,0476 | 0,0714 | 0,0952 | 0,1190 | 0,1428 | 0,1666
Cicloxidim 0,0208 | 0,0416 | 0,0624 | 0,0832 | 0,1040 | 0,1248 | 0,1456
Ciproconazol 0,0019 10,0038 | 0,0058 | 0,0077 | 0,0096 | 0,0115|0,0134
Clomazone 0,0040 | 0,0080 | 0,0120 | 0,0160 | 0,0200 | 0,0240 | 0,0280
Clorantraniliprole 0,0343|0,0687 | 0,1030 | 0,1373 | 0,1717 | 0,2060 | 0,2403
Difenoconazol 0,0464 | 0,0928 | 0,1392 | 0,1856 | 0,2320 | 0,2784 | 0,3248
Epoxiconazol 0,0238|0,0475|0,0713|0,0950 | 0,1188 | 0,1426 | 0,1663
Etoxissulfurom 0,0238|0,0476 |0,0714 | 0,0952 | 0,1190 | 0,1428 | 0,1666
Fenoxaprop-P-ethil 0,0222|0,0443 | 0,0665 | 0,0886 | 0,1108 | 0,1330 | 0,1551
Imazapic 0,0262 | 0,0524 | 0,0785 | 0,1047 | 0,1309 | 0,1571 | 0,1833
Imazapir 0,0246 | 0,0492 | 0,0737 | 0,0983 | 0,1229 | 0,1475 | 0,1721
Imazetapir 0,0202 | 0,0404 | 0,0605 | 0,0807 | 0,1009 | 0,1211|0,1413
Imidacloprida 0,0228 | 0,0456 | 0,0683 | 0,0911|0,1139|0,1367 | 0,1595
Malaoxon 0,0286 | 0,0572 | 0,0858 | 0,1144 | 0,1430 | 0,1716 | 0,2002
Malationa 0,1070]0,2140 | 0,3210 | 0,4280 | 0,5350 | 0,6420 | 0,7490
Metsulfuron-metil 0,0210|0,0420 | 0,0630 | 0,0840 | 0,1050 | 0,1260 | 0,1470
Miclobutanil 0,0254 | 0,0508 | 0,0762 | 0,1016 | 0,1270|0,1524 | 0,1778
Oxadiazon 0,0296 | 0,0592 | 0,0887|0,1183|0,1479|0,1775| 0,2071
Paraoxon-metil 0,0208 | 0,0416 | 0,0624 | 0,0832 | 0,1040 | 0,1248 | 0,1456
Picloram 0,0044 | 0,0088 | 0,0132|0,0176 | 0,0220 | 0,0264 | 0,0308
Pirimifés-metilico 0,0390|0,0780|0,1170|0,1560 | 0,1950 | 0,2340 | 0,2730
Quinclorac 0,0330 | 0,0660 | 0,0990 | 0,1320 | 0,1650 | 0,1980 | 0,2310
Tebuconazol 0,0046 | 0,0092 | 0,0137 | 0,0183 | 0,0229 | 0,0275 | 0,0321
Tiabendazol 0,01010,0202 | 0,0303 | 0,0404 | 0,0505 | 0,0606 | 0,0707
Tiametoxam 0,0403|0,0806 | 0,1208 | 0,1611 | 0,2014 | 0,2417 | 0,2820
Tiobencarbe 0,0025 | 0,0050 | 0,0076 |0,0101 | 0,0126 | 0,0151 | 0,0176
Tiofanato metilico 0,0208 | 0,0416 | 0,0624 | 0,0832 | 0,1040 | 0,1248 | 0,1456
Triciclazol 0,0246 | 0,0492 | 0,0738 | 0,0984 | 0,1230 | 0,1476 | 0,1722
Triclopir 0,0214|0,0428 | 0,0641 | 0,0855 | 0,1069 | 0,1283 | 0,1497
Trifloxistrombina 0,0134|0,0269 | 0,0403 | 0,0537 | 0,0672 | 0,0806 | 0,0940
3.7.1.2. Superposicao de matriz

Para estudo de linearidade por superposicdo de matriz, as amostras foram
preparadas adicionando-se padrao sub-rogado (sulfametaxazol), acetonitrila, acido
acético e mistura de solugdes-padrao, com auxilio de uma micro pipeta de 1000 L,
em cada um dos 8 tubos de 50 mL em 5 g de arroz moido com granulometria de 0,2
a 1Tmm. Na tabela 17 estdo apresentadas as quantidades de arroz (matriz),
solventes e padrdes adicionados para preparo das amostras para posterior extracao,

analise e obtencao da curva analitica.
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Tabela 17. Solugdes para estudo de linearidade por superposigdao de matriz.

Componentes das solugées
(matriz/padroes/solventes)

com adi¢do de padrao interno

Solugdes para estudo de linearidade por calibragao

0 1 2 3 4 5 6 7

Arroz (matriz) (g) 5 5 5 5 5 5 5 5

Padrao sub-rogado (x1000uL) 1 1 1 1 1 1 1 1
Solugéo de mistura de padrdes (x1000uL)* | O 1 2 3 4 5 6 7
Acetonitrila (x1000uL) 13 112 | 11 | 10 9 8 7 6

Solugédo de acido acético 15% (x1000uL)** 1 1 1 1 1 1 1 1

* A concentracéo final de cada padrdo empregado na construgdo da curva estdo na tabela 19.

** A concentragao final de acido acético nas amostra foi de 1%.
Cada ponto da curva foi obtido por triplicata (INMETRO, 2003; IUPAC,

2002). As concentracdes dos agrotoxicos estao apresentados na tabela 18.

Tabela 18. Concentragdo dos padrdes presentes nas solugées empregadas no estudo de

linearidade por superposi¢ao de matriz.

Azoxistrobina 0,0031 | 0,0063 | 0,0094 | 0,0126 | 0,0157 | 0,0189 | 0,0220
Bentazon 0,0147 | 0,0293 | 0,0440 | 0,0586 | 0,0733 | 0,0879 | 0,1026
Bispiribac-sédio 0,0160 | 0,0320 | 0,0480 | 0,0639 | 0,0799 | 0,0959 | 0,1119
Carbendazim 0,0151 | 0,0301 | 0,0452 | 0,0603 | 0,0753 | 0,0904 | 0,1055
Carbofuram 0,0073 | 0,0145 | 0,0218 | 0,0290 | 0,0363 | 0,0436 | 0,0508
Carboxina 0,0067 | 0,0135 | 0,0202 | 0,0269 | 0,0337 | 0,0404 | 0,0471
Ciclossulfamurom 0,0159 | 0,0317 | 0,0476 | 0,0635 | 0,0793 | 0,0952 | 0,1111
Cicloxidim 0,0139 | 0,0277 | 0,0416 | 0,0555 | 0,0693 | 0,0832 | 0,0971
Ciproconazol 0,0013 | 0,0026 | 0,0038 | 0,0051 | 0,0064 | 0,0077 | 0,0090
Clomazone 0,0027 | 0,0053 | 0,0080 | 0,0107 | 0,0133 | 0,0160 | 0,0187
Clorantraniliprole 0,0229 | 0,0458 | 0,0687 | 0,0916 | 0,1144 | 0,1373 | 0,1602
Difenoconazol 0,0309 | 0,0619 | 0,0928 | 0,1237 | 0,1547 | 0,1856 | 0,2165
Epoxiconazol 0,0158 | 0,0317 | 0,0475 | 0,0634 | 0,0792 | 0,0950 | 0,1109
Etoxissulfurom 0,0159 | 0,0317 | 0,0476 | 0,0635 | 0,0793 | 0,0952 | 0,1111
Fenoxaprop-P-ethil 0,0148 | 0,0295 | 0,0443 | 0,0591 | 0,0739 | 0,0886 | 0,1034
Imazapic 0,0175 | 0,0349 | 0,0524 | 0,0698 | 0,0873 | 0,1047 | 0,1222
Imazapir 0,0164 | 0,0328 | 0,0492 | 0,0655 | 0,0819 | 0,0983 | 0,1147
Imazetapir 0,0135 | 0,0269 | 0,0404 | 0,0538 | 0,0673 | 0,0807 | 0,0942
Imidacloprida 0,0152 | 0,0304 | 0,0456 | 0,0607 | 0,0759 | 0,0911 | 0,1063
Malaoxon 0,0191 ] 0,0381 | 0,0572 | 0,0763 | 0,0953 | 0,1144 | 0,1335
Malationa 0,0713 | 0,1427 | 0,2140 | 0,2853 | 0,3567 | 0,4280 | 0,4993
Metsulfuron-metil 0,0140 | 0,0280 | 0,0420 | 0,0560 | 0,0700 | 0,0840 | 0,0980
Miclobutanil 0,0169 | 0,0339 | 0,0508 | 0,0677 | 0,0847 | 0,1016 | 0,1185
Oxadiazon 0,0197 | 0,0394 | 0,0592 | 0,0789 | 0,0986 | 0,1183 | 0,1380
Paraoxon-metil 0,0139 | 0,0277 | 0,0416 | 0,0555 | 0,0693 | 0,0832 | 0,0971
Picloram 0,0029 | 0,0059 | 0,0088 | 0,0117 | 0,0147 | 0,0176 | 0,0205
Pirimifés-metilico 0,0260 | 0,0520 | 0,0780 | 0,1040 | 0,1300 | 0,1560 | 0,1820
Quinclorac 0,0220 | 0,0440 | 0,0660 | 0,0880 | 0,1100 | 0,1320 | 0,1540
Tebuconazol 0,0031 | 0,0061 | 0,0092 | 0,0122 | 0,0153 | 0,0183 | 0,0214
Tiabendazol 0,0067 | 0,0135 | 0,0202 | 0,0269 | 0,0337 | 0,0404 | 0,0471
Tiametoxam 0,0269 | 0,0537 | 0,0806 | 0,1074 | 0,1343 | 0,1611 | 0,1880
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Tiobencarbe 0,0017 | 0,0034 | 0,0050 | 0,0067 | 0,0084 | 0,0101 | 0,0118
Tiofanato metilico 0,0139 | 0,0277 | 0,0416 | 0,0555 | 0,0693 | 0,0832 | 0,0971
Triciclazol 0,0164 | 0,0328 | 0,0492 | 0,0656 | 0,0820 | 0,0984 | 0,1148
Triclopir 0,0143 | 0,0285 | 0,0428 | 0,0570 | 0,0713 | 0,0855 | 0,0998
Trifloxistrombina 0,0090 | 0,0179 | 0,0269 | 0,0358 | 0,0448 | 0,0537 | 0,0627

Para otimizagdo de um método que pudesse ser empregado no controle de
qualidade de amostras de arroz por meio da verificagdo do LMR de agrotéxicos, a
concentragao correspondente ao menor limite determinado pela Anvisa de 2009 a
2010, diluido cinco (05) vezes, esta presente na faixa de concentracdo da curva
analitica, para cada composto, a fim de que seja possivel determinar residuos de
agrotoxicos nestas concentragoes.

Com os dados resultantes da construgdo da curva, por calibragdo externa
com adicdo de padrao interno e superposicdo de matriz, foi possivel obter
informacdes de erro aparente ou residuo que, em fungdo da concentragdo de cada
analito, deve ser 0 mais aleatorio possivel para nao caracterizar a existéncia de erro
sistematico. Além disso, obteve-se os coeficientes angulares, lineares e de
determinacao (R?), sendo este ultimo responsavel pela confirmagdo da exatidao do

meétodo ao apresentar um valor igual ou superior a 0,99.

3.7.2. Limites de quantificagcao e detecgao

Para determinacdo do limite de deteccdo e quantificacdo utilizaram-se os
parametros resultantes da obtenc&o das curvas analiticas (RIBANI et al., 2004).

Para calculo do limite de detecgéo (LD) utilizou-se a seguinte férmula:
LD= 3 x s/S;
Para calculo do limite de quantificagédo (LQ) utilizou-se a seguinte férmula:
LQ =10 x s/S;
onde, s € a estimativa do desvio padrdo da resposta regressiva e S € a

inclinagdo ou coeficiente angular da curva analitica.
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3.7.3. Exatidao

3.7.3.1. Ensaio de Recuperacao

Duas formas de avaliagdo da recuperacdo foram feitas: (I) Calibragcéo
externa com adigdo de padréo interno (sulfametaxazol) construindo a curva de
acordo com o item 3.7.1.1. Pode-se, assim, obter o percentual de correlagdo ao que
foi adicionado a agua na construgdo da curva analitica e ao que foi fortificado na
amostra de arroz (KIOUSSI et al., 2011; RUBIO-DIAZ; FRANCIS; RODRIGUEZ-
SAONA, 2011); (ll) Superposicdo de matriz (“matrix-matched”), com adicdo de
padrdo sub-rogado (sulfametaxazol), a fim de suprimir os efeitos de matriz. Outra
curva foi entdo construida adicionando-se concentragdes de padrdes dos analitos de
acordo com o item 3.7.1.2. Neste caso, fez-se uma relacdo das concentracdes
adicionadas e naquela obtida teoricamente pela curva analitica visando eliminar o
efeito de matriz na hipétese de obter melhora nos resultados de recuperagéo para
cada um dos analitos (HOU et al., 2013b; RIBANI et al., 2004; RUBERT; SOLER;
MANES, 2012). As concentragdes empregadas na fortificacdo foram as mesmas
utilizadas na construgdo das curvas analiticas para cada um dos analitos e de
acordo com o método de calibragdo. Os testes foram realizados com sete niveis de

concentragao e executados em triplicata.

3.7.4. Precisao

3.74.1. Precisao Instrumental

A precisdo instrumental foi determinada analisando e comparando

estatisticamente o resultado da analise da mesma amostra por 10 vezes

consecutivas (Figura 31). A amostra continha a concentragao do ponto central da

curva analitica para cada um dos compostos. Esta precisdo foi inicialmente
considerada satisfatoria quando o desvio relativo obtido foi menor ou igual a 20%
(EC (SANCO/12571/2013), 2013; INMETRO, 2003).
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3.7.4.2. Repetibilidade (intra-ensaio)

A repetibilidade foi determinada analisando e comparando estatisticamente 8

amostras diferentes (Figura 31), contendo concentragao igual a do ponto central da

curva analitica para cada um dos compostos. A repetibilidade foi inicialmente
considerada satisfatoria quando o desvio relativo obtido foi menor ou igual a 20%
(EC (SANCO/12571/2013), 2013).

3.7.4.3. Interensaio (interday)

A precisdo interensaio foi determinada analisando e comparando

estatisticamente oito amostras diferentes, e comparada com outras oito amostras

diferentes preparadas em data diferente da anterior (Figura 31), contendo a

concentracdo do ponto central da curva analitica para cada um dos compostos. A
precisdo interensaio foi inicialmente considerada satisfatéria quando o desvio
relativo obtido entre as analises, feitas em dias diferentes, foi menor ou igual a 20%
(EC (SANCO/12571/2013), 2013; GUSTAVO GONZALEZ; ANGELES HERRADOR,
2007; ICH, 1995).

PRECISAO
INSTRUMENTAL

S OONONPRWN 2

(=]

i

Amostra [X]

REPETIBILIDADE 1.2 3 4 5 6 7 8
(Precisdo intra-ensaio) ‘ | ‘ ‘ | ‘ | ‘
= e i m
DIA1 U U U U U u u u
Amostras [X] PRECISAO
INTERENSAIO

9 10 11 12 13 14 15 16

L]
LT

Amostras [X]

Figura 31. Esquema representando a andlise de amostras, contendo concentragées iguais de
padrées de agrotdxicos, para determinagao da precisao instrumental, repetibilidade e precisdo
interensaio, na validagdo de metodologia analitica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS PARA IONIZACAO E FRAGMENTAGAO
DOS COMPOSTOS EM MS/MS.

