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RESUMO

DETERMINACAO MULTICLASSE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM
CENOURA EMPREGANDO QUEChERS E GC-MS

Autor: Juliana Luiz da Silva Batista
Orientador: Prof. Dr. Fabio Ferreira Gongalves

A cenoura figura entre as cinco hortalicas mais consumidas no Brasil, sendo
considerada um vegetal que contribui para aumentar a imunidade do nosso
organismo, entretanto, ela é atacada por algumas doencas e 0 uso de agrotoxicos
favorece o aumento da produtividade rural. Em contrapartida, a exposicéo a pequenas
guantidades pode causar efeitos adversos e irreparaveis a saude humana. A
disponibilidade de um método de alto rendimento, rapido, sensivel, seguro e pouco
dispendioso se faz necessario. Neste estudo, otimizou-se e validou-se um método
multirresiduo para determinacéo de agrotoxicos em cenoura empregando QUEChERS
e GC-MS. O procedimento de extragdo, constituiu na pesagem de 10 g da amostra,
adicdo de 10 mL de acetonitrila, seguida de agitacdo em vOrtex por 1 min. A particdo
utilizando sais foi realizada com 1 g de NaCl e 4 g de MgSOa e agitacdo em vortex por
1 min, seguida de centrifugagdo a 5000 rpm por 5 min. Uma aliquota de 1 mL do
extrato foi retirada e transferida para um tubo de 15 mL contendo 150 mg de MgSOQOu4,
35 mg de florisil e 25 mg de PSA para a etapa de limpeza do extrato com SPE
dispersiva, repetindo a agitacdo por 1 min em vortex e centrifugacdo a 5000 rpm por
5 min. Um volume de 700 pL do extrato final foi retirado e transferido para um vial
juntamente com 7 uL de padréo interno e, posteriormente analisado por GC-MS. Os
parametros analiticos avaliados neste trabalho foram seletividade, linearidade da
curva analitica, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), preciséo,
exatiddo, robustez e efeito matriz para os 10 compostos estudados. O método
demonstrou-se eficiente e robusto, com resultados de recuperacédo na faixa de 72 a
117% nos niveis de fortificagcdo 45, 90, 180 e 450 ug kg™ com sete replicatas
verdadeiras e com RSD variando de 4,9 a 16,6%. Os valores de LOD e LOQ do
instrumento foram de 6,0 e 20,0 ug L1, respectivamente, e o valor de LOQ do método
foi de 45 a 90 ug kg*. A linearidade da curva analitica foi obtida entre 0,02 a 0,8 mg
L1, com valores de coeficiente de determinacéo (r?) maiores que 0,99 para a maioria
dos compostos preparados no extrato da matriz, com excecéao do clorotalonil e captan,
que nao foram quantificados de acordo com os parametros estabelecidos neste
trabalho para analise na cenoura. Desta forma, conclui-se que o método desenvolvido
mostrou-se adequado para analise da maioria dos residuos de agrotoxicos estudados
em cenoura, pois 0s parametros avaliados encontram-se dentro dos limites exigidos
para validagdo de métodos cromatograficos aplicados a anélise de residuos.

Palavras chaves: agrotoxicos, cenoura, QUEChERS, GC-MS
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ABSTRACT

DETERMINATION MULTICLASS OF RESIDUE OF PESTICIDES IN CARROT
USING QUEChERS AND GC-MS

Author: Juliana Luiz da Silva Batista
Advisor: Prof. Dr. Fabio Ferreira Goncalves

The carrot is among the five most consumed vegetables in Brazil, and is considered a
vegetable that contributes to increase the immunity of our body, however, she is
attacked by certain diseases and the use of pesticides helps to increase rural
productivity. On the other hand, exposure to small amounts can cause adverse effects
and irreparable human health. The availability of a high throughput method, rapid,
sensitive, safe and inexpensive is needed. This study was optimized and validated, a
method for determining multiresidue carrot pesticides employing QUEChERS and GC-
MS. The extraction procedure consisted in weighing 10 g of sample, add 10 ml of
acetonitrile, followed by vortexing for 1 min. The partition salts was carried out using 1
g NaCl and 4 g of MgSO4 and vortexing for 1 min, followed by centrifugation at 5000
rpm for 5 min. A 1 mL aliquot of the extract was removed and transferred to a 15 mi
tube containing 150 mg of MgSO4, 35 mg and 25 mg of florisil PSA for cleaning step
to extract dispersive SPE, repeating the stirring for 1 min in vortexing and centrifugation
at 5000 rpm for 5 min. A volume of 700 uL of the final extract was removed and
transferred to a vial with 7 pL of internal standard and subsequently analyzed by GC-
MS. The analytical parameters evaluated in this study were selectivity, linearity of the
calibration curve, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision,
accuracy, robustness and effect matrix for the 10 compounds studied. The method
proved to be efficient and robust, recovering results in the range 72-117% at
fortification levels 45, 90, 180 and 450 ug kg replicates with seven true and RSD
ranging from 4.9 to 16, 6%. The LOD and LOQ values of the instrument were 6.0 and
20.0 ug L1, respectively, and the value of the method LOQ was 45-90 ug kg*. The
linearity of the calibration curve was obtained between 0.02 to 0.8 mg L™ to determine
coefficient values (r?) greater than 0.99 for most of the compounds prepared in the
matrix extract with the exception of chlorothalonil and captan, which were not
quantified in accordance with the parameters established in this work for analysis in
carrots. Thus, it is concluded that the developed method was adequate for analysis of
most pesticide residues studied in carrot, for the evaluated parameters are within the
limits required for validation of chromatographic methods applied to residue analysis.

Keywords: pesticides, carrots, QUEChERS, GC-MS



1. INTRODUCAO

A cenoura (Daucus carota L.) € uma hortalica tuberosa da familia das Apiaceae
e tradicionalmente conhecida como uma hortalica de clima ameno. Porém, hoje é
cultivada ao longo do ano em praticamente todas as regifes do Brasil, gracas ao
desenvolvimento de novas cultivares mais adaptadas ao clima tropical. Atualmente,
0s maiores produtores desta apiacea no pais sao os estados de Minas Gerais, Sao
Paulo, Parana e Bahia (GUIMARAES, 2012).

O uso de agrotoxicos é essencial para prevenir ou reduzir perdas na agricultura,
melhorando assim, a producéo, obtendo produtos com qualidade, que satisfacam os
consumidores e garantam seu comércio. A producado de alimento tem crescido em um
ritmo acelerado e o0 uso de agrotoxicos favorece o aumento da produtividade agricola.
Em contrapartida, a exposicdo a pequenas quantidades de agrotdxicos pode causar
efeitos adversos e irreparaveis a saude humana, principalmente durante o estagio
fetal e em criangas, que sao as fases de maior vulnerabilidade do desenvolvimento do
homem. E importante ressaltar que dentro deste contexto a cenoura é um alimento
gue pode estar presente desde 0s primeiros estagios de vida.

Segundo CHOWDHURY et al. (2013), o monitoramento de residuos de
agrotoxicos, ndo sO no solo ou em amostras ambientais, mas também em produtos
alimenticios, especialmente frutas e vegetais crus que podem ter sido expostos a
agrotoxicos, deve ser realizado. Para a avaliacao destes residuos € necessario um
método analitico rapido, sensivel, seguro e pouco dispendioso para a deteccéo
simultanea de multiplos residuos de uma ampla gama de agrotoxicos.

O Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) foi
iniciado em 2001 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com o
objetivo de avaliar continuamente os niveis de residuos de agrotdxicos nos alimentos
in natura que chegam a mesa do consumidor. A ANVISA coordena o programa em
conjunto com as vigilancias sanitarias dos estados participantes, que realizam os
procedimentos de coleta dos alimentos nos supermercados e de envio aos
laboratérios para analise. Este programa avalia a qualidade e seguranca dos
alimentos disponiveis a populacédo, bem como o uso inadequado e ndo autorizado de

agrotoxicos na producao destes produtos. Estas avaliacdes fornecem subsidios para



a reavaliacdo dos estudos de residuos de agrotoxicos apresentados a ANVISA para
fins de registro de agrotoxicos e estimula a adocéo de Boas Préticas Agricolas (BPA).