4.1.1. Parametros de ionizagcao e dessolvatacao

Considerando-se que a maioria agrotoxicos que se pretendeu determinar
apresentam instabilidade térmica, empregou-se ESI como fonte de ionizag&o. Por se
tratar do desenvolvimento de um método para multiplos residuos com aquelas
caracteristicas, esta fonte € capaz de ionizar compostos em uma ampla faixa de
massa molar e polaridade, volateis ou ndo (SILVA; COLLINS, 2011).

Para promover a diminuigio do tempo de analise e apropriada
dessolvatagao, fizeram-se testes preliminares de configuragdo basica da fonte de
ionizagcédo avaliada por meio da reprodutibilidade dos sinais dos analitos. Entre as
configuragbes, a vazdo do solvente esta diretamente ligada a organizacdo das
camadas elétricas formadas na interface entre o capilar e a solugdo, quando ocorre
a transferéncia de elétrons do capilar para a solugdo e a separagdo de cargas na
superficie das gotas, que irdo dar origem aos ions em fase gasosa. Quanto maior a
vazao menor € o tempo de residéncia das espécies neutras na interface, o que
diminui a possibilidade de reacdes de oxidagcdo do analito e de outras espécies
contaminantes (BERKEL; ZHOUT, 1995; CROTTI et al., 2006) (BERKEL & ZHOU,
1995; CROTTI et al., 2006).

Entre as vazbes testadas de 200 a 600uL/min, elegeu-se aquela que
permitiu melhor reprodutibilidade dos sinais dos analitos observada por meio dos
espectros de massa deles, ou seja, 400 yL/min.

Além da escolha da vazao, fixou-se a temperatura do gas de dessolvatagao
(N2) do turbo spray em 600°C que garantia plena evaporagéo do solvente na cAmara
de ionizacao, oriundo da fase moével, necessaria a exceléncia dos resultados dos

analisadores de massas.
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Os demais parametros para ionizagdo e fragmentagcdo dos compostos em
MS/MS foram fixados de acordo com a determinagdo do fabricante para ionizagao

de compostos no modo ESI (+) (Tabela 19).

Tabela 19. Parametros ajustaveis otimizados para o monitoramento automatico das reagdes
multiplas dos analitos estudados, utilizando a fonte turbolon Spray API-ESI 3200.

TIPO Unidade VALOR
Fluxo de injecao Vazao 10 ou 20 pL min

Estabilizagao Tempo 2 minutos

Gas de dessolvatagao - N, (CUR) Pressao 10 PSI
Voltagem do TurboSpray (IS) Voltagem + 5500V

Gas de nebulizagao - Ar sintético (GAS1) Pressao 18 PSi
Gas secante - Ar sintético (GAS2) Pressao 0 PSi (off)

Gas de colisao - N, (CAD) Pressao alto

Por ionizagdo € possivel obter trés formas ionizadas: (l) ions moleculares,
por reagbes redox (oxidagédo/redugéo), produzindo ions moleculares do tipo (M™) ou
(M™); (Il) moléculas protonadas/desprotonadas (ions quasi-moleculares) por reagoes
acido-base de Bronsted-Lowry (protonacgao/desprotonagao), produzindo moléculas
protonadas ([M+H]" ou desprotonadas [M-H]); e moléculas cationizadas ou
anionizadas, coordenagao com ions metalicos como cations (geralmente os da
familia 1A) formando moléculas cationizadas ([M+Na]*, [M+K]*, [M+NH4]") ou &nions
(principalmente cloretos), originando moléculas anionizadas ([M+CI]~, etc) (CROTTI
et al., 2006).Em substancias que apresentam sistemas 1T conjugados, e que n&o
apresentam fung¢des basicas como aminas e carbonilas, ocorrem mais facilmente a
reducdo e/ou oxidacdo que a protonagdo. Em compostos policiclicos aromaticos
com potencial de oxidagao inferior a 1,0 V (vsECS), foi facilmente observada a
formagdo de espécies radicalares (BERKEL; ZHOUT, 1995). Nestes casos, a
presenca de ions moleculares (M™) é predominante nos espectros de massas,
enquanto que a molécula protonada ([M+H]") aparece em menor abundancia relativa
(CROTTI et al., 2006). E esperado que compostos heterociclicos contendo N ou O
sejam protonados (VUKOVIC et al., 2012) apresentando grupamentos basicos como
aminas, amidas e ésteres, por isso devem ser analisados preferencialmente no
modo positivo.

Algumas moléculas sdo mais susceptiveis a desprotonagédo. Moléculas que

possuem pka superior a 3 (PAES, 2012) ou grupo acido funcional como um fenol ou
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carboxila, costumam doar protons, sendo relativamente incomum nos agrotéxicos
(ROZENTAL & HOZ, 2009), enquanto que compostos contendo exclusivamente C, H
e O s&o suscetiveis a aceptacdo e doacdo de prétons (FERNANDEZ-ALBA, 2005;
VESTAL, 2001).

Substancias organicas, como o0s agrotoxicos, costumam nao apresentar
potencial redox ou sistemas com densidade eletrbnica que favoregcam reagdes redox
em ESI (M™) ou (M™)). Assim, reagdes acido-base e coordenagdo com ions
metalicos, principalmente Na* e K* s&o mais provaveis, gerando principalmente ions
de moléculas protonadas, [M+H]"; desprotonadas, [M-H]; cationizadas [M+Na]’,
[M+K]" , [M+NH4]"; e/ou anionizadas [M+CI]" (COLE, 1997).

Em estudo que buscava determinar 50 residuos de agrotdxicos em
alimentos para criangas menores de dois anos verificou que na analise por LC-
MS/MS comparando o uso de fonte de ionizagdo do tipo ESI no modo positivo e
negativo, o modo positivo apresentou maior sensibilidade (DURDEN, 2007).

Outro teste similar foi feito na analise de 42 agrotéxicos em arroz, sendo que
destes apenas azinsulfamurom, imazossulfamurom e bensussulfurom-metil puderam
ser analisados em ambos os modos. Empregaram apenas o método de ionizag&o
positiva na analise de amostras por apresentar maior sensibilidade na deteccéo e
quantificacdo dos fragmentos referentes aos ions advindos dos analitos ionizados
positivamente e negativamente (PAREJA et al., 2011b).

Muitos sdo os trabalhos que buscam determinar residuos de agrotdxicos em
alimentos empregando LC _(ESI+) _ MS/MS. Como exemplo tem-se a analise de
inseticidas e herbicidas em amostras vegetais, onde o método pode determinar 18
residuos (SINHA; VASUDEV; RAO, 2012). Em método capaz de determinar 98 tipos
de organofosforados, envolvendo diversos tipos de alimentos, empregou-se também
a fonte ESI(+) pela sua versatilidade e abrangéncia (CHUNG; CHAN, 2010).

Baseado nas informagbes acima e nos compostos que se queriam
determinar, que possuem suscetibilidade maior a acepcdo de protons, e nas
condigdes do teste, este monitoramento foi feito por meio da fonte electrospray no

modo positivo (ESI(+)), que gerou ions protonados na forma [M+H]" .
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4.1.2. Estudos da ionizagao e obtencao da fragmentagao

Para que o detector de massas faga a identificagdo dos compostos
separados por Cromatografia Liquida €& necessario que se indique quais ions e
fragmentos s&o formados na fonte e no MS, respectivamente. Para tal, fez-se a
infusdo direta dos padrdes no MS. Com a obtencao de ions [M-H]+ e fragmentos das
moléculas, registrou-se a intensidade do valor de m/z, verificando se esta era
reprodutivel sob as mesmas condi¢des. Além disso, foram ajustadas e registradas
as energias que promovem a ionizagao, fragmentacao e selegcédo dos ions que seréo
detectados pelo MS. A primeira energia ajustavel que entra em contato com o analito
€ a do potencial de desagrupamento (DP). Esta é responsavel por focalizar o ion
protonado ou desprotonado para o interior do orificio de entrada do cone, presente
na fonte de ionizagdo do espectrémetro. Outra energia configurada foi a do potencial
de entrada (EP). Esta energia é responsavel por focalizar e encaminhar o ion até o
primeiro analisador de massas quadrupolar (Q1) do detector MS/MS. Para que o ion
possa chegar a célula de colisdo (Q2) e seja fragmentado foi configurada a energia
do potencial de entrada e seleg¢édo do ion quasi-molecular na célula (CEP). Na célula
de colisdo (Q2) ocorre a fragmentagcdo do ion que foi conduzido até este
compartimento pelas energias através dos filtros (Q0 e Q1) anteriores. Esta energia
deve ser tal que os fragmentos de quantificacdo (QT) e qualificacdo (QL)
apresentem sinal intenso e reprodutivel. Com os fragmentos formados, aqueles que
forem selecionados para quantificagdo e qualificacdo do analito devem ser
focalizados e direcionados até o detector propriamente dito. Para esta focalizagao, a
energia do potencial de saida da célula (CXP) foi configurada para que os
fragmentos fossem detectados e quantificados de forma intensa e constante, sob as
mesmas condi¢des.

Pretendia-se iniciar os trabalhos com 71 compostos que tinham os limites
maximos de residuos estabelecidos pela Anvisa para o arroz nos anos de 2009 e
2010. No entanto, n&o foram encontrados fornecedores para cinco (05) padrées dos
agrotoxicos acetamiprido, metalaxil-m, penoxulam, picoxistrombina e tetraconazol.

Além disso, para outros 25 compostos néo foi possivel otimizar os parametros no
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modo ESI positivo (+), ou seja, conseguiu-se otimizar os parametros para ionizagao
e deteccédo de 41 agrotoxicos aplicados na cultura do arroz irrigado, assim como o
sulfametoxazol que fora escolhido como padréao controle do tipo padrao sub-rogado
(PS), pois € um composto que dificiilmente estaria no arroz e que pode ser
encontrado e quantificado por este método apresentando intensidade idéntica a da
maioria dos compostos que estdo sendo investigados. Na escolha de um padrdo
controle do tipo padrao interno (Pl) ou sub-rogado (PS) deve-se observar que o pico
referente a este esteja bem resolvido e elua proximo aos picos dos analitos. O
padrdo controle ndo deve reagir com nenhum dos componentes da amostra e ser
quimicamente similar aos analitos de interesse. Padrdes internos sao essenciais
para andlise que se utiliza do LC-MS/MS, especialmente quando ha gradiente de
eluicdo. Estes padrées servem para compensar alguns dos efeitos advindos de
variagdes instrumentais, na solugcdo eluente, nos preparos e dos efeitos de matriz
(DIAO et al., 2013; WANG; CYRONAK; YANG, 2007).

Muitos trabalhos indicam o uso de padrdes deuterados ou isétopos. Esta
indicagao esta no fato de que is6topos como padrao controle sofreriam os mesmo
efeitos que os analitos de interesse facilitando a corregao dos resultados obtidos na
analise das amostras (WOLSKA et al., 2009). No entanto, como na analise de
multiplos residuos € dificil dispor de compostos deuterados para cada um dos
analitos, sugere-se que o composto eleito como Pl atenda as especificagdes do seu
emprego. O uso de compostos deuterados poderia apresentar limitagcdes, pois
tendem a co-eluir com seus is6topos e gerar espectros de massa idénticos,
resultando em supressao da ionizagao e diminuicao da area do pico.

Em certo estudo em que se empregou LC-MS/MS para encontrar, em urina,
residuos de produtos que reduzem o colesterol, o acido mevalbnico foi determinado
pois este é usando como marcador para estes produtos. Como padrao interno (Pl)
fora utilizado o acido mevalbnico deuterado, onde constatou-se elevado grau de
efeito de matriz, com atenuagdo da resposta absoluta e variagdes da relagéo
analito/P1 (JEMAL; SCHUSTER; WHIGAN, 2003).

Como ja foi mencionado, buscou-se obter o espectro de massas por meio da
infusdo direta no espectrometro de massas. Dos compostos testados, de 25 néo se

conseguiu obter um espectro de massas reprodutivel, apds infusdo direta na fonte
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de ionizagdo no modo positivo para ions do tipo [M+H"]. A ndo obtencdo do espectro
de massas para estes compostos pode estar relacionada a diversos fatores.
Moléculas do grupo quimico dos acidos ariloxialcanoico como 2-4 acido
diclorofenoxiacético (CARNEIRO et al., 2013) e o cialofop-p-butil possuem maior
suscetibilidade a doar prétons, assim como o glifosato, que em pH superior a 2,6
inicia a dissociagdo do acido carboxilico e, além disto, € facilmente degradado em
acido aminometilfosfonico (AMPA) (MARTINS JR, 2005). Segundo Demoliner em
trabalho que se buscou desenvolver um método multirresiduos para determinagao
de agrotoxicos em agua por LC MS/MS, dos 20 compostos ionizados, sete deles s6
foram possiveis no modo negativo, justificando a n&o ionizagdo no modo positivo
ocorrido em nosso estudo, como nos casos do 2-4 acido diclorofenoxiacético e
fipronil, além da bentazona, penoxulam, pirazossulfamurom, quinclorac,
metsulfamurom-metilico (DEMOLINER, 2008).

No desenvolvimento de método para determinagdo de 44 herbicidas em
arroz polido para o propanil e bentazona s6 foi possivel obter ionizagdo no modo
negativo. Azimsulfuron, bensufulmurom, bromacil e imazossulfamurom em ambos os
modos (+ e -) e os demais apenas no modo positivo (CARNEIRO et al., 2013;
PAREJA et al., 2011a). No entanto, aqui ndo se obteve ionizacdo em ESI(+) para
azinsulfamurom. Este fendmeno pode ser justificado pela eventual fragmentacéo
precoce da molécula na fonte. Em um estudo que trata da interpretagdo de
espectros de massa obtidos apds ionizagao por ESI(+), verificou-se que moléculas
dos grupos das ureias podem sofrer fragmentagdo na fonte, impedindo a deteccéo,
filtragem e fragmentacéo corretas pelos analisadores de massa, o que também pode
ser a causa da nao detecgdo do composto diflubenzurom. Na figura 32, estéo
indicados os possiveis sitios onde compostos dos grupos quimicos das ureias
podem sofrer esta fragmentacao “prematura” (WEISSBERG; DAGAN, 2011). Além
disso, diflubenzurom s6 pode ser determinado em estudos para determinacdo de

residuos em café pela ionizagdo, em modo negativo, do tipo [M - H]- (PAES, 2012).
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Figura 32. Sitios de moléculas do grupo da ureias, onde pode haver fragmentagédo prematura
na fonte de ionizagdo no modo ESI (+).
A: sitios correspondentes a molécula de azimsulfuron; B: sitios correspondentes a molécula de
diflubenfurom. Fonte: Adaptado de (WEISSBERG; DAGAN, 2011).

Fragmentagdes prematuras na fonte podem ocorrer com moléculas do grupo
dos tiofosfatos como em alguns organofosforados. Neste trabalho n&o houve
sucesso na ionizagdo da parationa-metilica no modo ESI (+), apesar de, segundo
KMELLAR e colab. (2011), ser suscetivel a esta ionizagdo. No entanto, por ser esta
molécula um tiofosfato poderia ser fragmentada na fonte durante a ionizagdo ESI(+)
(KMELLAR et al., 2011; WEISSBERG; DAGAN, 2011). Na figura 33 esta
apresentado o sitio onde é possivel ocorrer esta fragmentagdo e o fragmento mais

comum gerado.