Para tanto, diversas culturas sdo monitoradas no Brasil, incluindo a cenoura,
gue se destacou de forma negativa nos ultimos monitoramentos do PARA. Em 2010
apresentou um percentual de amostras contaminadas em torno de 49%. Em 2011, o
percentual foi ainda maior, chegando a 67%, o que levou essa hortalica a estar entre
as culturas em maior evidéncia para controle de residuos de agrotoéxicos. Esse foi um
dos motivos que levou a escolha da cenoura como matriz, bem como, a escassez de
trabalhos publicados para andlise de residuos de agrotoxicos em cenoura, sendo que
dos poucos publicados, nenhum fez uso do método proposto neste estudo. Além
disso, segundo MARGNI et al. (2002) a ingestéo de alimentos € uma fonte toxicolégica
de exposicao cerca de 103 a 105 vezes maior do que a induzida pela agua potavel ou
por inalagdo, o que reforca a escolha da matriz ser de fonte alimenticia, sendo que, o
tipo de plantio que a cenoura necessita, ou seja, imerso ao solo, faz com que ela esteja
em contato direto com agrotoxicos usados no plantio, como também com os residuos

deixados por outras colheitas.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver metodologia para analise de residuos de 10 agrotoxicos
(trifluralina,  carbofuran, clorotalonil, pendimetalina, captan, tebuconazol,
piraclostrobina, difenoconazol, deltametrina e azoxistrobina), a partir de 7 classes
diferentes (estrobilurina, dicarboximida, metilcarbamato de benzofuranila,
isoftalonitrila, piretréide, triazol e dinitroanilina), abrangendo 5 tipos de aplicacbes
diferentes (fungicidas, inseticidas, nematicida, formicida e herbicida) em cenoura
empregando o QUEChERS como método de extracdo e posterior determinagdo por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Objetivos Especificos

e Testar diferentes adsorventes na etapa de limpeza, avaliando qual ou quais
adsorventes sdo mais eficientes tanto na remocao de interferentes quanto na
recuperacao dos analitos.

e Ensaiar diferentes procedimentos de extracdo QUEChERS (original, citrato,
acetato), identificando qual extrai melhor os analitos.

e Validar o método analitico empregando as principais figuras de meérito:
seletividade, efeito matriz, curva analitica e linearidade, limite de deteccéo e
guantificacdo, exatiddo (recuperacao), precisdo (repetibilidade e precisédo

intermediaria) e robustez.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cenoura

3.1.1 Historico

A introducao do cultivo da cenoura no Brasil ocorreu no século XVI, com a vinda
das expedicOes portuguesas que trouxeram as sementes de cenoura em meio a
outras “plantas de horta”. Acredita-se que as primeiras plantacdes de cenoura no
Brasil tenham sido realizadas no século XIX, no Rio Grande do Sul, na horta de um
mosteiro pelos jesuitas espanhois. Posteriormente, de forma empirica, o cultivo se
espalhou em diversos municipios desse estado (VILELA e BORGES, 2008).

No Brasil, até meados de 1980, devido a ocorréncia da queima-das folhas,
doenca causada por um complexo de patdgenos que inclui os fungos Alternaria dauci
e Cercospora carotae e a bactéria Xanthomonas carotae, o cultivo da cenoura na
época chuvosa de verao exigia a aplicacdo quase diaria de fungicidas. Para eficacia
contra esses patdgenos, eram necessarias cerca de 50 aplica¢des durante o ciclo de
producado da cenoura, por um periodo estimado de 120 dias (REIFSCHNEIDER et al.,
1984).

Consequentemente, baixa produtividade e elevados custos de producéo
gerados por aplicacdes excessivas de agrotoxicos tornavam baixa a rentabilidade da
cultura, o que acarretava em um consumo limitado, pois sé as classes de alto poder
aquisitivo podiam consumir. Tendo em vista as demandas por agroquimicos na
producdo da cenoura, associado ao elevado risco a saude humana que esses
produtos podem causar, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
em parceria com a Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP),
iniciaram em 1976 um programa de melhoramento genético da cultivar. Esse
programa permitiu o desenvolvimento de uma cultivar (cv.), a cv. Brasilia, mais
resistente ao complexo patogénico envolvido na queima-das-folhas e ao calor, além

de alta tolerancia aos nematoides formadores de galhas e ao pendoamento. Além



disso, a cultivar adaptou-se em todas as regides brasileiras. Atualmente essa cultivar
esta presente em 75% da area plantada de cenoura do Brasil.

Essa hortalica de textura macia e paladar agradavel, atualmente além do
consumo in natura, € utilizada também como matéria prima para industrias
processadoras de alimentos, que a comercializam na forma de minimamente
processada (minicenouras, cubos, ralada, em rodelas) ou processada na forma de

seleta de legumes, alimentos infantis e sopas instantaneas (CEASA, 2013).

3.1.2 Morfologia e Tipos de Cultivares da Cenoura

7

A cenoura é morfologicamente dividida em caule, colo, ombro, lenticelas e
apice e, sua parte interior inclui cértex e coragédo, como pode ser visto na Figura 1.

As caracteristicas de cada parte sao:

- Caule: Parte aérea da cenoura. Através dele circulam a seiva.

- Colo: Regiéo de transicao entre a raiz e o caule.

- Ombro: Local de maior reserva de nutrientes.

- Lenticelas: Responsavel pela fixagcao da raiz no solo e pela retirada de agua
e minerais do solo.

- Apice: Ajuda a raiz a penetrar no solo.

- Cortex: Auxilia na conducédo de 4gua e minerais dissolvidos através da raiz,
desde a epiderme até ao xilema, e armazena varias moléculas translocadas.

- Coracdo: Parte central da cenoura. Regido mais fibrosa da raiz.

LENTICELAS

Figura 1: Morfologia completa da cenoura (Daucus Carota L.).



Até a década de 1980, as cenouras cultivadas no Brasil eram importadas e
melhor adaptadas para climas amenos, mais comuns no periodo de inverno nas
regides centro-sul. No periodo de verdo, os precos da cenoura subiam
significativamente, inviabilizando seu consumo por grande parte da populacéo
brasileira. A criacdo de novas cultivares culminou na producgéao de cenoura 0 ano todo
e sem duvida foi uma solucgéo eficaz para o problema.

Para VIEIRA e PESSOA (2008), cada cultivar tem caracteristicas proprias
guanto ao formato das raizes, resisténcia as doencas e, principalmente, quanto a
época de plantio. Esta ultima caracteristica permite a produ¢édo de cenoura durante o
ano todo na mesma regido, desde que se plante a cultivar apropriada as condi¢cfes
de clima predominantes em cada época.

Segundo VIEIRA e PESSOA (2008), as principais cultivares da cenoura (Figura
2), bem como suas caracteristicas séo:

e Kuroda:

- As plantas apresentam folhagem vigorosa, com até 50 cm de altura;

- As raizes séo conicas, de coloracdo vermelha-alaranjada e apresentam a
pelicula bastante delicada;

- O comprimento das raizes varia entre 15 e 20 cm;

- As cultivares deste grupo apresentam tolerancia a temperaturas mais
elevadas e resistem bem as doencas de folhagem quando semeadas no
verao de regidoes quentes;

- Elas ndo sdo recomendadas para semeaduras sob condicfes de clima
ameno pois suas caracteristicas nao permitem competir em qualidade com
as do grupo Nantes;

- Seu ciclo vegetativo é de aproximadamente 100 dias.

e Nantes:
- Cultivar de origem francesa,
- As plantas tém folhagem verde escura e podem atingir até 30 cm de altura;
- As raizes apresentam formato cilindrico com 15 a 18 cm de comprimento,
3 a4 cm de diametro e coloracao alaranjada escura;
- Esta cultivar € muito sensivel as doencas de folhagem, ndo sendo

recomendavel o seu cultivo em estacdo chuvosa e quente;



- Por sua exigéncia em temperaturas amenas € recomendada para plantio
em época fria;

- Seu ciclo vegetativo é de 90 a 110 dias.

e Brasilia:
- Resultou de um programa de melhoramento de cenoura para cultivo no
verdo desenvolvido pelo Centro Nacional de Pesquisas de Hortalicas -
EMBRAPA-Hortalicas e Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" -
ESALQ;
- As plantas tém porte médio de 25 a 35 cm, com folhagem vigorosa e
coloracao verde escura;
- As raizes sao cilindricas, com coloracdo alaranjada clara e baixa
incidéncia de ombro verde ou roxo;
- O comprimento varia de 15 a 22 cm e o diametro de 3 a 4 cm;
- E resistente ao calor, apresentando baixos niveis de florescimento
prematuro sob condi¢cdes de dias longos;
- Tem alta resisténcia de campo a queima-das-folhas, produzindo em média
30-35 t/ha nas condi¢bes de verao;
- A colheita pode ser efetuada de 85 a 100 dias ap0s a semeadura;
- E recomendada para semeaduras de outubro a fevereiro nas regides
Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil, embora esteja sendo utilizada,

com sucesso, em todo o pais.

(b)

(@)

(c)

Figura 2: Principais Cultivares da Cenoura, sendo (a) Kuroda, (b) Nantes e (c) Brasilia.



3.1.3 Composicéo, importancia nutricional e terapéutica

A cenoura € uma raiz de cor alaranjada e se destaca pelo fato de ser uma das
principais fontes naturais de carotendides, como o -caroteno, o qual representa 45-
70% dos carotendides totais da cenoura. O 3-caroteno € responsavel por uma grande
variedade de efeitos benéficos para a saude humana, bem como, pela coloracéo
caracteristica desse vegetal.

Sua importancia nutricional reside em ser precursora da vitamina A, pois dentro
do organismo cada molécula de (B-caroteno é convertida em duas moléculas dessa
vitamina (DE ARAUJO, 2010). O B-caroteno é um carotenoide e ambos possuem esta
denominacéo por representarem a maior parte dos pigmentos em cenouras (Daucus
carota L.) (DA SILVEIRA, 2014).

O B-caroteno atua na conservacao e manutencdo das membranas mucosas,
na pele e 0ssos, e em conjunto com a vitamina C, ambos presentes na cenoura,
contribuem para reduzir o risco de catarata. Diversos estudos cientificos demonstram
que a probabilidade de ataques cardiacos se reduz pela ingestéo deste nutriente. Este
€ um antioxidante lipossolivel que neutraliza os radicais livres, combinando-se
diretamente com eles, o que aumenta a eficacia do sistema imune (FARINA et al.,
2007).

A vitamina A € muito importante para a visao, pois ajuda no desempenho dos
receptores da retina, também previne a xeroftalmia, comumente chamada de cegueira
noturna e no crescimento saudavel das criangas (GALLAGHER, 2005).

A cenoura € muito rica em outras vitaminas como B1 e B2, que ajudam a regular
o sistema nervoso e a funcédo do aparelho digestivo. Ela é rica também em sais
minerais (GALLAGHER, 2005). As fibras, importantes para o funcionamento do
intestino e a pectina capaz de baixar a taxa de colesterol do organismo sao
abundantes na cenoura e constituem mais uma razao para o0 seu uso na alimentacéo
diaria (DE MATTOSA, 2000).

Além disso, CHRISTENSEN e BRANDT (2006) em seus estudos apontaram as
cenouras como um vegetal importantissimo na protecéo contra o desenvolvimento do
cancro (proliferagdo anormal de células), isto por conter um grupo de poliacetilenos
bioativos, dos quais falcarinol é claramente o mais bioativo destes. Assim, a cenoura

apresenta importante papel na alimentacédo humana.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Retina

Em resumo, a cenoura é um vegetal que pode contribuir significativamente para
aumentar a imunidade do nosso organismo, pois seu consumo pode auxiliar no
combate as infecc¢des, diminuir o risco de derrames e a fibra solivel encontrada nela
pode diminuir também o colesterol no sangue (CEASA, 2013).

No ser humano, apenas cem gramas de cenoura sao suficientes para suprir as
necessidades diarias de vitamina A (CEASA, 2013). Na Tabela 1 encontra-se a

composicao nutricional para cada 100 gramas de cenoura crua (USP, 2015).

Tabela 1: Composi¢éo Nutricional da Cenoura crua por 100 g de por¢cdo comestivel

Nutriente Unidade Vallg(r) gor
Umidade g 91,89
Energia Kcal 19,00
Proteina g 1,01
Lipidios g 0,20
Carboidratos totais (por diferenca) g 6,09
Carboidratos “disponiveis” (por diferenca) g 3,28
Fibra alimentar total g 2,80
Acucares g 2,81
Cinzas g 0,81
Vitamina A mcg 800

3.1.4 Produgdo mundial e nacional

A producédo mundial em 2010 foi de 33,6 milhdes de toneladas, cultivadas em
uma area de 1,16 milhdes de hectares, o que proporcionou produtividade média de
28,9 t hal. J4 em 2011, a producdo mundial alcancou 35,6 milhdes de toneladas,
cultivadas em uma area de 1,18 milhdes de hectares, o que proporcionou
produtividade média de 30,2 t hal, segundo a Organizacédo das Na¢des Unidas para
Alimentacéo e Agricultura (FAO).

A cenoura possui grande importancia socioeconémica para 0 agronegocio
brasileiro, figurando entre as cinco hortalicas mais consumidas no Brasil
(GUIMARAES, 2012), principalmente por apresentar elevada capacidade de gerac&o

de emprego e renda em todos os segmentos de sua cadeia produtiva durante o ano


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ser_humano
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inteiro (VILELA e BORGES, 2008). Com uma retrospectiva da producao de cenoura,
foi possivel constatar que ocorreu um aumento expressivo entre os anos de 1980 a
2011, como pode ser visto na Figura 3, segundo dados da EMBRAPA (2013). Na safra
de 1980, foram colhidas 150,0 mil toneladas de cenoura em uma area de 10,6 mil ha,
com produtividade média de 14,0 t ha. J& na safra de 2006, a producéo de cenoura
foi estimada em 750 mil toneladas em uma area de 25,8 mil hectares, com
produtividade de 29 mil t ha' e disponibilidade de 4,016 kg habitantel. A partir de
2004, a crise na agricultura brasileira, gerada pela politica econémica vigente no pais,
afetou também a cultura da cenoura (VILELA e BORGES, 2008), como pode ser visto

na Figura 3, pelo decréscimo na produ¢&do nos anos seguintes, em 2005 e 2006.

900
800
700 o
600
500
400

{ )
300 ./
200 /

100

0
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

{ Ny ® { ]
._._.’ .~./

Producao (mil T)

Ano

Figura 3: Situacdo da producdo de cenoura em mil toneladas, entre os anos 1980 a
2011 no Brasil (EMBRAPA, 2013).

Em Sao Paulo ela é a quarta hortalica mais consumida, com mais de 82 mil
toneladas vendidas anualmente. Em valor, sobe para o terceiro lugar, com
faturamento anual superior a R$ 24 milhdes. Sdo Paulo fornece mais de 300 mil
toneladas, produzidas por 3,5 mil pessoas que trabalham em mais de 2 mil
propriedades, ocupando uma area de pouco mais de 10,5 mil hectares (CEASA,
2013).
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3.1.5 Doencgas na Cenoura registradas no Brasil

Estéo registradas no Brasil mais de quinze doencas na cenoura, causadas por
fungos, virus, bactérias e nematoéides. Destas, um numero relativamente pequeno €
responsavel pela maior parte dos danos ocorridos na cultura. O controle destas
enfermidades tem sido feito através do uso de cultivares resistentes e/ou fungicidas
(LOPES, REIFSCHNEIDER e CHARCHAR, 2008).