Sitio de fragmentagao Fragmento mais comum Exemplos
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Figura 33. Sitio de moléculas de tiofofatos com radical aromatico, onde pode haver
fragmentagao prematura na fonte de ionizagao no modo ESI (+).
Fonte: Adaptado de (WEISSBERG; DAGAN, 2011).

Outro caso estudado de fragmentagdo prematura na fonte ocorre com
moléculas do grupo dos carbamatos impedindo sua deteccdo ou perda da
sensibilidade para estes compostos. Durante o processo de obtencido dos espectros
neste trabalho, dois carbamatos ndo apresentaram espectro de massas no modo

positivo por ESI, o carbossulfano e o benfuracarbe. De acordo com a figura 34,
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existe suscetibilidade para promog¢ado do rompimento da ligacdo entre o carbono
ligado por uma dupla ligagdo com oxigénio e o oxigénio ligado ao radical R».

Sitio de fragmentagao Moléculas do presente estudo Exemplos
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Figura 34. Sitio de moléculas de carbamatos, onde pode haver fragmentagao prematura na
fonte de ionizagao no modo ESI (+).
Fonte: Adaptado de (WEISSBERG; DAGAN, 2011)

Na analise de agrotdoxicos em pimenta, por LC MS/MS, estudos
determinaram a presenga de hexaconazol, isazafos, isaxation, triazofos e kresoxim-
metil cujas moléculas, exceto cresoxim-metil, foram ionizadas positivamente na
forma [MH™], com ionizac&o efetiva na forma [MNa'] (THURMAN et al., 2013).

Em estudo para determinar oito herbicidas éter difenilicos em aguas,
empregou-se a cromatografia em fase liquida acoplada ao espectrdmetro de massa
em tandem. Nesta determinacao, independente da fonte utilizada, a ionizacdo no
modo negativo foi a forma empregada com sucesso (LAGANA et al., 2000a). Entre
estes herbicidas éter difenilicos estava o oxifluorfem, um dos compostos utilizados
no cultivo do arroz e que aqui ndo se conseguiu obter o espectro de massas por ESI
(+), assim como também n&o o do etofemproxi.

Neste trabalho ndo se obteve o espectro de massas do clorotalonil apds
tentativa de ionizagdo por ESI(+). Mas, no modo negativo poderia obter-se tal
espectro. Buscando determinar simultaneamente fungicidas por diversas técnicas
analiticas, certo estudo provou ser possivel desenvolver método para determinagao
do clorotalonil por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdbmetro de massas (CG-
MS), cromatografia liquida com detecgao por arranjo de diodo (210nm) (LC-DAD) e
deteccdo por espectrometria de massas (LC-MS), onde a ionizagédo so6 foi possivel

no modo negativo do tipo [M+COOQO] (SALAU et al.,, 1994), assim como para
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determinacdo deste composto como um micro poluente em aguas residuais (HUG et
al., 2014).

Varios agrotéxicos do grupo dos piretroides sdo autorizados para aplicagao
no cultivo do arroz. Muitas destas moléculas ndo apresentaram suscetibilidade para
ionizagdo no modo positivo ((M+H™]). Assim, ndo se obteve ions precursores para
bifentrina, ciflutrina, beta-ciflutrina, alfa-cipermetrina, beta-cipermetrina, deltametrina,
esfenvarelato, lambda-cialotrim e permetrina. Este resultado pode ser justificado por
meio do estudo para determinagdo de 128 contaminantes em banana de
CARNEIRO e colab. (2013), onde bifentrina e deltametrina s6 foram ionizados
positivamente no modo [M+NH"], o que ndo poderia ser possivel por nosso método
pelos motivos anteriormente citados em relacdo ao aditivo facilitador de ionizacao.
Na figura 35 pode-se observar a similaridade entre as estruturas das moléculas de
piretroides utilizadas neste estudo e que nao resultou na formacao de ions quasi-
molecular precursores do tipo [M+H"] (CARNEIRO et al., 2013).

Na determinacado de piretroides em amostras ambientais, discutiram-se os
aspectos relacionados a metodologias analiticas para determinagdo de mais de 20
destes agrotéxicos e constatou que a maioria dos métodos que viabiliza esta analise
esta relacionada a cromatografia gasosa associada ao detector ECD, principalmente
pelo fato de os piretroides possuirem atomos halogenados (FEO; ELJARRAT,;
BARCELO, 2010). No entanto, o emprego de cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massas resulta na obtencdo de método mais sensivel e seletivo
que emprega, principalmente, na ionizagdo no modo negativo, pois resulta em
melhoria nos processos de fragmentacdo (BONDARENKO; SPURLOCK; GAN,
2007; FEO; ELJARRAT; BARCELO, 2010). Outra dificuldade comum na
determinacao de piretroides é a conversao em isdmero, que pode ocorrer tanto pela
temperatura como por estar em contato com solventes polares como a agua (LIU;
QIN; GAN, 2005). Técnicas que empregam cromatografia liquida poderiam resolver
problemas de isomerizacdo dos piretroides, mas apresentam baixa deteccdo dos
analitos prejudicando a determinacdo destes em niveis relevantes (FEO;
ELJARRAT; BARCELO, 2010).
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Figura 35. Estrutura molecular de piretroides correspondentes aquelas que nao foram
passiveis de ionizagdo no modo ESI(+) para obtengao de ions quasi-molecular precursores do
tipo [M+H+].

O fipronil, um pirazol, em estudos que se empregou MS/MS com ionizagao
positiva, somente se obteve ions apenas na forma [M+NH'] (CARNEIRO et al.,
2013; PAES, 2012), o que confere com o insucesso para obtengédo de um ion do tipo
[M+H"] neste trabalho.

Durante a preparagao das solugdes individuais padrdao dos agrotoxicos, o
ditiocarbamato (Ziram) foi o menos soluvel. Resolveu-se tal dificuldade preparando
uma solucado de 5ug/mL em acetonitrila a 10%, no entanto a solugéo apresentava

turbidez quando retirada da refrigeracao.
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Além da baixa solubilidade, estes podem formar quelatos poliméricos ou
complexos metalicos estaveis, insoluveis tanto em &agua como em solventes
organicos (IRTH et al., 1986; CALDAS et al., 2009), apresentando K,,, extremamente
baixo (1,23). Apesar de preferivel, o desenvolvimento de métodos para
multirresiduos, algumas classes de compostos necessitam de métodos especificos
devido as suas desfavoraveis propriedades fisicas e quimicas. Os ditiocarbamatos
sdo, na maioria das vezes, determinados em conjunto e expressos como CS;
(produto da hidrdlise acida dos ditiocarbamatos), utilizando-se espectrofotometria ou
cromatografia gasosa (CONCEICAO, 2002) ou determinados individualmente por
HPLC (MORIWAKI; YAMAGUCHI; FUKUSHIMA, 2001)

Finalmente, aqui ndo se conseguiu obter sucesso na execugao da ionizagao
da trifluralina, tdo pouco na obtencdo dos fragmentos. Em outros estudos, a
trifluralina tem sido ionizada por meio de ESI(+) por protonagdo [M+H"], Apesar
deste resultado, naqueles estudos esta tarefa tem apresentado um grande desafio,
ja que na determinacéao de 101 agrotéxicos em alimento e agua, a trifluralina estava
entre os oito compostos que apresentaram niveis elevados de LD devido a baixa
resposta a ionizagdo por ESI(+), onde o espectro de massas nao registrou a
formacao de fragmentos e sim apenas a presenga do ion quasi-molecular de m/z
336,11 (FERRER; THURMAN, 2007). Este resultado foi similar em recente trabalho
que visava determinar nove poluentes organicos em agua, onde a trifluralina foi
Unico composto ionizado sem formagdo dos fragmentos (MASIA et al., 2013). A
estrutura quimica da ftrifluralina (Figura 36) parece tonar-se estavel a dissociagéo
induzida por colisdo (CID) principalmente apds protonagao, sendo necessario maior
energia para sua fragmentagdo. A fonte de ionizagdo eletrébnica (EI — Electron
lonization), empregada na cromatografia gasosa muitas vezes sdo inadequadas em
funcdo da grande energia aplicada, prejudicial a compostos facilmente
fragmentados, porém, permite a obtencdo de fragmentos de moléculas mais
estaveis. Assim, ao contrario da cromatografia liquida, a cromatografia gasosa tem
possibilitado a analise da trifluralina com monitoramento tanto do ion quasi-
molecular como de seus fragmentos, a exemplo de estudos para determinagédo de
multiplos poluentes organicos em estagdes de tratamento por CG-MS (ROBLES-
MOLINA et al., 2013).
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Figura 36. Estrutura molecular da trifluralina, uma dinitroanilina.

Para os compostos onde foi possivel gerar um ion precursor apos
otimizagao dos parametros de ionizagao e detecgao com obtencéo dos espectros de
massa reprodutiveis, determinou-se as transicdes monitoradas do modo de
aquisicdco MRM com ESI (+), assim como potencial de desagrupamento (DP),
potencial de entrada (EP), potencial de entrada na célula (CEP), as energias de
colisdo (CE) e o potencial de saida da célula de colisdo (CXP), para 41 dos 66
compostos trabalhados. A partir dai , foram selecionados os fragmentos QT e QL
para cada um dos composto (Tabela 20). A intensidade de sinal do fragmento QT é
diretamente relacionada com a quantificacdo do analito. Este fragmento QT deve
apresentar intensidade de sinal reprodutivel sob as mesmas condicbes e,
preferencialmente, possuir maior intensidade que os demais fragmentos e o ion
quasi-molecular. QL, por sua vez, possui a fungdo de confirmar a origem de QT, ou
seja, deve ser detectado simultaneamente para que o detector confirme que QT é
um fragmento do ion quasi-molecular que, por sua vez, advém do analito e que,
preferencialmente, QL gere um sinal de grande intensidade ou maior que o de QT.

O tempo de residéncia para monitoramento de cada transicdo (tempo de
permanéncia ou Dwell Time) deve ser o menor possivel para que informacgdes de
outras transicbes ndo sejam perdidas. Assim, em casos extremos, a cada 2s ou
2000ms, todas as transicbes devem ser monitoradas. Além disso, quanto maior o
tempo de dedicagéo alocada a transicdo de quantificacdo (QT) menor a resolugao
dos picos cromatograficos. Por outro lado, caso o tempo seja inadequadamente
reduzido, a quantificagdo pode ser prejudicada. Assim, busca-se empregar a menor
duracado possivel para atender as necessidades de monitoramento de cada

composto, sem afetar a quantificacdo ou a resolucio.
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Tabela 20. Parametros otimizados em MS/MS para analise de 41 compostos, para emprego de MRM com

ionizagdo por ESI (+).

PESTICIDAS MRM transigao (m/z) pp | CE (eV) CEP |CXP (V)| Dwell
QT (miz) aLmizy | |at]aL|FFM| v [ar]aL {r'n";’

IAzoxistrombina 404,03>372,10 [404,03>329,10(246| 19 | 31 | 4.500 [34.000| 6 | 6 10
Bentazona 241,05>199,10 |241,05>107,10/ 51 | 13 | 35| 3.000 | 8.000 | 6 | 4 10
Bispiribac-sodio 431,03>275,00 (431,03>413,00| 21 | 19 | 19 | 5.000 {18.000| 6 | 6 10
Carbendazim 192,10>160,00 [192,10>132,10| 36 | 23 | 39 | 5.000 [12.000| 4 | 4 50
Carbofuram 222,17>123,10 |222,17>165,10| 21 | 27 | 15 | 6.500 |12.000| 4 | 4 10
Carboxina 236,14>143,10 | 236,14>43,10 | 36 | 19 | 51 | 4.000 (14.000| 4 | 6 10
Ciclosulfamurom 422.03>260,90 [422,03>218,00| 31 | 21 | 31 | 5.000 [{18.000| 6 | 4 10
Cicloxidim 326,11>280,10 |326,11>180,00| 31 | 17 | 25 | 4.000 |{16.000| 6 | 4 10
Ciproconazol 293,09>70,00 |293,09>125,10| 36 | 35 | 37 | 4.500 |{14.000| 4 | 4 10
Clomazone 241,15>126,00 |241,15>125,00| 36 | 25 | 25 | 7.000 |14.000| 4 | 4 10
Cloranantiprole 483,85>452,90 [483,85>286,00{161| 21 | 23 | 6.000 {20.000| 6 | 6 10
Difenoconazol 407,22>251,90 [407,22>251,00| 41 | 33 | 29 | 5.000 {18.000| 4 | 6 10
Epoxiconazol 331,06>101,10 |331,06>102,10| 61 | 67 | 69 | 4.500 |{16.000| 4 | 4 10
Etoxisulfamuron 399,05>260,70 |399,05>218,00| 41 | 23 | 39 | 2.500 |34.000| 4 | 4 10
Fenoxaprop 363,06>289,00 | 363,06>77,10 |106| 19 | 79 | 4.000 |18.000| 6 | 4 10
Furatiocarb 383,14>194,90 |383,14>162,20|316| 21 | 19 | 5.000 |{16.000| 4 | 4 10
Imazapic 276,12>231,10 |276,12>163,00| 56 | 21 | 39 | 4.500 [14.000| 4 | 4 50
Imazapir 262,15>217,00 | 262,15>69,10 | 41 | 21 | 39 | 6.500 |14.000| 4 | 4 50
Imazetapir 290,12>86,10 |290,15>245,00| 46 | 41 | 21 | 5.000 |{16.000| 4 | 4 10
Imidacloprida 257,09>210,10 |257,09>176,00| 26 | 17 | 19 | 6.500 [16.000| 4 | 4 10
Malaoxom 315,04>127,00 | 315,04>98,90 | 26 | 17 | 31 | 4.000 |{16.000| 4 | 4 10
Malationa 331,04>127,00 | 331,04>98,90 | 26 | 17 | 31 | 3.000 |18.000| 4 | 4 10
Metsulfuron-metil 382,10>167,00 |382,10>141,00| 31 | 19 | 21 | 5.500 |28.000| 4 | 4 10
Microbutanil 290,04>70,00 |290,04>125,00| 41 | 37 | 39 | 4.500 |{14.000| 4 | 4 10
Oxadiazon 346,06>304,00 |346,06>184,90| 31 | 17 | 37 | 6.500 |28.000| 6 | 4 10
Paraoxom-metil 248,02>202,00 |248,02>109,00| 46 | 19 | 35 | 6.500 (14.000| 4 | 4 10
Picloram 242 97>224,90 |242,97>196,90| 31 | 15| 21 | 6.500 |14.000| 4 | 4 10
Pirazosulfamuron 415,01>182,00 | 415,01>83,00 | 31 | 23 | 71 | 4.500 {22.000| 4 | 4 10
Pirimifos-metilico 305,93>108,10 |305,93>164,20| 21 | 41 | 23 |12.000{16.000| 4 | 4 10
Quinclorac 243,00>162,00 |243,00>224,90| 26 | 15 | 43 | 3.000 (14.000| 6 | 4 10
Pendimentalin 282,00>211,90 | 282,00>91,20 | 26 | 15| 31 | 4.000 (15.000| 4 | 4 *)
Propiconazol 242,80>158,9 | 242,80>41,00 | 41 | 36 | 55 | 4.000 |{15.000| 4 | 6 (*)
'Tebuconazol 309,11>70,00 | 309,11>71,00 | 36 | 41 | 39 | 4.500 |{16.000| 4 | 4 10
Tiabendazol 202,08>175,00 |202,08>131,00| 56 | 33 | 43 | 4.000 |10.000| 4 | 4 50
Tiametoxam 292,03>211,10 |292,03>132,10| 26 | 15 | 27 | 3.500 (16.000| 6 | 4 50
Tiobecarb 259,05>126,00 |292,03>125,00| 26 | 21 | 21 | 5.500 [14.000| 4 | 4 10
Tiodicarb 355,03>88,00 |355,03>108,10| 26 | 21 | 19 | 3.500 |{18.000| 4 | 4 10
Tiofanato metilico 343,08>151,00 | 343,08>93,00 | 26 | 23 | 67 | 6.000 |{16.000| 4 | 4 10
Triciclazol 190,08>136,10 [{190,08>162,90| 51 | 35 | 31 |10.000{12.000| 4 | 4 10
Triclopir 257,99>211,80 |257,99>147,90| 41 | 17 | 37 | 3.000 (12.000| 4 | 4 10
Trifloxitrombina 409,07>186,10 |409,07>145,00| 21 | 21 | 59 | 9.500 {16.000| 4 | 4 10
Sulfametoxazol (PS)| 254,02>156,00 |254,02>108,10| 31 | 19 | 33 | 5.500 |14.000| 4 | 4 10

QT: Quantificagéo; QL: Qualificagdo. DP: potencial de desagrupamento; CE: energia de coliséo; EP:
potencial de entrada; CEP: potencial de entrada na célula; CXP: potencial de saida da célula; Dwell
time (tempo de residéncia). (*) Dwell-time nao foi estabelecido, pois ndo havia padrdo para dar
continuidade aos trabalhos; PS: padrao controle do tipo surrogado.
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Neste trabalho, e apds testes, e na maioria dos casos, um tempo de
residéncia de 10ms foi apropriado, porém, para tiametoxam, tiabendazol, imazapir,
imazapic e carbendazim teve-se que dedicar um tempo maior. Para obter sucesso
no processo de monitoramento dos referidos fragmentos de QT, 50ms foi o tempo
necessario. Na figura 37 a comparagdo dos picos cromatograficos obtidos em
funcdo da influéncia com emprego de tempo de residéncia de 10 (A), 20 (B), 50 (C)
e 70ms (D) para monitoramento da transicao de quantificagcdo de m/z 192>160 do

carbendazim.