Entre as doengas mais comuns na cenoura, pode-se citar: queima-das-folhas,
podriddo das raizes e a que ocorre por nematoides. Abaixo segue a definicdo de cada
doenca, bem como, alguns agrotoxicos autorizados para serem utilizados na cultura
da cenoura.

e Queima das Folhas: € causada por alternaria (Alternaria dauci) e por
cercospora (Cercospora carotae) e estdo entre as mais importantes
doencas fungicas em nosso meio. Ambas as doencas séo de distribuicédo
mundial e caracterizam-se por serem altamente destrutivas. Afetam
principalmente a parte aérea da planta, com notavel reflexo negativo
sobre a producdo e a qualidade das raizes. Embora um programa
baseado em medidas culturais possa minimizar o potencial destrutivo
das queimas por alternaria e cercéspora, o uso de fungicidas é
necessario; para isso se faz uso de fungicidas especificos e
inespecificos (TOFOLI e DOMINGUES, 2006).

- Inespecificos: antes da plantacdo, de maneira preventiva (durante a
fase vegetativa). O fungicida autorizado para esse fim (ANVISA, 2013)
pertence ao grupo da Ftalonitrila — Clorotalonil.

- Especificos e de contato: assim que ocorram condicdes favoraveis para
agir, ou seja, assim que forem evidenciados os primeiros sintomas da
doenca no campo. Pode-se citar o uso das Estrobilurinas — Azoxistrobina
e Piraclostrobina; e os Triazéis — Tebuconazol e Difenoconazol, que sao
autorizados para a cultura da cenoura segundo ANVISA (2013).

e Podridao das raizes: Em geral é causada pelos fungos Sclerotium rolfsii,
Sclerotinia sclerotiorum (Figura 4 a) ou pela bactéria Erwinia
carotovora (Figura 4 b). As plantas atacadas apresentam crescimento

reduzido com as folhas superiores amareladas, as quais tornam-se


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Cenoura/Cenoura_Daucus_Carota/doencas.html#fig2
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Cenoura/Cenoura_Daucus_Carota/doencas.html#fig3
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murchas no horario mais quente do dia (LOPES, REIFSCHNEIDER e
CHARCHAR, 2008). O unico fungicida registrado para a cultura € a
Casugamicina (ANVISA, 2013).

(b)

Figura 4: Podriddo das Raizes, doenca causada pelos fungos Sclerotium rolfsii,
Sclerotinia sclerotiorum (a) ou pela bactéria Erwinia carotovora (b).

e Nematodides: As espécies dos nematoides das galhas Meloidogyne
incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla sdo os mais importantes
nos cultivos de cenoura no Brasil. As plantas infectadas mostram
crescimento reduzido e amarelecimento nas folhas. As raizes tornam-se
de tamanhos reduzidos com deformacdes devido a intensa formacgao de
galhas como mostra a Figura 5 (LOPES, REIFSCHNEIDER e
CHARCHAR, 2008). Um dos fungicidas autorizados para o0 uso na
cultura da cenoura é o Carbofuran (ANVISA, 2013).


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Cenoura/Cenoura_Daucus_Carota/doencas.html#fig4
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Figura 5: Deformacdes no cultivo da Cenoura causadas por Nematoides, uma doenga
conhecida como Nematéides das Galhas.

3.2 Agrotoxicos

Agrotoéxicos, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, remédios de planta,
veneno. Essas sdo algumas das inumeras denominacdes relacionadas a um grupo de
substancias quimicas utilizadas no controle de pragas (animais e vegetais) e doencas
de plantas (PERES e MOREIRA, 2003).

Na literatura internacional, o grupo de substancias/produtos quimicos aqui
definidos como agrotdxico recebe a denominacéo de pesticida (do inglés pesticide).
O termo “agroquimico”, o mais proximo de agrotoxico encontrado em literatura
internacional (do inglés agrochemicals) e, em menor escala, também em trabalhos
publicados no Brasil, engloba um nimero maior de produtos, como os fertilizantes e
adubos inorganicos, esse termo, portanto, ndo representa o real sentido do termo
agrotoxico, que indica ndo apenas a sua finalidade de uso, mas também o carater
prejudicial destas substancias, visualizado no radical “téxico” (PERES e MOREIRA,
2003).

Assim como no Brasil, as classes de agrotdxicos mais utilizados em todo o
mundo sdo as dos inseticidas, herbicidas e fungicidas. Em conjunto, essas trés
categorias representam a grande quantidade de agrotoxicos que se estima em torno
de bilhées de quilogramas, usados anualmente na agricultura. Como relatado

anteriormente, as capacidades atuais, principalmente relacionadas aos paises
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desenvolvidos, de produzir e colher grandes quantidades de alimentos em areas
relativamente pequenas, com a participacao reduzida de trabalho humano, tém sido

possiveis especialmente com o uso de agrotoxicos (JARDIM, 2009).

3.2.1 Toxicidade e Classificacao

Os agrotoxicos englobam uma vasta gama de substancias quimicas — além de
algumas de origem biolégica — que podem ser classificadas de acordo com o tipo de
praga que controlam, com a estrutura quimica das substancias ativas e com os efeitos
a saude humana e ao meio ambiente (PERES e MOREIRA, 2003). O uso extensivo e
indiscriminado de agrotoxicos é uma grande preocupac¢ao por causa do dano potencial
que estes compostos podem causar ao meio ambiente e por causa dos efeitos toxicos
conhecidos ou suspeitos em humanos. Alguns desses efeitos téxicos incluem
toxicidade aguda, neurolégica, disfuncdo do neurodesenvolvimento, distarbios no
sistema imunoldgico, perturbacdes nos sistemas reprodutivo e enddécrino, cancer,
doencas renais cronicas e varias outras doencas (HERCEGOVA et al., 2007;
CHOWDHURY et al., 2013).

A classificacdo dos agrotéxicos em funcao dos efeitos a saude, decorrentes da
exposicdo humana a esses agentes, pode resultar em diferentes classes
toxicologicas, sumarizadas na Tabela 2. Essa classificagdo obedece ao resultado de
testes ou estudos realizados em laboratorios, que tentam estabelecer a dosagem letal
(DL) do agrotéxico em 50% dos animais utilizados naquela concentracdo, segundo
dados da ANVISA (2013).

Tabela 2: Classificacao dos agrotéxicos de acordo com os efeitos a saude humana.

Classe Toxicidade DLso Cor no
Toxicolbgica rotulo
I Extremamente toxico < 5 mg/kg Vermelho
I Altamente téxico entre 5 e 50 mg/kg Amarelo
1] Mediamente toxico entre 50 e 500 mg/kg Azul

\Y Pouco téxico entre 500 e 5.000 mg/kg Verde
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Em alimentos, a maior concentragcdo em que um agrotoxico pode estar presente
sem causar prejuizo a saude humana é denominada limite maximo de residuos (LMR)
(PAYA et al., 2007). No Brasil esse limite (LMR) é definido pela ANVISA.

3.2.2 Uso de Agrotoxicos no Cultivo da Cenoura

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013), é
permitida aos produtores de cenoura a aplicacdo de 25 principios ativos para controle
de pragas e doencas, o0 que gera um namero consideravel de formulacdes disponiveis
no mercado. Além dos principios ativos autorizados, o PARA tem identificado
continuamente nos seus monitoramentos o uso de agrotoxicos ndo permitidos para a
cultura, acarretando em um aumento da contaminagdo dos alimentos. E importante
ressaltar, que a maioria dessas substancias ndo se degrada completamente na
natureza, surgindo ai um enorme interesse em pesquisa e monitoramento de residuos
de agrotéxicos em alimentos, a fim de promover a qualidade dos alimentos que
chegam até o consumidor, evitando assim possiveis riscos a saude dos mesmos
devido a ingestao indireta de agrotoxicos.

Os relatérios anuais do PARA disponibilizados pela ANVISA, apresentam 0s
resultados para a cultura da cenoura (Figura 6), desde a fase inicial do programa em
2001 até o ultimo publicado em 2012 e mostram o percentual de amostras com
resultados insatisfatorios. Esses resultados sdo referentes a amostras que
apresentaram niveis de residuos de agrotoxicos acima dos limites maximos
estabelecidos pela legislacdo ou amostras que apresentaram residuos de agrotéxicos

nao autorizados para a cenoura.
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Figura 6: Percentual de amostras com resultados insatisfatorios desde o primeiro ano
de monitoramento do PARA, sendo o (%) = (amostras com resultados
insatisfatorios/total de amostras analisadas) x 100.