20 ms 50 ms

Dwell Time
10 ms

70 ms

"

A )B\‘ c D

Figura 37. Picos do carbendazim obtidos em fungao dos diferentes tempos de residéncia
(dwell times) empregandos, para o monitoramento do ion de quantificagcdo m/z 160 (QT).

A seguir os espectros de massas onde se identifica os ions quasi-molecular

e os fragmentos de alguns dos analitos ionizados no método aqui desenvolvido.

41.21. Azoxistrombina

Azoxistrombina possui massa de 403,03g/mol. Apds protonagdo passa a
possuir massa de 404,03g/mol. Com a fragmentagao foram gerados ions, sendo os
de m/z 372,10 [M-OCHjs] e 329,10 [M-OCH3-CO-CHp3] eleitos fragmentos QT e QL
em funcdo da intensidade e reprodutibilidade do sinal no espectro de massas.

Segundo outros estudos o fragmento 344,60 [M-CO,CHs] poderia ser empregado
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como fragmento QL (POLATI et al., 2006), porém aqui neste trabalho este fragmento
apresentou intensidade variavel, por isso foi preciso selecionar o fragmento com a
terceira maior intensidade (Figura 38), identicamente a outros estudos
(RODRIGUES, 2010).
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Figura 38. Espectro de massas do fungicida azoxistrombina, apés ionizagdo no modo ESI(+).

4.1.2.2. Bentazona

Bentazona é um herbicida com massa de 240,28 g mol”. Por meio do
meétodo aqui estudado conseguiu-se obter um ion protonado [M+H]+, no qual os
fragmentos com m/z 199,10 e 107,10 foram selecionados como fragmentos QT e QL
(Figura 39). Estudos demonstram que a ionizagao por protonagdo da bentazona,
apesar de possivel, € menos estavel e reprodutivel que a ionizacdo no modo
negativo [M+H], onde os fragmentos formados sdo 197 e 175 (KOPPEN; SPLIID,
1998; WODE et al., 2012), sugerindo a ionizagao via ESI(-).
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Figura 39. Espectro de massas do herbicida bentazon, apés ionizagido no modo ESI(+).

4.1.2.3.

Bispiribac-sodio

A massa do bispiribac-sodio € de 452,36 g mol”, no entanto, durante o

monitoramento de ions encontrou-se apenas o ion quasi-molecular com m/z de

431,03. Este fato pode ser explicado pela dissociagédo do bispiribac-sddio que leva a

perda de 23 g mol™' da massa e posterior adicdo de um hidrogénio. A partir desta

molécula é que se obtém os fragmentos de bispiribac sendo o de quantificagéo (QT)

com massa igual a 275 ([M-CgH703N;] e de confirmagao (QL) com valor de m/z 413

[M-18] (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de massas herbicida bispiribac-s6dio, apos ionizagao por ESI (+).
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4.1.2.4. Carbendazim

Neste estudo, tanto a forma de ionizagdo como os ions de que compdem a
transicdo de quantificagdo (160 [M-31] [OCHj3]) e qualificagdo (132,10 [M-57] [M-
CO,-CHj3) (Figura 41), do carbendazim conferem com os resultados de KUSSUMI
(2007) em seu estudo para determinagédo de fungicidas benzimidazdélicos em milho
(KUSSUMI, 2007).
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Figura 41. Espectro de massas do fungicida carbendazim apoés ionizagao por ESI (+).

4.1.2.5. Carbofuram

Carbofuram é um inseticida do grupo dos carbamatos que possui massa de
221,26g/mol e ionizado por ESI(+) apresenta m/z de 222,17. Os fragmentos
formados nas condigbes empregadas neste estudo geraram fragmentos de m/z 123
e 165 bastante definidos e que foram eleitos como fragmentos QT e QL,
respectivamente (Figura 42). Em estudo que desenvolveu método para
determinacdo de residuos em agua de abastecimento, o carbofuram apresentou os
mesmos fragmentos de QT e QL (Figura 43) (DEMOLINER, 2008).
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Figura 42. Espectro de massas do inseticida carbofuram, apés ionizagao por ESI (+).

Nota-se que no espectro de massas da figura 43 existe um fragmento com
m/z 74 de maior intensidade que os demais. O referido fragmento n&o foi
selecionado para identificagdo ou quantificacdo desta molécula por corresponder a

fragmento de qualquer anel aromatico de varios compostos (DEMOLINER, 2008).
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Figura 43. Espectro de massas do carbofuram obtido em estudo de determinacgao de residuos
em agua de abastecimento.
Fonte: (DEMOLINER, 2008).
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41.26. Ciproconazol

O ciproconazol (291,78 g mol™) ionizado apresentou m/z 293,09. Apds
dissociagao induzida por colisdo os fragmentos selecionados como fragmentos de
QT e QL no método deste estudo para o monitoramento de reagcdes multiplas na
determinacao do ciproconazol foram os de valor m/z 70 e 125 (Figura 44).

Em estudo que desenvolveu método para determinacao de 20 residuos de
agrotoxicos em caju, os fragmentos monitorados para determinagéo do ciproconazol
foram os mesmos que os aqui estudados, porém 125 foi o de QL e 70 o de QT,
empregando equipamento e energia de colisdo (CE) diferentes (SILVA et al., 2014).
Em outro trabalho, onde Soler e colab. (2007) determinaram 12 residuos em
alimentos, o ciproconazol foi determinado em fungdo das transicées contendo os
mesmos fragmentos de quantificacdo e qualificagdo que aqui neste trabalho, mas
empregando equipamento diferente e energia proxima a empregada no estudo
anteriormente citado, e diferente do aqui estudado (SOLER; JAMES; PICO, 2007).

A obtencao de fragmentos é dependente do modelo do equipamento, como

das energias de colisdo (CE) empregados.
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Figura 44. Espectro de massas do fungicida ciproconazol, apés ionizagao por ESI (+).

118



41.27. Clomazone

Clomazone que em ESI(+) apresentou ion de m/z de 241,15 e apés CID
fragmentos de m/z 126 ([M-CsHgO2N]) e 125 [M-CgHsO2N] (Figura 45) comportou-se
de forma similar ao que foi apresentado em outros trabalhos, a ndo ser pelo de ion
de QL onde foram formados fragmentos de grande intensidade com m/z de 100
(DEMOLINER, 2008; DEMOLINER et al., 2010).
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Figura 45. Espectro de massas do herbicida clomazone, apds ionizagao por ESI (+).

4.1.2.8. Imazapic, imazapir e imazetapir

ApOs ionizagao por ESI(+) e fragmentagdo, os espectros de massa para
imazapic (fragmentos de QT m/z 231 e QL 163) (Figura 46), imazapir (fragmentos
de QT m/z 217 e QL 69,10) (Figura 47) e imazetapir (fragmentos de QT m/z 86,1 e
QL 245) (Figura 48), mesmo apds testadas diversas energias de colisdo (CE),
obteve-se baixo nivel de fragmentacdo. Fato este evidenciado tanto pela alta
intensidade do sinal do ion quasi-molecular (sinal de maior m/z), quanto pela baixa
intensidade dos demais sinais correspondentes aos fragmentos. Isto pode ter
ocorrido em funcdo da estabilidade da molécula e sua possivel ampliacédo apds a

protonacao decorrente da ionizagao.
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Em estudo para estabelecer método para determinar compostos emergentes
em solos, o fragmento formado tanto para imazapir como para imazetapir foram
gerados a partir da quebra da ligagao entre o anel aromatico contendo nitrogénio e a
carboxila desprotonada ([-COQ]), produto da ionizacdo no modo ESI(-) (LAGANA et
al., 2000b), possivelmente responsavel pela geracdo da instabilidade desta e
consequente fragmentagdo, o que resultaria na maior formagéo de fragmentos em
relagcdo ao método aqui estudado, onde os fragmentos sao idénticos mas a carboxila
na forma [-COOH], ou seja, o ion quasi-molecular se encontrava mais estavel e
menos susceptivel a fragmentagdo, gerando poucos fragmentos, mesmo que a
quebra tenha ocorrido com a subtragdo da carboxila ([M-COOH]). Para imazapic, o
fragmento do tipo [M-COOH] foi 0 231, para o imazetapir, 217 e para o imazetapir,
245 m/z. O baixo nivel de fragmentagao pode resultar na obtencédo de limites de
quantificacdo (LQ) maiores e, portanto, o método pode apresentar baixa
sensibilidade aos analitos envolvidos.
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Figura 46. Espectro de massas do herbicida imazapic, apds ionizagao por ESI (+).
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Figura 48. Espectro de massas do herbicida imazetapir, apés ionizagao por ESI (+).

4.1.2.9. Malaoxom e Malationa

Os inseticidas malaoxom (dietil-éster) e malationa (organofosforado), apesar
de possuirem diferentes massas, 314,19 e 330,36g/mol, respectivamente, apos
otimizagdo dos parametros, apresentaram fragmentos de QT (C¢H;Os;") e QL
(C4Hs05") (GARCIA-REYES; MOLINA-DIAZ; FERNANDEZ-ALBA, 2007) com m/z
idénticos. Estes fragmentos foram mantidos, pois em espectrometria de massa o

conceito de pontos de identificacdo (IPs), que possibilita a diferenciagdo de uma
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molécula se as transicbes de quantificacdo, e de confirmagédo ou o tempo de

retencdo for diferente de uma molécula para outra. Assim, como no método de

separagao aqui estudado, o malaoxon e malationa apresentaram tempos de

retencgao distintos, permitindo garantir a identificagao inequivoca destes analitos (EC
(SANCO/12571/2013), 2013). Nas figuras 49 e 50 os espectros de massa do

malaoxon e malationa.
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Figura 49. Espectro de massas do inseticida malaoxon, apds ionizagao por ESI (+).
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4.1.2.10. Triclopir

O triclopir possui massa de 256,5 g mol"' que, apds ionizacdo ESI(+),
apresenta uma m/z de 257,99. Ao fragmentar-se por CID gera fragmentos de m/z
211,80 ((CsHCIsNOCHS3), [M-45], [M-COOH)]) e 147,90 ((C5HCI2NH2), [M-110,5], [M-
OCH,COOH-CI]) para QT e QL, respectivamente. Segundo alguns autores, a
ionizagdo do triclopir tem sido bem sucedida quando em ESI(-) (REEMTSMA,;
ALDER; BANASIAK, 2013). Isto pode estar relacionado a presencga de grupo acido
funcional carboxila (ROZENTAL; HOZ, 2009). No entanto, por possuir um nitrogénio
como um composto heterociclico (VUKOVIC et al., 2012), pode se comportar
também como uma base, ou seja, uma molécula de carater anfétero. Isto pode ter
viabilizado a ionizagdo no modo positivo, confirmado pela obtengdo do espectro de

massas (Figura 51).
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Figura 51. Espectro de massas do herbicida triclopir, apés ionizagao por ESI(+).

4.1.2.11. Sulfametoxazol (PS)

Para detecgédo do sulfametoxazol, empregado como padrédo controle do tipo
surrogado (PS), foi necessario determinar quais fragmentos de QT e QL seriam
monitorados. Assim, apo6s infusdo direta do sulfametoxazol obteve-se o espectro de

massas para este composto (Figura 52) e selecionados os referidos fragmentos.
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Para os demais compostos onde foi possivel obter a ionizagdo no modo
ESI(+), e ndo foram identificadas peculiaridades consideradas diferentes das

anteriormente discutidas, os espectros de massa estdo no apéndice B.
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4.2. SISTEMA CROMATOGRAFICO DE SEPARACAO

Na cromatografia em fase liquida, acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS), deve-se empregar, na fase mével, um solvente ou mistura, pensando nao
somente no processo cromatografico, mas também na influéncia do solvente no
processo de ionizagdo. O emprego de solugdes aquosas contendo solvente organico
permite dispor de elevada constante dielétrica com baixa tensao superficial, o que
facilita a formacéao de ions e a pulverizagao do solvente, o que melhora a formagéao
do aerossol do electrospray com menores gotas em fun¢do da baixa viscosidade.
Resultados de pesquisas com emprego de acetonitrila e metanol demonstram que a
acetonitrila, em fungdo da sua viscosidade, produz gotas menores que resultam
numa dessolvatagcdao mais eficiente (KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009). Em termos
cromatograficos, a acetonitrila como fase organica tem favorecido a obtencdo de
picos mais resolvidos e delgados, com baixa pressdo da bomba e necessidade de
menor tempo para o reequilibrio (MA et al., 2014).

Além da aplicagao do solvente, ou um gradiente deste, para promover a
separagao dos analitos, existe a necessidade da presenca de aditivo que varia em
funcdo do modo de ionizagdo, positivo ou negativo, ou ainda, dependendo do tipo de
préton que se desejar adicionar ou extrair da molécula que sera ionizada. O aditivo &
indispensavel para obtengdo de um sinal estabilizado do eletrospray, porém, apesar
da pequena possibilidade, pode suprimir os sinais do ion quasi-molecular
(KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009; PENG; FARKAS, 2008). Alguns estudos afirmam
que estes aditivos ndo devem estar em concentracdo superior a 20mmol/L,
(MARTINS JR, 2005)ou mesmo acima de 10mmol/L (KOSTIAINEN; KAUPPILA,
2009), pois seus aductos competem pela transferéncia de ions da fase liquida para a
gasosa. Muitos trabalhos tém utilizado com sucesso acido formico 0,1% ou
2,177mmol/L como aditivo em ESI (+) em um ou mais solventes da fase movel
(FONTANA; BOTTINI, 2014; LING et al., 2014; PIZZUTTI et al., 2007). Assim sendo,
utilizou-se esta concentragao para emprego no método aqui estudado.

Em relacdo as condigbes cromatograficas, inicialmente promoveu-se a
separacao empregando-se vazdes mais baixas com fase mével de maior polaridade

e forno da coluna desligado (Tabela 14).
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Utilizando estes parametros supracitados ndo se obteve uma boa separagao
com excessivas co-eluicdes e o tempo de retencédo do primeiro analito foi superior a
12min, que somados ao tempo de condicionamento eram necessarios mais de 18
min de andlise para inicio do aparecimento dos compostos entre uma injecéo e
outra, ou seja, metade do tempo de analise, que era de 36 min. Na figura 53 esta o
cromatograma, fruto das condigdes cromatograficas apresentadas na Tabela 14.
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Figura 53. Exemplo de cromatograma obtido por LC-MS/MS dos fragmentos de quantificagao, inicialmente obtido, utilizando-se os parametros da
tabela 14. Linha azul indica a proporgao do eluente mais polar presente na fase mével (95 a 5%) e a linha vermelha indica a proporgao de eluente
menos polar presente na fase mével (5 a 95%).



Apos ajustes modificando vazao, polaridade do solvente e temperatura da
coluna, o tempo de analise cromatografica passou de 36 para 15min. Com aumento
da vazdo para 400uL/min, ligou-se o forno da coluna para manté-lo a 40°C, para
promover a diminuicdo da viscosidade da fase mével facilitando a passagem da fase
movel pela coluna.

Na cromatografia liquida a temperatura do forno pode reduzir ou evitar
variagbes no tempo de retengcdo e melhora na resolugdo cromatografica (LEITE,
2008). Ensaios analisando 150 agrotoxicos com LC-MS/MS em amostras vegetais
variando a temperatura de 20 a 50°C nao apresentaram influéncia na largura da
base do pico, mas diminuiram o tempo de reten¢cdo dos compostos, provavelmente
pela diminuicdo da viscosidade da fase mével (KMELLAR et al., 2011). Na
cromatografia liquida a temperatura pode influenciar no fator de retencéo (K) e no
fator de seletividade (a) podendo diminuir de 1 a 2% o tempo de retengdo dos
compostos a cada 1°C (LANDBERG; LUNDBLAD; PAHLSSON, 1998). Além disso, o
numero de pratos tedricos pode ser inicialmente aumentado com a elevacido da
temperatura (YANG, 2006), favorecendo a melhora na resolugado cromatografica. A
partir dos ajustes supracitados e, apds diminuigcdo da polaridade da fase movel,
houve menos co-eluicdo dos compostos, com menor tempo para o inicio da
deteccdo. Na tabela 21 estdo listadas as melhores condicbes obtidas para

separagao, por cromatografia liquida, dos compostos analisados.

Tabela 21. Exemplo de parametros de separacgao fixados para separagao dos agrotéxicos por
cromatografia liquida e que serdao empregados na validagao do método.

TEMPO VAZAO ACIDO FORMICO 0,1% ACETONITRILA 95%

(mim) (uL/min) (Eluente de maior polaridade) | (Eluente de menor polaridade)
0,00 400 80,0 20,0

1,00 400 80,0 20,0

10,00 400 5,0 95,0

12,00 400 5,0 95,0

12,01 400 80,0 20,0

15,00 400 80,0 20,0

Concluidas as modificagbes nas condigbes cromatograficas, obteve-se
cromatogramas a exemplo do apresentado na figura 54. Os picos correspondentes
aos compostos estdao relativamente resolvidos e separados para a técnica de

deteccao por espectrometro de massas.
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O emprego da LC-MS/MS, realizando medidas dos ions no modo MRM, néo
somente permite a formacédo de fragmentos de estrutura especifica, mas também
reduz a interferéncia da co-eluicdo de compostos e da matriz. Na determinacao de
composto de interesse é possivel determina-los de maneira inequivoca, mesmo que
apresentem mesmo tempo de retencgdo. Isto é possivel desde pois a fragmentacéo
resulta em ions empregados para quantificagdo e outro para confirmagao, sendo
suficiente que um destes fragmentos sejam diferentes entre os compostos co-
eluidos. A utilizagcao de técnicas hifenizadas com espectrdmetros de massa no modo
tandem possibilitam esta propriedade.

Na determinagdo de 42 residuos de agrotoxicos em 28 minutos, foi possivel
empregar a técnica na andlise de chas mesmo com grande numero de elementos
co-eluindo, sendo que 38 daqueles compostos tinham seu tempo de retengéo entre
2,5 e 8 minutos, onde mais de 50% deles estavam concentrados numa faixa de
tempo de 2 minutos (KANRAR; MANDAL; BHATTACHARYYA, 2010). Na andlise de
ervas, 234 compostos foram determinados em um tempo de 45 minutos, no entanto,
para garantir a identificagcdo dos compostos um terceiro fragmento foi monitorado
como forma de confirmar o analito de interesse (NGUYEN et al.,, 2010). Para
determinacdo de 98 residuos de agrotoxicos que incluiram organofosforados e
carbamatos, o tempo de corrida foi de 19 minutos sendo que 95 deles apresentaram
tempo de retencéo entre 8 e 19 minutos (CHUNG; CHAN, 2010), mesmo assim, por
espectrometria de massas foi possivel diferencia-los.

Neste trabalho, em um periodo de 1,5 a 11,6 minutos, 36 compostos mais o
padrdao controle surrogado (PS) puderam ser detectados. Apesar de por
espectrometria de massas ser permitida a co-eluicdo, € tecnicamente desejada a
separagao dos picos e fundamental quando compostos apresentam fragmentos de
QT e QL idénticos, como o0 que ocorreu em malaoxom e malationa, principalmente
para espectrometros de massa de baixa resolugéo, ou seja, quando n&o diferenciam
m/z com diferencas préximas de um (1,0). Na tabela 22 estdo apresentados os

tempos de retengao obtidos dos compostos que apresentaram ionizagao ESI (+).



Tabela 22. Tempo de retengao (Tg) cromatografica dos compostos detectados neste trabalho.

Agrotoxico (r:i:.) Agrotoxico Tgr (min.) Agrotoxico Tgr (min.)

Carbendazim 1,57 Tiofanato metilico 8,01 Malationa 10,22
Tiabendazol 1,95 Bentazona 8,03 Ciclossulfamurom 10,37
Imazapir 2,71 Metsulfamurom 8,21 Pirimifos 10,61
Tiametoxam 3,54 Carboxina 8,55 Tiobencarbe 10,76
Imazapic 4,60 Triclopir 8,69 Difenoconazol 10,81
Imidacloprida 5,83 Clomazone 8,94 Cicloxidim 10,97
Sulfametoxazol (PS) 6,19 Ciproconazol 8,95 Trifloxistrombina 11,28
Imazetapir 6,39 Byspiribac 9,23 Fenoxaprop-P-ethyl 11,29
Triciclazol 6,87 Clorantraniliprole 9,27 Oxadiazon 11,53

Quinclorac 7,13 Microbutanil 9,64 Pendimentalim RI

Picloram 7,14 Tebuconazol 9,67 Propiconazol RI
Paraoxon-metil 7,48 Epoxiconazol 9,88 Furatiocarb RI
Malaoxon 7,75 | Etoxissulfamurom 9,96 Pirazossulfamurom RI
Carbofuram 7,87 Azoxistrombina 10,14 Tiodicarbe RI

RI: reagentes cedidos por laboratérios em quantidade insuficiente ou que apresentavam tempo de
validade vencida superior a 24 meses e por isso impossibilitando o emprego como padrbées na
continuidade dos testes de validagdo. Assim sé se pode emprega-los na obtengédo dos espectros de

massa.

Na figura 55 estdo apresentados, no primeiro cromatograma, os fragmentos

de quantificagdo (QT) detectados pelo método em estudo,

no segundo, o

cromatograma com a detecgcdo dos fragmentos de qualificacdo (QL) de todos

analitos detectados. A seguir, por ordem do tempo de retengdo, apresentado na

tabela 22, os cromatogramas individuais dos QTs de cada analito.
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Figura 55. Cromatogramas agrupados e separados dos compostos analisados. O primeiro
cromatograma corresponde aos fragmentos de quantificagao (QT); o segundo, dos fragmentos
de qualificagdo (QL) ou confirmagao. Os demais correspondem aos cromatogramas
individuais dos fragmentos de quantificacdo de cada um dos analitos detectados no método
aqui estudado, em ordem de detecg¢ao ou tempo de retengao.

Neste estudo, o carbendazim apresentou tempo de retengdo muito baixo.
Caso este tempo fosse o mesmo da chegada do solvente no detector, o que
corresponderia ao tempo morto da coluna, o pico deste poderia apresentar
deformidades que prejudicariam a sua quantificagdo. Assim, executou-se teste para
determinar este tempo, ou seja, qual o tempo que a fase movel levaria para chegar
ao detector, equivalente ao tempo necessario para um produto ndo retido passar
pela coluna. Para isso aplicou-se um método, sob as mesmas condicbes de
separagao selecionada anteriormente, sem a presenga do acido férmico, com
ionizagdo no modo ESI (-), para detectar o acido férmico injetado como amostra,
pois este possui baixa afinidade pela fase estacionaria da coluna sendo detectado

antes de qualquer outro analito e, praticamente, no mesmo tempo que a fase movel
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alcangasse o detector. Como resultado deste teste obteve-se o cromatograma da
figura 56. Os picos apresentados correspondem aos trés fragmentos com maior
intensidade caracterizados pela m/z 38,5, 41,7 e 39,1, oriundos do ion-molecular
desprotonado ([M-H]-) de m/z 44,88. Ainda na figura 56 pode-se notar a deformidade
dos picos, possivelmente um efeito das perturbagbes geradas pela inicial e
descontinua chegada da fase movel ao detector, contendo os fragmentos
monitoraveis do acido formico.

O tempo de retencéo do carbendazim foi superior a 1,5 minutos de analise e,
apos o referido teste, verificou-se que os fragmentos do acido férmico tem sua
deteccao entre 1,0 e 1,3 minutos, representando o tempo morto da coluna. Nestas
condigdes, o carbendazim nido devera sofrer interferéncia, pois aparece apds este
tempo, ou seja, apds a fase moével ja ter chegado ao detector, no qual julga-se haver

um fluxo continuo da fase mdvel, evitando problemas na resolugdo cromatografica

do analito.
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Figura 56. Cromatograma das transi¢des (fragmentos m/z 38,5, 41,7 e 39,1) do acido férmico
obtidas para determinar tempo morto da coluna em LC-MS/MS, sob parametro cromatograficos
da tabela 25, por ionizagao ESI(-), sem adig¢ao de acido férmico na fase movel. Linha pontilhada
indica tempo onde o primeiro analito (carbendazim) foi encontrado na analise através do
método aqui desenvolvido.
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4.3. PARAMETROS DE MERITO

4.3.1. Curva analitica e linearidade por adigao de padrao

Aplicados os testes de validagcdo foi possivel a obtencdo das curvas
analiticas e dos parametros de mérito dentro das normas para os 35 dos 36
compostos detectados apos separagao cromatografica por LC MS/MS ESI (+). Entre
os 36 compostos testados, a bentazona ndo satisfez aos critérios estatisticos de
validagao. Apresentou diferencas discrepantes entre replicatas das curvas, assim
como o coeficiente angular que variou de 0,2 a 1,2, R? de 0,8583 a 0,9976 e CV das
replicatas dos pontos da curva que atingiram percentuais superiores a 80%. Deste
modo, como houve problemas de variagao da resposta linear do analito, n&do foi
possivel estabelecer a equagédo da curva analitica e prosseguir com os testes de
validagao para este composto.

Varios sdo os fatores que poderiam levar a este desvio com variagao da
resposta linear, desde a decomposicao, volatilizagdo, ou adsor¢ao do padrao as
paredes do recipiente (SKOOG et al., 2006), e no caso do emprego de MS,
problemas no processo de ionizagao, resultando em variagdes na quantidade de
ions e fragmentos obtidos durante a analise, e ocorréncia de supressao de ions por
contaminantes com maior afinidade por protons (KEBARLE; TANG, 1993) ou a
presenca de subprodutos formados durante a ionizagdo como aductos do tipo
HCOO', presente na FM, oriundos do modificador adicionado (acido férmico)
(NUNEZ; MOYANO; GALCERAN, 2005), competindo na ionizagdo do analito,
prejudicando a detectabilidade, repetibilidade e influenciando na seletividade do
método (CHICO; VAN HOLTHOON; ZUIDEMA, 2012; KRUVE; LEITO; HERODES,
2009). Em estudo que buscou determinar 18 residuos de herbicidas acidos por LC-
ESI(+)-MS/MS, a bentazona estava entre cinco que nao apresentaram linearidade
satisfatéria, considerando que uma das possiveis causas seria a suscetibilidade de
alguns destes compostos formarem ions desprotonados (KOPPEN; SPLIID, 1998).

Como ja foi citado, os outros 35 compostos apresentaram um R? igual ou
superior a 0,9906 (Tabela 27), obtendo coeficiente de correlacdo adequada e um

erro nao sistematico, proprio da aleatoriedade dos residuos em funcdo da
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concentragao, satisfazendo as exigéncias do Inmetro (INMETRO, 2003) que aceita
R? de pelo menos 0,90 e até mesmo da Anvisa (ANVISA, 2003) que recomenda R?
maiores que 0,99. Na figura 57 tem-se um exemplo de uma das curvas analiticas
obtidas por calibragdo externa com adigdo de PI, onde nao foi necessario eliminar
nenhum dos sete pontos da curva, pois as replicatas dos pontos apresentaram CV
menores que 20% e o R? obtido foi superior a 0,99 e, na figura 58, um dos graficos

de residuos obtido, ambos da trifloxistrombina.
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Figura 57. Curva analitica da trifloxistrombina.
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Figura 58.Grafico de residuos da trifloxistrombina.

Os coeficientes angulares (a) obtidos com a construgdo da curva analitica

indicam a sensibilidade do método para cada composto (tabela 23). De modo geral,

0os compostos que possuiam coeficientes angulares maiores apresentaram LQ

menores (Tabela 24).

4.3.11.

Precisao

Para validacdo do método, testes de precisdo foram executados. Foi

possivel obter estimativa do desvio padrao relativo inferior a 14% nas avaliagdes de

precisao instrumental, repetibilidade e precisao inter-ensaio para os 35 compostos
testados (Tabela 23).
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Tabela 23. Parametros de mérito obtidos apds analise estatistica, para os 35 agrotéxicos que
foram aprovados de acordo com parametros de precisao, repetibilidade, desvios e coeficientes
angular, linear e de determinacgéo.