O namero de locais em que séo recolhidas as amostras analisadas por cultura
varia de ano para ano, totalizando 102, 165, 141, 152 e 229 entre 2008 a 2012
respectivamente, sendo recorde o numero de amostras de cenoura analisadas em

todo territério brasileiro no ultimo ano de amostragem.

3.2.3 Agrotoxicos selecionados para o estudo

Os agrotoéxicos utilizados na cultura da cenoura avaliados neste trabalho, foram
selecionados com base no Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA, 2010 e 2011) e na ANVISA (2013), nos quais sao extensivamente
utilizados, estando entre esses, agrotdéxicos ndo autorizados para a cultura, como
captan, pendimetalina e deltametrina.

Os compostos selecionados para este estudo estéo listados na Tabela 3, na
qual apresenta a classificacédo e aplicacdo dos agrotoxicos, juntamente com os limites

maximos de residuos (LMR) permitidos para cada composto, segundo cada agéncia
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regulamentadora consultada: ANVISA (2013), EU (Unido Européia, 2013) e US-EPA
(2013).

Tabela 3: Limites maximos de residuos (LMRs) para cada composto utilizado para a
producdo de cenoura conforme a ANVISA (2015), EU (Unido Européia,
2013) e US-EPA (2013), bem como a classificacdo e aplicagédo dos
agrotoxicos selecionados para o estudo.

Classe Grupo Classe . LMR (mg Kg™)
Composto ou Tipo Quimico Toxicoldgica Aplicacao ANVISA US-EPA EU
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina [l Folhas 0,2 0,5 1,0
Captan Fungicida Dicarboximida v — NA 0,05 0,1

Inseticida e  Metilcarbamato
Carbofuran Nematicida de benzofuranila ! Solo 0.5 NA NA

Clorotalonil Fungicida Isoftalonitrila Il Folhas 0,2 1,0 1,0
. Inseticida e L
Deltametrina Formicida Piretréide Il — NA 0,2 0,1
Difenoconazol Fungicida Triazol I Folhas 0,2 0,5 0,4
Piraclostrobina  Fungicida Estrobilurina Il Folhas 0,2 0,4 0,5
Pendimetalina Herbicida Dinitroanilina i — NA 0,5 0,2
Tebuconazol Fungicida Triazol v Folhas 0,6 NA 0,5
. . - . . Pré-
Trifluralina Herbicida Dinitroanilina i A 0,05 1,0 0,01
Emergéncia

(NA) Nao autorizado
(—) N&o apresentou registro

E importante salientar, que a legislacéo brasileira é mais restritiva em relacéo
aos seus LMR’s quando comparados aos limites estabelecidos pelas agéncias
regulamentadoras internacionais da Europa (EU) e dos Estados Unidos (US-EPA).



18

3.2.4 Controle de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos de Origem Vegetal
no Brasil e no Rio Grande do Sul

Existem dois Programas de monitoramento de residuos de agrotoxicos em
alimentos de origem vegetal de cunho Federal, sendo um monitorado pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e o outro pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Dentro do MAPA, a Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) abriga em sua
estrutura a Coordenacgéo de Residuos e Contaminantes (CRC), que é responsavel por
organizar as acdes de garantia de qualidade e de seguranc¢a quimica dos produtos de
origem vegetal, por meio de procedimentos de amostragem e analise laboratorial, com
a colaboracédo de outros setores da SDA, como o Departamento de Inspecéao de
Produtos de Origem Vegetal (DIPOV), o Departamento de Fiscalizacdo de Insumos
Agricolas (DFIA) e a Coordenacéo Geral de Apoio Laboratorial (CGAL).

As diretrizes, programas, planos de trabalho e acdes correspondentes constam
do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Vegetal (PNCRC/Vegetal), instituido pela Instrucdo Normativa SDA N.° 42, de 31 de
dezembro de 2008. Este Plano é uma unido de todos os Programas Nacionais de
Controle de Residuos e Contaminantes, sendo que cada Programa corresponde a
uma cultura (MAPA, 2013).

O PNCRC/Vegetal tem como funcgao inspecionar e fiscalizar a qualidade dos
produtos de origem vegetal produzidos em todo o territério nacional, em relacao a
ocorréncia de residuos de agrotéxicos e contaminantes quimicos e bioldgicos. Séo
monitorados produtos de origem vegetal destinados ao mercado interno e a
exportacdo. Atualmente, aproximadamente 80% das andlises sdo voltadas para o
mercado interno, sendo que a partir deste ano-safra também estdo previstas as
coletas de produtos importados em recintos alfandegados (MAPA, 2013).

Assim, constituem-se como compromissos do PNCRC/Vegetal a investigacéo
de todas as ndo conformidades identificadas e a ampliacdo continua da relacdo de
culturas monitoradas, do niumero de amostras coletadas e do numero das substancias
analisadas, visando melhorar a representatividade do monitoramento na producao

nacional (MAPA, 2013). E importante ressaltar que a cultura da cenoura néo faz parte


http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/IN%2042_2008%20-%20PNCRC%20Vegetal.pdf
http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/IN%2042_2008%20-%20PNCRC%20Vegetal.pdf
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do escopo do programa do MAPA, portanto a cenoura € mais um dos hortigranjeiros
nao monitorados.

Ja o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA)
monitorado pela ANVISA, foi criado em 2001 como um projeto com o0 objetivo de
estruturar um servigo para avaliar e promover a qualidade dos alimentos em relagao
ao uso de agrotoxicos e afins. Em 2003, o projeto transformou-se em Programa,
através da Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC 119/03, e passou a ser
desenvolvido anualmente no ambito do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria
(SNVS).

O PARA tem por objetivo verificar se os alimentos comercializados no varejo
apresentam niveis de residuos de agrotéxicos dentro dos Limites Maximos de
Residuos (LMR) estabelecidos pela ANVISA e publicados em monografia especifica
para cada agrotoxico. Permite, também, conferir se 0s agrotoxicos utilizados estéo
devidamente registrados no pais e se foram aplicados somente nas culturas para as
quais estéo autorizados (PARA, 2013).

Os relatérios anuais do Programa tém constituido um dos principais indicadores
da qualidade dos alimentos adquiridos no mercado varejista e consumidos pela
populacdo. O numero de alimentos monitorados pelo programa so6 tende a crescer.
Por exemplo, em 2010 foram monitorados 18 alimentos diferentes, j& em 2013 esse
namero subiu para 24. A escolha das culturas a serem monitoradas conta com 0s
dados de consumo obtidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
como também a disponibilidade destes alimentos nos supermercados das diferentes
unidades da Federacdo e no uso intensivo de agrotoxicos nestas culturas (PARA,
2013).

O monitoramento de cunho Estadual existiu no periodo de 1999 a 2008. A
Secretaria Estadual e Agricultura do Rio Grande do Sul como Centro Estadual de
Vigilancia em Saude (CEVS) e outros 6rgaos de Porto Alegre, desenvolveu o
Programa de Monitoramento de Hortigranjeiros do RS. O programa trabalhou na
avaliacdo e fiscalizacdo da qualidade higiénico-sanitaria dos produtos in natura
comercializados na Ceasa/RS, sobretudo da regido metropolitana. A iniciativa
possibilitou a analise de alimentos quanto a contaminacdo microbiologica e por
residuos de agrotéxicos (LAWISCH, 2010).

Em maio desse ano, 2015, técnicos da Vigilancia em Saude do Rio Grande do

Sul deram inicio ao Programa de Monitoramento de Qualidade de Produtos
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Hortigranjeiros. Realizaram a primeira coleta nas Centrais de Abastecimento do
Estado (Ceasa/RS), onde sdo comercializados 35% dos hortigranjeiros consumidos
no RS, provenientes de todo o Estado. Os hortigranjeiros estdo sujeitos a
contaminagd@o por agentes fisicos, quimicos e biologicos, desde sua origem até o
consumidor final. Esses alimentos estdo entre os produtos agricolas que sofrem os
mais diferentes e intensos tratamentos com agrotdéxicos e contaminacdo por
organismos parasitas, microorganismos através da agua de irrigacado, pelo uso de
fertilizantes orgéanicos dispostos de forma incorreta ou pela prépria 4gua de lavagem
(Governo do Estado do Rio Grande do Sul, 2015).

A iniciativa de implantar e cumprir o programa é do Ministério Publico do
Estado, que assinou um Termo de Compromisso de Ajustamento de Conduta, em
outubro do ano passado, com a Ceasa/RS, Vigilancias Sanitarias do Estado e do
Municipio, Lacen e o Conselho Regional de Engenharia e Agronomia do RS- Crea/RS.
Através do programa, sera monitorada a presenca de residuos de agrotoxicos de uso
ndo autorizado no Brasil e os autorizados, mas acima dos limites maximos
estabelecidos ou cujo uso nédo é recomendado para a cultura (Governo do Estado do
Rio Grande do Sul, 2015).

3.3 Determinacédo de agrotoxicos em alimentos

A determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos, envolve a
preparacdo da amostra como parte vital do processo de analise desses
contaminantes, sendo que, a extracdo dos analitos a partir de uma amostra e a
limpeza subsequente do extrato, sdo de suma importancia para isolar os residuos de
interesse e remover quaisquer interferentes provenientes da matriz que podem afetar
o sistema de deteccgédo (KINSELLA, 2009). Em resumo, todos estes procedimentos
consistem em transferir os analitos da matriz para outra fase, empregando
concomitantemente uma etapa de limpeza para remocéo de interferentes (CABRERA
et al., 2012).


http://www.rs.gov.br/noticias/1/111799/Governo-inicia-coleta-de-hortigranjeiros-para-monitoramento-de-agrotoxicos/0/
http://www.rs.gov.br/noticias/1/111799/Governo-inicia-coleta-de-hortigranjeiros-para-monitoramento-de-agrotoxicos/0/
http://www.rs.gov.br/noticias/1/111799/Governo-inicia-coleta-de-hortigranjeiros-para-monitoramento-de-agrotoxicos/0/
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3.3.1 Método Multirresiduo QUEChERS

A determinacdo de multiplos residuos de pesticidas e/ou outros grupos de
contaminantes polares e/ou termicamente instaveis com uma ampla gama de
propriedades fisico-quimicas dentro de um Unico ensaio analitico, pode ser
complicado para a obtencao de baixos limites de quantificacdo (LOQ), boa precisao,
bem como a veracidade dos resultados relevantes para todos os analitos (HAJSLOVA
e ZROSTLIKOVA, 2003).

O método de preparacao de amostra QUEChERS foi introduzido pela primeira
vez por ANASTASSIADES et al. (2003), com o intuito de superar limitacdes praticas
de extracdo multirresiduos ja existentes. Este método tem muitas vantagens, tais
como uma elevada recuperagdo em uma ampla gama de polaridade e de volatilidade
de agrotoxicos; a utilizacdo de menores quantidades de solvente organico e o uso de
solventes néo clorados.

O método QUEChERS foi projetado para amostras que possuem em sua
composicéo mais de 75% de agua (DIEZ et al., 2006) e pode ser caracterizado como
uma sequéncia das seguintes etapas: Extracao (a cada 10 g de amostra e adiciona-
se 10 ml de acetonitrila com agitacdo intensa manual ou com auxilio de vértex);
Particdo (adicdo de NaCl, MgSO4 e sais tamponantes para separacdo das fases e
ajuste do pH, além da remocéo de agua, também se faz uso de agitacdo intensa
seguida de centrifugacao); e limpeza do extrato (realizada geralmente por extracéo
em fase sélida dispersiva, d-SPE, na qual uma aliquota da fase organica superior é
retirada e misturada com MgSO4 e um adsorvente (25 mg de PSA) para remover a
agua e co-extractivos indesejados) (Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe, 2011).

A versdao original deste método (Figura 7a) apresentou excelentes resultados
para diferentes tipos de amostras. Porém, algumas aplicacdes mostraram que certos
compostos apresentavam problemas de estabilidade e/ou recuperacao de acordo com
o pH da matriz. Desta forma, durante o periodo de otimizacdo do método, percebeu-
se gue a utilizacdo de tampdes de pH (faixa de 4,8 a 5,0) promovia recuperagdes
satisfatorias (>70%) para compostos dependentes do pH, independente da matriz
utilizada (CABRERA et al., 2012).

O método original foi modificado nos anos seguintes a sua publicacdo (2003)

para ampliar o escopo de pesticidas e alimentos analisados pelo método. LEHOTAY


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608001088#bib2
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et al. (2005) desenvolveram o método “QUEChERS acetato” (Figura 7b), introduzindo
0 uso de tamponamento para melhorar as recuperacdes de analitos probleméticos e
dependentes do pH (por exemplo, folpete, diclofluanida, clorotalonil e pimetrozina), no
qual o efeito tamponante (pH 4,8) € promovido pela adicdo de acetato de sodio. Este
método foi adotado em 2007 como método oficial da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC). Segundo TUZIMSKI e REJCZAK (2015) a adicédo de acido acético
(HAc) juntamente com o solvente de extracdo pode ajudar a melhorar a recuperacao
de analitos probleméticos, mas também inibe a capacidade do adsorvente PSA de
reter interferentes da matriz.

ANASTASSIADES et al. (2007) propuseram o método “QUEChERS citrato”
(Figura 7c), o qual utiliza uma mistura de citrato de sddio diidratado e hidrogenocitrato
sesquihidratado, responséaveis pelo efeito tamponante (pH 5,0-5,5). Esse método
resultou na norma Européia EN 15662 publicado em 2008, levando o Comité
Européen de Normalisation (CEN) a oficializar o método “QUEChERS citrato” como

referéncia na Unido Européia.



(a)

QuUEChERS (original)

(b)
QuECHhERS (acetato)

15 g de amostra
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(c)
QUEChERS (citrato)

Extracéo |— Ul el shraste +15 mL de acetonitrila A8z de sunesie
+ 10 mL de acetonitrila com 1% de CH3COOH + 10 mL de acetonitrila
& ol [V 4 g de Mg504
— 4 g de Mg504 ic ngCHgCE?ON +1 g de NaCl
Particdo |— +1 g de NaCl Fm s bRl a + 1g CsHsNa307.2Hz20
+ 0,5g CsHeNaz07.1,5H20
d-SPE 1 mlL do sobrenadante 1 ml do sobrenadante 1 mlL do sobrenadante
Limpeza |— + 150 mg de MgS04 + 150 mg de Mg504 + 150 mg de MgS04

+25 mg de PSA + 50 mg de PSA + 25 mg de PSA

Analise Cromatografica

Figura 7: Representacdo das etapas das principais versées do método QUEChERS,
sendo (a) original, (b) acetato e (c) citrato (ANASTASSIADES et al., 2003;
PRESTES et al., 2009).

LESUEUR et al. (2008) utilizaram o método QUEChERS citrato para a analise
de 105 pesticidas em uva, liméo, cebola e tomate, por GC/SQ-MS. A recuperacéo
para 82% dos compostos variou em torno de 70-110%. O LOD e LOQ variaram de 0,4
- 48,2 ug kgte de 1,2 - 161 ug kg?, respectivamente. Limdo e cebola mostraram
recuperacdes baixas, mas sao conhecidos por serem matrizes dificeis (acidez e alto
teor de enxofre, respectivamente). O método foi reprodutivel com o RSD inferior a
20% a 500 ug kg e inferior a 15% a 50 ug kg™.

GONZALEZ-CURBELO et al. (2011) obtiveram recuperacgéo satisfatoria (89-
104%), valores de desvio padrao relativos menores que 9,1% e limites de detecc¢ao
entre 0,002 e 0,064 mg kg?. O método utilizado foi o QUEChERS citrato que contou
com a combinacdo de PSA e carbono grafitizado na etapa de limpeza. Esse método
foi aplicado na determinacdo de oito pesticidas em 12 amostras de diferentes

cultivares de bananeira das llhas Canarias, cujas folhas estdo sendo usadas para


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608001088#bib2
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alimentar gados ou porcos. Residuos de clorpirifés foram encontrados em dez dessas
amostras. A confirmacdo da presenca ou auséncia de pesticidas foi realizada
utilizando GC-MS/MS, enquanto a determinacao foi feita por deteccdo de GC-NPD.