, RSD%
AGROTOXICOS a Desvio b Desvio R?
Pl RP | PIE

Azoxistrombina 5,05 |520 (585 | 8626 0,36 -0,001 0,01 | 0,9913
Bispiribac-sédio 5,04 1883|871 | 7911 044 | -0,068 0,04 | 0,9908
Carbendazim 268 582|517 | 16,218 0,42 0,134 0,04 0,9973
Carbofuram 3,44 (4,99 | 491 0,347 0,01 0,001 0,00 0,9933
Carboxina 450 |9,61]| 8,28 6,117 0,29 0,014 0,01 0,9909
Ciclossulfamurom 960 [11,29/ 920 | 1,003 | 0,04 0,000 0,00 | 0,9950
Cicloxidim 553 [5,71] 5,04 2,299 0,04 -0,003 0,00 0,9989
Ciproconazol 13,93 [13,62{12,60| 1,407 0,03 0,000 0,00 0,9990
Clomazone 6,37 |13,10{10,66| 1215 0,04 -0,004 0,00 0,9958
Clorantraniliprole 7,89 |8,31 7,58 | 0,467 0,04 -0,056 0,01 | 0,9981
Difenoconazol 9,93 (10,86| 9,12 1,383 0,04 -0,005 0,01 0,9962
Epoxiconazol 6,13 |15,84/12,59| 0,672 0,02 -0,009 0,00 0,9976
Etoxissulfamurom 442 1420|560 | 1412 | 0,04 -0,005 0,00 | 0,9974
Fenoxaprop 516 |6,51 | 6,81 0,320 0,01 0,003 0,00 0,9977
Imazapic 406 (4,34 | 4,97 1,485 0,07 -0,009 0,01 0,9912
Imazapir 2,44 |3,84| 8,72 1,936 0,06 0,004 0,01 0,9962
Imazetapir 547 |4,65] 5,70 4,175 0,16 0,012 0,01 0,9931
Imidacloprida 9,58 |8,03(10,41| 0,003 0,00 -0,002 0,00 0,9955
Malaoxom 3,65 |5,75| 5,33 7,542 0,33 -0,018 0,04 0,9906
Malationa 4,64 |6,23110,30| 1,373 0,05 -0,056 0,02 0,9945
Metsulfamurom 441 702|772 | 5529 | 0,10 -0,018 0,01 ] 0,9990
Microbutanil 463 |8,17| 6,79 1,233 0,03 -0,012 0,00 0,9970
Oxadiazom 5,83 |6,66 | 5,61 1,096 0,05 -0,001 0,00 0,9913
Paraoxom-metil 489 1635|614 | 1,046 | 003 -0,002 0,00 | 0,9958
Picloram 2,56 (10,82| 9,18 1,227 0,04 0,002 0,00 0,9964
Pirimifés-metil 569 539558 | 14,506 | 0,10 -0,077 0,02 | 0,9998
Quinclorac 6,50 (9,88 9,72 0,236 0,01 0,001 0,00 0,9964
Tebuconazol 536 |[4,77 | 5,08 9,596 0,25 0,012 0,01 0,9973
Tiabendazol 3,42 |2,06 | 3,51 2,676 0,04 -0,001 0,00 0,9992
Tiametoxam 461 |4,35| 4,76 1,044 0,05 0,008 0,01 0,9912
Tiobecarbe 12,45 |13,72|12,72| 0,531 0,02 0,000 0,00 0,9928
Tiofanato metilico 2,67 (11,67(13,82| 0,747 0,03 -0,006 0,00 | 0,9944
Triciclazol 6,67 |8,92| 7,33 2,916 0,15 0,011 0,02 0,9922
Triclopir 5,01 [6,72| 8,70 0,524 0,02 0,000 0,00 0,9944
Trifloxistrombina 6,68 |8,91 8,67 | 7259 0,09 -0,003 0,01 | 0,9994
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Pl:Preciséo Instrumental; RP: Repetibilidade; PIE: Preciséo inter ensaio; a: coeficiente angular;
b:coeficiente linear.

Para matrizes ambientais e de alimentos, o nivel de precisdo aceitavel
depende da matriz a ser analisada, da concentragao avaliada do analito e da técnica
de analise empregada, variando geralmente de 2 a 20% (HUBER, 2001). Na
validacdo de métodos cromatograficos, na faixa de concentragéo trabalhada neste
estudo, os RSD inferiores a 14% estdo perfeitamente adequados tanto para érgaos
nacionais como internacionais (ANVISA, 2003) exceto para epoconazol que
apresentou RSD% de 15,84 para o teste de repetibilidade, mas que é perfeitamente
aceito pela maioria dos 6rgaos e guias de validagdo na presente concentragéo
avaliada (AOAC, 1998; ICH, 1995; INMETRO, 2011; MAPA, 2011).

4.31.2. Limites Deteccéo e Quantificagéo

Com os dados das curvas analiticas foi possivel determinar os limites de
deteccdo e quantificacdo para os 35 compostos validados estatisticamente. Os
limites de quantificacdo apresentaram indices entre sete a 830 vezes menores que o
LMR estabelecidos pela Anvisa em 2009 a 2010 para o arroz (Tabela 24),
garantindo a sensibilidade do método para o monitoramento destes compostos em
amostras reais e possibilitando a diluigdo das amostras no momento da analise ou

testes de recuperacao.

Tabela 24. Apresentagdao dos menores Limites Maximos de Residuos (LMR) estabelecidos pela
Anvisa entre 2009 e 2010 e os limites de determinagéao (LD) e quantificagao (LQ) na amostra,
apo6s avaliagao estatistica do método, utilizando-se uma mistura de solugdes padrao.

AGROTOXICOS | LMR Anvisa (ug g'1) LQ (pg g'1) LD (ug g'1)

Azoxistrombina 0,1 0,027 0,009
Bispiribac-sodio 0,5 0,168 0,051
Carbendazim 0,5 0,081 0,024
Carbofuram 0,2 0,054 0,015
Carboxina 0,2 0,057 0,018
Ciclossulfamurom 0,5 0,114 0,033
Cicloxidim 0,5 0,048 0,015
Ciproconazol 0,03 0,006 0,003
Clomazone 0,1 0,015 0,006

Clorantraniliprole 0,2 0,198 0,06

Difenoconazol 1 0,195 0,06
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Epoxiconazol 0,3 0,087 0,027
Etoxissulfamurom 0,5 0,087 0,027
Fenoxaprop 0,5 0,066 0,021
Imazapic 0,5 0,162 0,048
Imazapir 0,5 0,096 0,03
Imazetapir 0,5 0,102 0,03
Imidacloprida 0,5 0,12 0,036
Malaoxom 0,5 0,168 0,051
Malationa 8 0,477 0,144
Metsulfamurom 0,5 0,048 0,015
Microbutanil 0,5 0,096 0,027
Oxadiazom 0,5 0,018 0,006
Paraoxom-metil 0,5 0,087 0,027
Picloram 0,1 0,021 0,006
Pirimifés-metil 10 0,036 0,012
Quinclorac 0,5 0,129 0,039
Tebuconazol 0,1 0,015 0,006
Tiabendazol 0,2 0,021 0,006
Tiametoxam 1 0,222 0,066
Tiobecarbe 0,05 0,015 0,003
Tiofanato metilico 0,5 0,129 0,039
Triciclazol 0,5 0,159 0,048
Triclopir 0,5 0,096 0,03
Trifloxistrombina 0,2 0,021 0,006
4.3.1.3. Exatidao (recuperacgéao)

Entre os 35 agrotéxicos aqui estudados, 20 apresentaram uma recuperacao
adequada em pelo menos quatro concentracbes testadas (Tabela 25). Os demais
apresentaram recuperacgoes inadequadas. Este resultado pode estar relacionado ao efeito
de matriz comum na determinagao de residuos em matrizes complexas como as ambientais
e de alimentos e serdo confirmadas com os resultados dos testes de calibragao por
superposicao de matriz adiante apresentados. Outra possibilidade pode ser a decomposicao
de compostos como ocorreu com propacloro, atrazine-2-hydroxy e pendimentalim em
estudos para determinacao de acidos fendlicos, sulfunilureias, triazinas e outros herbicidas
em agua (ZHANG et al., 2014).

O valor médio da recuperacédo dos compostos para o método pode ser considerado
dentro da faixa que é de 80 e 110%, recomendado pela Comunidade Européia
(EC/2002/657, 2002) e pelo Mapa (MAPA, 2011) mais principalmente para Anvisa que
estabelece faixa de 80 a 120% (ANVISA, 2003). Nestas condigbes, fica adequada também a

faixa de 70 e 120% exigida por normas e guias nacionais e internacionais menos restritivas
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(EC (SANCO/12571/2013), 2013; RIBANI et al., 2004), confirmando a validagdo do método
aqui estudado por calibragdo externa com adi¢do de padrao interno para os 20 compostos
citados.

Tabela 25. Dados de recuperagao por meio de adicdo de padrdao em amostras de arroz isentas
de agrotéxicos, determinadas com emprego de calibragao externa com adigao de padrao.

AGROTOXICOS % recuperagio média | CV
Azoxistrombina 80,4 75,6 78,5 | 86,2 | 94,7 | 831 7,58
Carbendazim 74,8 80,1 80,1 |107,1]925 | 86,9 13,00
Carboxina 94,3 | 93,2 105,3 | 115,8 | 118,0 105,3 | 11,60
Ciclossulfamurom 78,7 | 83,5 | 110,4 94,1 919 | 1115 95,0 13,55
Cicloxidim 118,9 | 109,1 | 103,7 115,4 111,8 6,76
Ciproconazol 102,6 | 107,8 98,1 104,1 97,1 101,9 4,40
Clomazone 1174 | 746 | 1111 96,7 83,4 94,5 96,3 16,18
Clorantraniliprole 108,7 | 75,4 88,9 84,9 89,4 14,02
Epoxiconazol 711 71,3 78,5 70,8 75,2 79,0 74,3 3,80
Etoxissulfamurom 84,2 | 84,0 | 101,2 | 113,2 98,8 96,3 12,40
Imidacloprida 90,8 | 113,4 | 113,8 84,4 | 118,8 104,2 | 15,50
Metsulfamurom 103,7 | 745 | 112,8 | 110,3 100,3 | 17,63
Microbutanil 934 | 92,6 113,3 93,5 | 96,6 | 88,3 | 96,3 8,74
Oxadiazom 110,1 80,3 84,2 80,5 | 80,9 87,2 12,93
Paraoxom-metil 98,1 | 784 | 97,9 104,0 | 103,6 | 109,1 98,5 10,69
Pirimifés-metil 71,5 74,6 74,1 75,2 81,0 75,3 3,51
Tiabendazol 86,9 | 101,0| 83,3 96,9 99,2 88,4 92,6 7,34
Tiametoxam 100,9 | 111,0 | 108,5 | 104,9 97,7 1109,8 105,5 5,29
Tiobecarbe 104,1 | 101,8 99,3 99,3 | 1104 103,0 | 4,60
Triciclazol 117,8 | 114,6 114,8 | 107,9 113,8 | 4,18

4.3.2.Curva analitica e linearidade por superposi¢cao de matriz

Na figura 59 ha um exemplo de das curvas analiticas obtidas por calibragcéo
pelo emprego do método de superposicao de matriz, onde foi necessario eliminar
dois dos sete pontos da curva, pois apresentaram CV maiores que 20%, além de
resultarem na obtenc&o de R? inferiores a 0,99 e, na figura 60, um dos graficos de
residuos obtidos, ambos do bispiribac-sédio.
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Figura 59. Curva analitica do bispiribac-sédio obtida de calibragdo por superposi¢ciao de matriz.
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Figura 60. Grafico de residuos do bispiribac-sédio obtido apés calibragao por superposicao de

matriz.
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Como ja foi dito anteriormente, os coeficientes angulares (a) obtidos com a
construgdo da curva analitica, agora por superposicdo de matriz, indicam a
sensibilidade do método para cada composto (Tabela 26). Comparando os
compostos analisados por meio dos dois métodos de calibragdo avaliados neste
estudo, verificou-se que apenas 25% dos compostos analisados por calibragao
externa com adicdo de padrao interno apresentaram coeficientes angulares “a”
maiores que por superposicao de matriz, atribuindo a esta calibragdo maior
sensibilidade para maioria dos compostos.

Erros na determinacdo de compostos dependem da matriz, da concentragao
do residuo, assim como do analito e da técnica empregada. Para verificar os efeitos
de matriz e garantir que um método por calibragao externa com adicdo de padréo
interno possa ser empregado, testes com superposicdo de matriz podem ser
necessarios (JIMENEZ et al., 2004).

Em estudo visando determinar residuos de agrotéxicos em groselha, onde
os efeitos de matriz foram estudados, comparando calibragao externa com adi¢ao de
padrdo interno e superposicao de matriz, os autores afirmaram ser possivel o
emprego de calibracdo externa para determinagdo de residuos em alimentos,
porém, quando o objetivo é estabelecer uma relagdo com LMR, o emprego de
calibragdo com matriz garante maior precisao dos resultados e, por isso, seu uso é
indicado (WALORCZYK, 2014).

4.3.21. Precisao

Sabe-se que para matrizes ambientais e de alimentos, o nivel de precisdo
aceitavel depende da matriz a ser analisada, da concentragdo avaliada do analito e
da técnica de analise empregada, variando geralmente de dois a até mesmo mais
de 20% (HUBER, 2001). Em fung&o de se estar trabalhando com concentracéo de
ng/mL (ppb) e até mesmo pg/mL (ppt), RSDs préximos de 30% sé&o aceitos (AOAC,
1998, Huber, 2014). Assim, RSDs de até 19,53% para precisédo instrumental (Pl),
21,64% para repetibilidade (RP) e 30,22 para os ensaios de precisdo inter-ensaio
(PIE), ocorridos no método aqui desenvolvido (Tabela 30), podem ser considerados
aceitaveis (EC (SANCO/12571/2013), 2013; INMETRO, 2011; MAPA, 2011).
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Tabela 26. Parametros de mérito obtidos apés obtengdo da curva analitica por superposigcao
de matriz para os 28 agrotdéxicos que apresentaram parametros de precisao, repetibilidade,
desvios e coeficientes angular, linear e de determinagao aceitaveis.