ZHENG et al. (2013) analisaram 10 residuos de pesticidas em pepino, couve,
repolho e tomate, utilizando GC-MS. Nanoparticulas magnéticas (MNPs), GCB e PSA
foram usados como adsorventes no método QUEChERS. Os limites de deteccao do
método proposto para os 10 pesticidas variaram de 0,39-8,6 ng g*. Boa linearidade
(R valor 2 0.990) foi obtida em niveis de concentracdo de 10-200 ng g, e o0 método
aceitavel e reprodutivel foi encontrado com precisdes intra e inter-dia, obtendo-se os
desvios padrdo relativos menores que 10,7% e 13,4%, respectivamente. As
recuperacdes obtidas foram de 69,9-125,0% em diferentes concentracdes, para
amostras provenientes de producédo convencional.

NGUYEN et al. (2008) aplicaram o método QUEChERS original com sucesso
na analise de rotina de 107 pesticidas em repolho e rabanete comercial. A extracao
contou com 10 mL de acetonitrila acidificada com 0,5 % acido acético, as amostras
foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa no
modo de monitoramento de ion seletivo (GC-MS-SIM), usando um ion quantificador e
dois ions qualificadores. As recuperacfes para todos os pesticidas estudados foi de
80 a 115% com um desvio padréo relativo inferior a 15% no intervalo de concentracéo
de 0,030-0,360 mg kg*.

ZHAO et al. (2012) com base na preparacdo de amostras QUEChERS
modificado, fizeram uso de nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTS)
na d-SPE, a determinagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa com monitoramento de ions selecionados (GC/MS-SIM) foi validado em 30
residuos de pesticidas em vegetais e frutas. Verificou-se que a quantidade de
MWCNTSs influenciou o desempenho de limpeza e as recuperagbes. A quantidade
otima de MWCNTSs foi de 10 mg, sendo adequado para a limpeza de todas as matrizes
selecionadas, como um adsorvente alternativo e adequado em substituicdo a amina
priméria secundaria (PSA). Essa avaliagao foi feita primeiramente de forma qualitativa,
pelas caracteristicas visuais dos extratos obtidos, e posteriormente de forma
guantitativa, através da avaliacdo dos cromatogramas. Esse método foi validado em
repolho, espinafre, uva e laranja. A preciséo foi avaliada através de experimentos de
recuperacdo e de reprodutibilidade que foram realizadas para cada matriz em 5

repeticdes cada e em dois niveis de fortificacéo (0,02 e 0,20 mg kg'). As recuperacdes
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dos 30 pesticidas ficaram na faixa de 71-110%, com desvio padréo relativo (RSD, n =
5) menor que 15%. Os efeitos da matriz foram observados através da comparacgéo da
inclinacdo da curva de calibracdo obtida na matriz com a do solvente. Boa linearidade
foi obtida aos niveis de concentracdo de 0,02-0,5 mg L. Os limites de quantificacédo
(LOQ) e os limites de deteccao (LOD) variaram entre 0,003-0,05 mg kg-1 e 0,001 0,02
mg kg respectivamente, considerando a relacéo sinal-ruido (S/N) de 10 para o LOQ
e de 3 para o LOD. O método foi aplicado com sucesso para analise de amostras
reais.

COSTA et al. (2014) utilizaram QUEChERS original, citrato e acetato a fim de
avaliar a eficacia da extracdo e o efeito da matriz de pesticidas a partir de amostras
de péssegos enlatados. As determinacdes foram realizadas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). O método proposto foi validado, os
limites de quantificacdo variaram entre 1 e 10 mg kg e todas as curvas analiticas
demonstraram valores de r superiores a 0,99. Valores de recuperagéo variaram de
69% a 125% com RSD inferior a 20%. O efeito de matriz foi avaliado e mostrou
enriguecimento de sinal para a maioria dos compostos. A robustez foi demonstrada
usando péssegos frescos, que forneceram valores de recuperacéo dentro dos limites
aceitaveis. Verificou-se a aplicabilidade do método e residuos de tebuconazol e
dimetoato foram encontrados nas amostras. As avaliagdes iniciais foram realizadas
com péssego enlatado drenado, em seguida, o método foi aplicado a amostras de

péssego enlatado e péssegos frescos para mostrar sua relevancia.

3.3.2 Extracdo em Fase Solida Dispersiva (d-SPE)

A d-SPE foi desenvolvida simultaneamente com o método QUEChERS por
Anastassiades et al. (2003), tendo como objetivo a obtencdo de um extrato final com
menor quantidade de interferentes, aliada a um menor custo quando comparada com
técnicas tradicionais. Além disso, € um processo extremamente rapido, simples e que
oferece alta recuperacéo e reprodutibilidade (TUZIMSKI e REJCZAK, 2015).

A d-SPE est4 baseada em um procedimento muito simples para ser empregado
na limpeza de extratos destinados a analise cromatografica de residuos e

contaminantes em alimentos. Na proposta original, agita-se o extrato (1 mL) com
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pequena quantidade de sorvente (25 mg). A agitacado tem como objetivo a distribuicao
uniforme do sorvente e assim facilitar o processo de limpeza. O sorvente entdo é
separado por centrifugacéo, sendo uma aliquota do extrato final retirada para analise.
Desta maneira, o sorvente atua como um filtro quimico, retendo os coextrativos da
matriz (CABRERA et al., 2012).

Quando comparada com a SPE tradicional, a d-SPE apresenta algumas
vantagens como: 0 uso de uma menor quantidade de sorvente e solventes, refletindo
em menor custo, além de ndo haver a necessidade de trabalhar no formato de
cartucho. Assim, descartam-se as etapas prévias de pré-condicionamento, sendo
necessario apenas um pequeno treinamento dos analistas (CABRERA et al., 2012).

Ao contrario do formato em coluna, na d-SPE, todo o sorvente interage
igualmente com a matriz. Além disso, outra vantagem desta técnica é a possibilidade
de realizar a facil combinacédo de diferentes tipos de sorventes de acordo com a
necessidade do analista, do tipo de matriz e do equipamento que sera utilizado na
determinacao dos analitos (CABRERA et al., 2012).

Este método exige um tempo menor se comparado a SPE tradicional e, tem
como vantagem adicional permitir a remog¢éo simultdnea da &gua residual e de um
grande numero de componentes da matriz, tais como &cidos organicos, pigmentos
polares e acucares (SOBHANZADEH et al., 2009).

Segundo TUZIMSKI e REJCZAK (2015) a d-SPE né&o fornece o mesmo grau
de limpeza como a SPE, no entanto, fornece uma boa recuperacdo e
reprodutibilidade, juntamente com vantagens praticas e de custos.

As propriedades e as principais aplicagdes dos sorventes mais utilizados nesta
técnica estdo detalhadas a seguir.

O sorvente etilenodiamino-N-propil € uma amina primaria e secundaria (PSA)
que atua como um trocador aniénico e pode interagir com outros compostos através
de pontes de hidrogénio ou dipolo-dipolo. Possui forte interagdo com os compostos
da matriz, sendo usado para remocao de varios coextrativos interferentes. A estrutura
bidentada do PSA (Figura 8) tem um elevado efeito quelante, devido a presenca dos
grupos amino primario e secundario na sua estrutura. Como resultado, a retencao de
acidos graxos livres, aglcares e de outros compostos polares presentes na matriz €
muito forte, podendo ocorrer a retencao de alguns analitos que interferem no resultado

da analise. Por outro lado, nédo é tao eficiente na remoc¢éo de compostos apolares, tais
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como gorduras. O tamanho de particula do sorvente utilizado €, geralmente, de 40 um
(CABRERA et al., 2012).

|
f%in%NH.‘
H

Figura 8: Estrutura da amina primaria secundaria (PSA).