. RSD%
AGROTOXICOS a Desvio b Desvio R?
Pl RP PIE
Azoxistrombina 12,50 | 17,65 | 17,41 4,837 0,232 0,018 0,0049 | 0,9932
Bispiribac-sédio* 19,53 | 8,77 | 10,59 6,438 0,220 -0,086 0,024 | 0,9903
Carbendazim 11,25 | 11,15 | 12,20 21,827 0,593 0,583 0,0558 | 0,9971
Carboxina 19,08 | 17,70 | 15,45 15,101 0,798 0,051 0,031 | 0,9917
Ciclossulfamurom | 19,15 | 11,32 | 18,50 1,724 0,061 -0,005 0,0057 | 0,9919
Cicloxidim 14,86 | 18,23 | 18,50 3,057 0,144 0,038 0,0130 | 0,9934
Ciproconazol 19,20 | 18,55 | 19,12 1,968 0,088 0,004 0,0008 | 0,9940
Clomazone 17,64 | 16,72 | 19,57 1,305 0,07 0,003 0,001 | 0,9914
Clorantraniliprole 19,22 | 12,51 | 13,77 0,588 0,019 0,038 0,0025 | 0,9933
Difenoconazol* 19,16 | 11,97 | 18,32 2,735 0,078 0,129 0,0132 | 0,9975
Epoxiconazol 15,53 | 17,18 | 16,55 0,501 0,016 0,002 0,002 | 0,9957
Etoxissulfamurom | 13,32 | 14,86 | 15,36 1,589 0,104 -0,025 0,0084 | 0,9915
Fenoxaprop* 12,92 | 20,24 | 20,28 0,060 0,004 0,005 0,0003 | 0,9900
Imazapic* 17,16 | 20,19 | 21,25 0,387 0,018 -0,005 0,002 | 0,9918
Imazapir* 14,04 | 13,94 | 17,59 0,227 0,011 -0,002 0,0012 | 0,9930
Imazetapir* 15,82 | 21,33 | 30,22 1,963 0,086 -0,033 0,008 | 0,9943
Imidacloprida 19,00 | 11,52 | 16,10 0,083 0,004 -0,001 0,0004 | 0,9931
Metsulfamurom 12,86 | 16,61 | 18,93 6,974 0,119 -0,077 0,0083 | 0,9991
Microbutanil 12,04 | 11,53 | 16,35 1,112 0,064 0,031 0,0081 | 0,9900
Oxadiazom 12,19 | 15,58 | 22,45 0,713 0,023 0,001 0,0003 | 0,9960
Paraoxom-metil 17,78 | 11,41 | 18,27 1,144 0,047 -0,008 0,0044 | 0,9917
Pirimifos-metil 16,29 | 13,19 | 17,16 10,350 0,346 0,202 0,063 | 0,9956
Tiabendazol 17,70 | 12,31 | 15,58 2,395 0,114 0,018 0,0048 | 0,9910
Tiametoxam 10,69 | 9,54 | 12,72 1,771 0,030 0,019 0,0051 | 0,9988
Tiobecarbe 19,46 | 18,11 | 19,40 0,787 0,044 0,001 0,0004 | 0,9905
Tiofanato metilico* | 12,26 | 13,02 | 16,74 2,024 0,115 0,006 0,0084 | 0,9936
Triciclazol 11,24 | 18,77 | 22,64 4,233 0,118 0,023 0,0112 | 0,9977
Trifloxistrombina* 10,43 | 17,81 | 19,41 0,461 0,003 0,022 0,0002 | 0,9925

Pl: Precisao Instrumental; RP: Repetibilidade; PIE: Precisdo inter ensaio; *: Compostos que nao
apresentaram recuperac¢ao adequada por calibragdo externa com adi¢do de padrdo interno segundo
Anvisa  (ANVISA, 2003), porém apropriada segundo normas internacionais (EC
(SANCO/12571/2013), 2013). Em negrito: RSD% >20 e <23; sublinhado: > 30.
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Fenoxaprop, imazapic e imazetapir apresentaram RSD% entre 20 e 22 nos
testes de repetibilidade. Ainda, fenoxaprop, imazapic, oxadiazom e triciclazol, nos
testes inter-ensaio, apresentaram RSD% entre 20 e 23. Em funcéo do que ja foi
descrito € possivel considerar que para estes compostos o método pode ser
empregado. Ainda, segundo Horwitz, os limites de RSD% ou CV, variam de acordo
com a concentracdo do analito na amostra. Este limite pode ser estabelecido pela
equacao que resulta na obtencao da curva e construgdo da trombeta de Horwitz.
Sendo assim, aplicando-se a equagao citada:

Equacdo: CV(%)= 2!' - %3109 ©). onde: CV = coeficiente de variagdo; C=
concentracdo do analito na amostra como uma fragdo decimal; assim é possivel
considerar que o RSD% esta dentro do limite de 24,5 na concentragdes testada na
faixa de 0,0591 e 0,0789 mg/kg (HUBER, 2014; IUPAC, 2002; LEITE, 2008; MAPA,
2011).

Imazetapir apresentou desvio relativamente alto nos testes inter-ensaio, ou
seja, RSD% acima de 30, o que num primeiro momento poderia ser considerado
inadequado, mesmo considerando a trombeta de Horwitz, que permitiria um RSD%
de 25 para a concentragéo testada de 0,0538 mg/kg.

Segundo Portolés e colab. (2014) a baixa intensidade de sinal do ion de
confirmagéo (QL) pode ser um dos fatores que levam a diminuicdo da sensibilidade
e exatiddo do método (PORTOLES et al., 2014). Nos casos de Imazapic e
Imazetapir, estes poderiam ter sido os fatores que levaram aos altos desvios na
repetibilidade e, principalmente, de precisao inter-ensaio para imazetapir.

Similarmente aos resultados do presente trabalho ha outros que visaram a
determinacdo de multiplos residuos em matrizes complexas e em baixa
concentragdes. Resultados de RSD% idénticos foram considerados aceitaveis,
justificando a validacdo do método desenvolvido dentro dos desvios apresentados,
além de estarem dentro de limites considerados adequados para normas e guias de
validagao (AOAC, 1998; ICH, 1995; INMETRO, 2011; MAPA, 2011).

Na determinacao de 55 residuos de agrotdxicos em frutas e verduras, em
alguns compostos a recuperagcdo e os RSDs% né&o ficaram dentro de intervalos
aceitaveis. Em outros apenas, o RSD% ficou fora da faixa aceitavel. Assim, aqueles

com recuperagao adequada e com RSD% entre 20 e 25 foram considerados
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aceitaveis, porém apresentando baixa sensibilidade, o que obrigou a excluséo
daqueles com RSD% superior a 25 (CERVERA et al., 2012).

Buscando validar método que pudesse ser empregado na determinagao de
residuos de agrotoxicos em alimentos para bebés, deltametrina e fosalone
apresentaram RSD% de 26,9 e 22,6, respectivamente, mas com recuperagao
adequada e R? superior a 0,99. Apesar dos RSD%, estes analitos foram incluidos no
método, apesar da menor sensibilidade para sua determinagdo em amostras
(VUKOVIC et al., 2012).

Na determinagdo de sete agrotoxicos em agua por CG-MS o método
apresentou LQ de até 3,5ng L, recuperacéo entre 63 e 104% e RSD% de 4 a 23.
Mesmo com RSD% acima de 20 o autor considerou o método preciso e robusto
(BONANSEA; AME; WUNDERLIN, 2013).

Na analise de multiplos residuos em groselha por CG-MS/MS a recuperagéo
alcangada foi de 70 a 116% e RSD% na faixa entre 3 a 19. No entanto, para
cloratalonil RSD% foi de 23. Apesar disto, o método foi qualificado bom, pois
possuia boa acuracia (WALORCZYK, 2014).

4.3.2.2. Limites de Detecgéo e Quantificagéo

Com os dados das curvas analiticas, foi possivel determinar os limites de
deteccao e quantificacdo para os 28 compostos validados estatisticamente. Estes
limites apresentaram indices menores de sete a 164 vezes em relagcdo ao LMR
estabelecidos pela Anvisa em 2009 a 2010 para o arroz (Tabela 27), garantindo a
sensibilidade do método para o monitoramento destes compostos em amostras reais
e possibilitando a diluicdo das amostras no momento da analise ou testes de
recuperacgao.

Comparando os LQ do método de calibracdo externa com adi¢cdo de padrao
interno com o de superposicdo de matriz, verificou-se que 50% dos compostos

apresentavam LQ menores.
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Tabela 27. LMR permitidos pela Anvisa para o arroz destinado ao consumo humano
relacionado com os limites de quantificagdao (LQ) e detecg¢dao (LD) na amostra obtidas pelo
método, cuja curva analitica foi construida por superposi¢do de matriz.
LMR ANVISA LQ LD

AGROTOXICOS - 2 2 N x LQ<LMR
(Mg 9) (vgg) (rgg)

Azoxistrombina 0,1 0,03 0,009 3,3
Bispiribac-sddio 0,5 0,159 0,048 3,1
Carbendazim 0,5 0,078 0,024 6,4
Carboxina 0,2 0,063 0,018 3,2
Ciclossulfamurom 0,5 0,15 0,045 3,3
Cicloxidim 0,5 0,129 0,039 3,9
Ciproconazol 0,03 0,012 0,003 2,5
Clomazone 0,1 0,027 0,009 3,7
Clorantraniliprole 0,2 0,195 0,057 1,0
Difenoconazol 1 0,144 0,045 6,9
Epoxiconazol 0,3 0,09 0,027 3,3
Etoxissulfamurom 0,5 0,159 0,048 3,1
Fenoxaprop 0,5 0,162 0,048 3,1
Imazapic 0,5 0,156 0,048 3,2
Imazapir 0,5 0,165 0,048 3,0
Imazetapir 0,5 0,12 0,036 4,2
Imidacloprida 0,5 0,147 0,045 3,4
Metsulfamurom 0,5 0,036 0,012 13,9
Microbutanil 0,5 0,219 0,066 2,3
Oxadiazom 0,5 0,015 0,003 33,3
Paraoxom-metil 0,5 0,114 0,033 4,4
Pirimifos-metil 10 0,183 0,054 54,6
Tiabendazol 0,2 0,06 0,018 3,3
Tiametoxam 1 0,087 0,027 11,5
Tiobecarbe 0,05 0,018 0,006 2,8
Tiofanato metilico 0,5 0,126 0,039 4,0
Triciclazol 0,5 0,081 0,024 6,2
Trifloxistrombina 0,2 0,012 0,003 16,7

Muitos sdo os trabalhos que tratam da determinacdo de agrotdxicos em
diferentes matrizes, especialmente alimentos. Residuos de agrotéxicos advindos da
producao de arroz tém tido especial atengcdo quando se busca determinar estes em
agua, em face dos impactos ambientais. Apesar do crescente interesse em
determina-los no arroz, as metodologias n&o tém focado esforgos na determinagéo
de residuos de agrotoxicos passiveis de aplicagdo no cultivo e que possuem LMR
estabelecidos pela Anvisa.

Em estudos para determinagcdo de 203 compostos (NGUYEN et al., 2008) a

carboxina, oxadiazom e pirimifés-metil também foram estudadas aqui neste trabalho,
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porém com LQ menores. Da mesma forma, em outro trabalho onde 98 compostos
puderam ser determinados, pirimifos-metil e tiobecarb apresentaram LQ instrumental
de 10ug kg  que, em comparagao com estudo aqui realizado, foram seis vezes maior
e duas vezes menor, respectivamente (CHUNG; CHAN, 2010). Em outro estudo,
onde 124 residuos foram avaliados (HOU et al., 2013a), pirimifés-metil, microbutanil
e difenoconazol apresentaram LQ instrumental 10 vezes superior ao aqui
desenvolvido.

E possivel encontrar outros trabalhos como os supracitados, onde muitos
compostos sdo trabalhados, mas nem todos aplicados na producéo de arroz ou, se
empregados, ndo coincidem com os estudados aqui. Métodos que apresentem LQ
cada vez menores sao de interesse, porém, para valida-los como uteis e aplicaveis,
basta que o LQ possibilite indicar que os residuos presentes estdo, ou ndo, abaixo

dos LMR de interesse.

4.3.2.3. Exatidao (recuperagéao)

Empregando o método de superposi¢gao de matriz na construgdo da curva
analitica houve um aumento de 20 para 28 (Tabela 28) do numero de compostos
com recuperacgao entre 70 e 120% (EC (SANCO/12571/2013), 2013).

Com estes resultados de recuperacdo, associados aos demais dados de
validagao, é possivel diferenciar os métodos de calibracdo estudados aqui, em
funcdo do numero de compostos passiveis de serem determinados que, por
calibracdo com adicdo de PI, foi de 20 e, por superposicdo de matriz, de 28

compostos.
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Tabela 28. Dados de recuperagao utilizando superposi¢cdo de matriz na obten¢ao da curva
analitica.

AGROTOXICOS % recuperagio média | CV
Azoxistrombina 110,1 | 115,6 | 90,0 | 102,3 | 103,2 | 86,0 | 99,2 100,9 | 10,42
Bispiribac-sodio* 99,7 | 103,6 | 101,2 | 94,5 |102,5|101,8| 100,5 3,24
Carbendazim 108,3 | 101,1 | 100,4 | 97,2 96,8 | 118,5|102,2| 103,5 7,62
Carboxina 116,6 | 99,4 | 93,1 | 110,3 | 96,7 | 103,6 |104,9| 103,5 8,08
Ciclossulfamurom 95,6 | 89,5 | 102,9 | 90,2 87,2 |100,9 94,4 6,46
Cicloxidim 100,2 | 107,7 | 104,3 | 98,3 94,3 | 107,1 [102,9| 102,1 4,86
Ciproconazol 106,6 | 93,0 | 103,17 | 98,0 | 105,8 [100,7| 101,2 5,14
Clomazone 79,9 |102,6 | 79,7 | 109,0 | 98,6 87,6 | 98,0 93,6 11,41
Clorantraniliprole 93,5 | 111,4 | 91,0 | 102,8 81,0 [100,0| 96,6 10,53
Difenoconazol* 92,5 | 106,8 | 96,9 | 101,4 | 110,2 | 99,6 101,2 6,47
Epoxiconazol 102,2 | 98,8 | 979 | 104,5| 96,4 | 101,1|1055| 100,9 3,42
Etoxissulfamurom | 113,2 | 94,0 | 87,5 | 95,8 | 103,1 | 92,0 |113,5 99,9 10,34
Fenoxaprop* 111,5|101,4 | 86,7 | 106,4 | 72,7 100,0| 96,4 14,32
Imazapic* 102,3 | 92,4 | 92,8 90,9 |101,6 |101,9| 97,0 5,44
Imazapir* 105,6 | 102,3 | 81,4 | 92,8 88,4 | 104,8 | 98,5 96,3 9,09
Imazetapir® 108,7 | 98,4 | 96,0 98,0 87,0 |101,9| 98,3 7,13
Imidacloprida 119,7 | 74,9 | 90,1 | 100,5| 99,5 78,3 [101,5| 94,9 15,33
Metsulfamurom 101,2 | 97,0 | 101,4 | 101,0 | 99,2 100,0 1,87
Microbutanil 97,4 | 98,6 | 101,3 105,0 | 96,1 99,7 3,54
Oxadiazom 83,5 | 111,6 97,3 | 102,1 | 99,0 | 99,9 98,9 9,10
Paraoxom-metil 105,3 | 88,1 | 97,4 | 100,2 | 99,1 [102,8| 98,8 5,94
Pirimifés-metil 110,2 | 100,3 | 74,6 | 98,3 97,0 97,6 |103,6| 97,4 11,04
Tiabendazol 954 | 96,2 | 107,0 | 93,7 | 105,7 | 108,3 | 98,3 100,7 6,14
Tiametoxam 103,1 | 97,7 | 102,1 | 100,3 | 97,5 91,8 [100,9| 99,1 3,83
Tiobecarbe 77,2 | 116,4 | 98,7 | 99,6 98,9 99,9 |110,5| 100,2 | 12,27
Tiofanato metilico* | 96,8 | 110,1 | 92,8 | 1124 | 112,6 | 100,8 104,3 8,58
Triciclazol 93,9 |100,8 | 101,1 | 108,8 | 102,7 | 97,9 |113,8| 102,7 6,68
Trifloxistrombina* 104,7 99,6 97,8 96,8 [103,3| 100,4 3,44

* Compostos que apresentaram R? > 0,99 e recuperacéo entre 70 e 110% por superposi¢cao de matriz
€ nao por calibragao por adicdo de padrao interno.

Na determinagdo de 116 agrotoxicos em plantas medicinais verificaram se
os efeitos de matriz na fonte de ionizacdo ESI poderiam ocorrer. Para isto fez-se
comparagao entre a curva analitica construida pelo método de calibracdo com

adicdo de Pl e por superposicdo de matriz. Em fungdo dos efeitos de matriz
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pronunciados, o método de superposicdo de matriz foi eleito para construgdo da
curva (CHEN et al., 2012). Assim como no estudo anterior, buscando determinar 180
agrotoxicos em groselha por CG-MS/MS associado QUEChERS avaliou-se o efeito
de matriz pela comparacédo da inclinagdo das retas formadas pela curva analitica
obtida por calibracdo externa com adigdo de Pl e superposigdo de matriz. A
calibragdo por adicdo de Pl foi considerada eficiente na quantificacdo dos
compostos, mesmo que por superposicdo de matriz os resultados fossem mais
precisos e considerados mais confiavel (WALORCZYK, 2014). Na determinagao 10
herbicidas triazinicos em arroz por meio de LC, o uso de calibracéo por adi¢ao de Pl
apresentou menor recuperagdo com um erro de até 2,1 ug g'1 em relacdo ao uso de
superposicdo de matriz na obtengdo da curva analitica (MOU et al., 2011).
Comparando recuperagdes obtidas ao empregar calibragao externa por adicao de Pl
e superposi¢cao de matriz em residuos presentes em tomates e pepinos, os autores
encontraram diferencas em torno de 15% para maioria dos compostos, sendo que
para trés dos 14 avaliados esta diferenga foi muito maior, revelando um grande
efeito de matriz que pode ser minimizado pelo emprego de calibragdo por
superposi¢cao de matriz (DASCHTBOZORGI et al., 2013).

Comparando os ensaios de recuperagao executados em nosso trabalho, os
resultados foram mais exatos e precisos nos de superposicao de matriz em relagéo
ao emprego de calibragcdo com adigdo de Pl. Todos estes 28 compostos, além de
boa recuperagao, apresentaram R? superior a 0,99. A recuperagao, neste caso, foi
satisfatoria para 28 agrotoxicos em pelo menos cinco concentragbes testadas
(Tabela 28). Esta melhora na recuperagdo pode ter sido possivel por esta técnica
resultar na compensacdo do efeito de matriz (EGEA GONZALEZ et al., 2002;
PADILLA-SANCHEZ et al., 2011) apresentando recuperacdes média entre 93,6-
104,3%.
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4.4. APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS

ApoOs a execugado dos testes para validacdo dos métodos multirresiduos,
onde se empregou LC-ESI(+)-MS/MS-QUEChERS, amostras comerciais de arroz
foram adquiridas em supermercados para determinagédo de agrotdxicos empregando
as equacgdes das curvas analiticas para os respectivos analitos, de acordo com a
validagao por calibragdo externa por adicdo de padrao interno e superposi¢ao de

matriz, cujos resultados estdo nas tabelas 29 e 30, respectivamente.

Tabela 29. Resultados das analises de residuos de agrotéxicos em amostras reais de arroz
adquiridas no comércio, empregando o método para determinagdo de agrotéxicos com
calibragdo com adig¢ao de padrao interno, segundo os limites de detecgao e quantificagao.

AGROTOXICOS LMR Amostras comerciais (ug mL™)
wgg [ 1 [ 2] 3] a] 5] s 7 8

Azoxistrombina 0,1 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Carbendazim 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Ciclossulfamurom 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Cicloxidim 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Clorantraniliprole 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD

Epoxiconazol 0,3 <LQ <LQ
Metsulfamurom 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Microbutanil 0,5 <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ
Oxadiazom 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Pirimifés-metil 10 <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | <LQ | 0,014 | <LQ
Tiobecarbe 0,05 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Triciclazol 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD

Nota:<LQ: a concentragdo do agrotoxico estava entre o limite de quantificagéo e o de deteccgéo.

<LD: amostras que continham agrotéxico em concentracao inferior ao limite de detecg¢ao calculado e
apresentaram pico cromatografico no tempo de retencdo, correspondente a m/z do fragmento de
quantificagao.

Pelo método de calibracdo externa com adicdo de Pl seria possivel
determinar até 20 compostos. Por este método, nas amostras, 12 residuos de
agrotoxicos apresentaram picos em pelo menos duas marcas comerciais de arroz,
porém, apenas pirimifés-metil, um inseticida organofosforado, foi quantificado, pois
se encontrava em concentragao superior ao LQ na amostra “7”.

Considerando que no processo de extracdo sido adicionados 15 mL de
solvente a cinco gramas de amostra, a concentragao de pirimifés-metil no arroz seria

de 0,042 ug g'1, muito abaixo do limites maximos de residuos autorizados pela
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Anvisa. No entanto, em virtude da faixa linear no extrato ser de 0,0390-0,2730 ug
mL™, para este composto, esta concentracdo deve ser considerada uma estimativa e
nao um valor mensuravel.

Pelo método de calibragdo por superposicdo de matriz, além dos 20
compostos passiveis de determinacdo pelo método anterior, outros oito compostos
podem ser quantificados. Entre as amostras reais analisadas, além dos 12
agrotoxicos citados anteriormente, outros seis se comportaram da mesma forma em
pelo menos uma das marcas comerciais de arroz. Todos os resultados obtidos
estavam em concentragdo inferior ao LQ deste método, inclusive pirimifés-metil,
pois, por superposicdo de matriz, o LD era superior ao LQ por calibracido externa

com adicao de PI, sem prejuizo do resultado, ja que o LQ é muito menor que o LMR.

Tabela 30. Resultados das analises de residuos de agrotoxicos em amostras de arroz
adquiridas no comércio, empregando método para determinagdo de agrotéxicos com
calibragao por superposi¢do de matriz, segundo os limites de detec¢ao e quantificagao.

AGROTOXICOS LMR Amostras comerciais
(mgmLY) | 1 | 2 3 4 5 6 7 8
Azoxistrombina 0,1 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Bispiribac-sédio* 0,5 <LQ| <LQ
Carbendazim 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Ciclossulfamurom 0,5 <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Cicloxidim 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Clorantraniliprole 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Epoxiconazol 0,3 <LD <LD
Fenoxaprop* 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Imazapic* 0,5 <LD <LD
Imazetapir* 0,5 <LQ
Metsulfamurom 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Microbutanil 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Oxadiazom 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Pirimifos-metil 10 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Tiobecarbe 0,05 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Tiofanato metilico* 0,5 <LD
Triciclazol 0,5 <LD| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Trifloxistrombina* 0,2 <LQ

Nota: <LQ: a concentragao do agrotoxico estava entre o limite de quantificagéo e o de detecgéo.
<LD: amostras que continham agrotdxico em concentracao inferior ao limite de detecgao calculado e
apresentaram picos no tempo de retencéo correspondente a m/z do fragmento de quantificagdo.

* Compostos com validagcdo apenas no método de superposi¢cdo de matriz.

158



A maioria dos estudos mais antigos que determinou agrotoxicos em
alimentos apresentou concentragdo de residuos de agrotoxicos acima dos LMR, ou
pelo menos acima dos LQ. Picé e Kozmutza (2007), por meio de método para
determinacao de 12 residuos de agrotoxicos por LC-MS/MS em suco de uva,
verificaram que apenas um dos compostos ndo foi encontrado acima do LQ em
alguma das amostras reais analisadas (PICO; KOZMUTZA, 2007).

Kmellar e colab. (2008), apds validarem método para determinagao de 160
agrotoxicos, aplicaram-no em amostras de 14 espécies de vegetais por LC_)MS/MS
e encontraram 31 tipos de residuos de agrotoxicos em concentragdo préxima a 0,1
mg kg™ e imazalil e malation a 1,0 mg kg™ em 50 (84%) das 59 amostras analisadas
que, apesar de nao excederem aos LMR estabelecidos, s&o possiveis de
quantificagdo por técnicas que empregam detectores MS (KMELLAR et al., 2008).

Frenich e colab. (2008), analisando 200 amostras de alimentos por LC-
MS/MS confirmaram a presencga de agrotoxicos em 21% das amostras sendo que
em 9% destas havia residuos acima dos LMR estabelecidos pela Uniao Europeia.
Segundo estes pesquisadores, o numero de amostras contaminadas em
concentragdes abaixo dos LMR vem sendo notado, fruto das boas praticas agricolas
(GARRIDO-FRENICH et al., 2008).

Estudos mais recentes demonstram que o numero de amostras reais
contaminadas acima do LMR tem diminuido, o que num primeiro momento parece
ser uma resposta ao monitoramento constante viabilizado pelas tecnologias
analiticas disponiveis.

Em 2010, na Unido Europeia, a EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria), constatou que 97% de 77.000 amostras analisadas de 500 diferentes
tipos de alimentos apresentavam concentragcao abaixo dos LMR estabelecidos pela
AESAN (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion), sendo encontrado
residuos acima dos limites apenas em aveia, morango, alface e péssego
(CHAVARRIAS, 2013).

Nguyen e colab. (2010) analisaram 224 amostras de plantas medicinais
empregando método capaz de determinar 234 agrotéxicos por CG-MS, no entanto,
apenas 11 (4,9%) continham residuos de agrotoxicos e estavam abaixo do LMR
requerido pela Coreia (NGUYEN et al., 2010).
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Na india, Srivastava e colab. encontraram residuos em vegetais na faixa de
concentragdes entre 5 a 12.350 pg kg~ (SRIVASTAVA et al., 2011). Em trabalho
desenvolvido por Sinha e colab. (2012) no mesmo pais, a concentragdo maxima
encontrada foi de 0,6 a 50 ug kg™ (SINHA; VASUDEV; RAO, 2012).

Furlani e colab. (2011) na determinacao de sete residuos de agrotoxicos em
caldo de cana, por GC/ECD, ndo encontraram nenhum dos residuos acima do LQ
em 80 amostras reais deste produto (FURLANI et al., 2011). Estudando a mesma
matriz, Sampaio e colab. (2013) na determinacdo de atrazina e outros nove
diferentes compostos por LC-ESI-MS/MS em caldo de cana, n&o detectaram
nenhum destes compostos (SAMPAIO et al., 2013).

Lemes e colab. (2011) empregaram GC com detectores de captura de
elétrons (ECD) e fotométrico de chama pulsante (PFPD) na determinagdo de 34
residuos em arroz e 40 em feijdo em amostras coletadas em municipios do Estado
de Sao Paulo. Das 44 amostras de arroz, apenas o propiconazol foi detectado em 26
amostras e, em 44 amostras de feijao apenas procimidona foi detectada, estando
em 11 amostras, ambos em concentragcao de 0,05 a 0,1 mg kg'1, dentro do LMR
(LEMES et al., 2011).
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4.5. CONSIDERAGOES FINAIS

A preocupagao com o emprego de agrotéxicos e os maleficios do seu
consumo existem desde a sua introdugcado (ANVISA, 2006), principalmente quando
se tornaram sistematicos e amplamente incentivados pela revolugao verde entre as
décadas de 1960 e 70, no mundo todo. Apesar desta preocupagéo, apenas anos
mais tarde € que os avancos cientificos permitiram avaliar a qualidade do alimento
oferecido.

No Brasil, apds inumeros alertas de oOrgdos de saude, agricultura e
instituicbes de pesquisa, foi com a criagdo do programa de analise de residuos de
agrotoxicos e alimentos (PARA), em 2001, que se tomou providéncias oficiais de
controle dos residuos em alimentos. Nos anos entre 2001 e 2004, nove diferentes
alimentos estavam sob monitoramento em quatro estados, onde foram constatados
que 28% das amostras estavam contaminadas. Com esta constatagdo, diversos
setores da sociedade, como o Instituto de Defesa do Consumidor, comecaram a
exigir a ampliacdo do programa, que tem sido executado e seus dados de
monitoramento relatados anualmente. Em 2008, 25 estados ja faziam parte do
PARA, onde 17 produtos agricolas eram monitorados (ANVISA, 2009b), sendo que
apenas em 2010 todos os estados, inclusive o Distrito Federal, foram incluidos no
PARA, com 18 produtos monitorados (ANVISA, 2011b). No caso do arroz, os LMR
foram estabelecidos pela Anvisa apenas a partir de 2008.

“Em 2005... ... mais de 300 mil toneladas de soja da América do Sul foram
rejeitadas pela China no ano passado em razdo da contaminagdo por
pesticidas... ... a China também elevou os padrdoes de pureza em dleo de
soja em outubro e suspendeu as compras de soja sul-americana...”
(CHINAFEEDONLINE, 2005)

“A Unido Européia decidiu suspender a importacdo de mel produzido no
Brasil sob a alegagédo de que o Pais ndo tem equivaléncia com o bloco no
que se refere as diretivas para controle de residuos e qualidade do produto.
A decisdo entra em vigor a partir de 17 de margo de 2006” (MAPA, 2006).
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‘Em 28 de dezembro de 2011... ... FDA passou a analisar os sucos
importados e a recusar lotes cuja amostra apresentasse residual acima de
10ppb (micrograma por kg). Desde entdo, lotes de suco de laranja
brasileiros e de outras origens tém sido rejeitados, ndo podendo entrar no
pais...” (FOODSAFETYBRAZIL, 2012).

E possivel compreender que a partir da intensa divulgacéo de resultados de
andlises e das exigéncias do mercado pela midia publica, os agricultores e
cooperativas, assim como as empresas de assisténcia técnica tenham se
preocupado recentemente em evitar que residuos de agrotoxico estejam em
concentracdes superiores aquelas estabelecidas pela Anvisa e até mesmo por
orgaos internacionais.

Para garantir a seguranga e a qualidade do alimento, varias séo as formas
de se evitar esta contaminagdo, seja por meio do manejo agroecoldgico ou
sustentavel, seja pela criagdo de cultivares mais resistentes a doencgas, ou o pelo
emprego de produtos que, em sua composigao, tenham associagdes de ativos,
diminuindo a concentragdo deles, resultando em menor quantidade de um mesmo
residuo.

A fiscalizacdo e a pressdo da sociedade sobre a producdo e a oferta de
alimentos com vista a seguranga alimentar e ambiental podem estar ligadas aos
resultados da andlise das amostras de arroz comercial feita neste estudo.
Encontraram-se diferentes residuos de agrotdxicos, porém em concentragdes
inferiores ao LMR, garantia legal de qualidade e segurancga alimentar.

Diante do exposto, a diminuicdo da presenga de agrotoxico em alimentos
nao significa garantia da seguranga alimentar, ou que os métodos existentes sao
capazes de garanti-la. Constantemente novos produtos sao introduzidos e langados
para aplicacdo no manejo agricola e a legislagdo ainda é pouco atuante na questao
dos subprodutos da degradacdo destes compostos, ou seja, a auséncia dos ativos
empregados na produgao dos alimentos ndo garante a inocuidade deles, até porque
os LMR permitidos sdo baseados em informag¢des tedricas e nas poucas ou
inexistentes informagdes sobre a toxicidade dos agrotoxicos em humanos. O que ha
€ uma estimativa empirica e de comprometimento duvidoso na determinacédo destes

limites maximos de residuos.
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5. CONCLUSOES

A técnica de sepacao por LC e detecgao por MS/MS, associado ao método
de extracdo QUEChERS, pode ser empregada nos programas de monitoramento de

residuos de agrotdxicos em graos de arroz destinados ao consumo alimentar.

Por meio do protocolo analitico apresentado, que associa LC-MS/MS e
QuEChERS, em apenas 15 minutos pode-se detectar 35 residuos de agrotoxicos,
quantificar até 20 compostos quando a curva analitica for obtida por calibragao
externa com adi¢cao de padrao interno e 28 se for obtida por superposicdo de matriz
dos 71 herbicidas, inseticidas e ou fungicidas indicados para o manejo do arroz

irrigado.

A seletividade e a analise rapida por LC-ESI(+)-MS/MS, usando QUEChERS
na fase de extracao, resulta em método simples, rapido e confiavel pela facilidade de

utilizagao, rapidez e custo.

Os métodos validados, tanto por calibragdo externa com adi¢gao de padrao
interno, quanto por superposi¢cao de matriz, pela rapidez, eficéncia e produtividade,
podem ser empregados como ferramentas do Programa de Analise de Residuos em
Alimentos (PARA) da Anvisa e para validagdo das praticas agricolas no que diz
respeito aos LMR dos agrotdxicos utilizados.
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