O sorvente C18 é mais utilizado para matrizes com teor de gordura maior que
2%, pois remove com boa eficiéncia interferentes apolares, tais como substancias
graxas e lipidios. No entanto, o sorvente C18 tem sido utilizado em conjunto com PSA
para diferentes tipos de matrizes e analitos. O C18 é bastante usado na determinagéo
de compostos organicos em matrizes aquosas por SPE e tem um custo inferior ao do
PSA. O tamanho de particula do sorvente C18 mais utilizado é o de 40 um, que
também é o mais usado em SPE (CABRERA et al., 2012).

A reducdo do teor de pigmentos nos extratos provenientes de amostras
vegetais foi outro avanco efetuado na etapa de limpeza, obtido através da adicdo de
uma pequena quantidade de carvdo ativado ou carbono grafitizado. O carvao
disponivel comercialmente para fins cromatograficos, comumente chamado de
carbono grafitizado (graphitized carbon black, GCB), possui uma grande area
superficial e contém grupos altamente polares na superficie, com alto potencial para
formacao de pontes de hidrogénio. Em decorréncia destas caracteristicas, ocorre forte
retencdo de analitos planares que contenham um ou mais grupos ativos em sua
estrutura, resultando em baixas recuperacbes para estes compostos. Entre os
compostos planares que apresentam baixa recuperacao quando GCB é empregado
na etapa de d-SPE, pode-se destacar hexaclorobenzeno, terbufés e tiabendazol
(CABRERA et al., 2012).

Primeiramente o GCB foi aplicado a extracao de analitos ndo polares, tais como
inseticidas organoclorados e em seguida de analitos moderadamente polares, tais
como triazinas e os acidos fenoxi (HENNION, 2000).

A capacidade de adsor¢ao do carvao ativado ndo esta apenas relacionada com
a area superficial e estrutura do poro, mas também com a natureza quimica dos

adsorventes (grupos funcionais na superficie que conferem alta reatividade),
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adsorvatos e pH das solugbes. Outro fator que pode afetar a adsorcédo de modo
significativo é a granulometria (FREITAS et al., 2005).

PINHO e QUEIROZ (2009) testaram diferentes adsorventes para determinar
residuos de agrotoxicos em tomates, com posterior analise utilizando cromatografia
gasosa equipada com um detector por captura de elétrons (DCE). Os adsorventes
testados foram florisil, octadecil (C-18), octil (C-8) e silica gel. Dentre esses, o florisil
proporcionou maiores porcentagens de recuperacdo dos piretroides (> 80%) e
extratos com clean up adequado para andlise cromatografica. Os piretroides
interagem fracamente com a superficie do florisil devido as suas caracteristicas

hidrofébicas.

3.3.3 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

A cromatografia gasosa (GC) é uma das técnicas de analise mais utilizadas
para a determinacdo de pesticidas multiclasse em vegetais em uma Unica corrida
(FRENICH et al, 2009). Ela pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccao,
tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho.
O acoplamento de um cromatografo com o espectrébmetro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de informacgéo estrutural, massa
molar e aumento adicional da seletividade) (CHIARADIA et al., 2008).

A sensibilidade é a principal vantagem da espectrometria de massas, 0 que
permite a obtencéo de espectros de massas dos compostos no nivel de rastreamento
(baixa quantidade de amostra e/ou baixa concentracdo) (VEKEY, 2001). Além disso,
oferece simultaneamente a confirmacdo e a quantificacdo de varios
pesticidas (PRZYBYLSKI e HOMMET, 2008).

Os métodos de ionizacdo mais empregados em GC-MS séo a ionizacao por
impacto de elétrons (“electron ionization” - El) e a ionizagcdo quimica (“chemical
ionization” - QI). Na EIl o analito de interesse, em fase gasosa, € bombardeado com
elétrons de alta energia (geralmente 70 eV). As moléculas do analito absorvem esta

energia desencadeando varios processos, dentre 0s quais 0 mais simples é aquele
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em que o analito é ionizado pela remoc¢ao de um unico elétron (M*) (CHIARADIA et
al., 2008; VEKEY, 2001).

3.3.4 Avancos dos Métodos para a Determinacdo de Agrotoxicos em
Alimentos de Origem Vegetal

Muitos dos métodos publicados (GELSOMINO et al., 1997; LACASSIE et al.,
1998; STAJNBAHER e ZUPANCIC-KRALJ, 2003) para a determinacéo de pesticidas
em alimentos de origem vegetal, sdo mais complicados e exigem um tempo maior
para a extracdo. Além disso, sdo dispendiosos, consomem um grande volume de
solvente, gerando consequentemente muito gastos com reagentes e materiais,
gerando também mais residuos.

A Tabela 4 apresenta um resumo dos artigos publicados referente a
determinacao de residuos de agrotéxicos em alimentos de origem vegetal desde os

anos 90.



Tabela 4: Métodos para determinacéo de residuos de agrotdéxicos em alimentos de origem vegetal
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EXTRACAO

LIMPEZA Faixas de
MATRIZ COMPOSTOS o o Sorventes/ | Andlise | Recuperacdo | Referéncia
Técnica Solvente (s) Técnica Sais % e (RSD %)
26 compostos das GPC -
classes:
. organofosforado, Particdo liquido- Acetona e 80 a 100 JOHNSON
Vegetais piretréide, liquido diclorometano CCMS (2a4) etal. (1997)
organoclorado,
triazina e etc
19 compostos das Particéo Acetona e GPC i
classes: piretroide, liquido-liquido diclorometano
organohalogenado, - .
Cenoura, orga_moquforf':ldo, fll}trOFI-SG . SOb vacuo - Partlgao coluna de permeagao em ge| GC-MS 70 a 108 GELSOMINO
~ incluindo: Liquido-Liquido com 550 mL 9,09% ; . e GC-
meldo e tomate : < ’ posteriormente eluida com acetato de (<15) etal. (1997)
clorotalonil, (vv) de solugéio NaCle 2x 100 mLde iclo-h 11 (v/ frach ECD
pendimetalina, diclorometano - a fase organica oo& € clclo-hexano 1. (viv) — fragao
tebuconazol, passou através de um filtro contendo purificada foi concentrada e ajustada
deltametrina e Na,SO. anidro para 1 mL com acetona-n-hexano 1:1
trifluralina (Viv)
i Diclorometano- i i
acetona- hexano
9 compostos, 10 g amostra + 10 mL acetato de
x A incluindo: s6dio 3 M > extraida com 25 mL de ] 55a 98 LACASSIE
Magas e peras deltametrina e uma mistura dos  solventes GCMS (<19) etal. (1998)
captan diclorometano- acetona- hexano 50:

20: 30 (v/vlv) - concentrada até 1 mL
por corrente suave de N
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EXTRACAO

LIMPEZA Faixas de
MATRIZ COMPOSTOS . o Sorventes/ | Andlise | Recuperacdo | Referéncia
Técnica Solvente (s) Técnica Sais % e (RSD %)
SPE Acetona, acetato de DEA MgSO4 anidro
etila e metanol
Coluna de vidro carregada com 400 mg Uma camada (cerca de 1 cm) de
de PS-DVB lavadas com 6 mL de sulfato de magnésio anidro foi
acetato de etila e condicionada pela adicionado a uma coluna de DEA para
passagem de 6 mL de metanol e 8 mL  remover vestigios de agua a partir do
de agua deionizada — as colunas de eluato — A coluna foi entdo lavada com
extracdo foram equipadas com 6 mL de acetato de etila — As colunas
12 amostras 90 compostos, reservatorios de PP de 70 mL contento  foram colocadas em série numa
entre frutas e incluindo: captan, o e_xtr_ato da amostra, adicio,nando r?’lgua tubagem de yécuo de SPE e foram, em )
vegetais cqrbofu_ran, deionizada até o topo — apds 30 min os segw_da, eluidas com 2 r_nL d_e acetato STAJNBAHER
; trifluralina, produtos passaram pela etapa de de etila com 1% de trietilamina e tré&s GC-MS >80 (< 10) e ZUPANCIC-

incluindo feijdo
verde, maca e
laranja

difenoconazol,
tebuconazol e
deltametrina

limpeza — Os eluatos foram
evaporados para menos de 1 mL sob
fluxo de N2 — adicionou-se duas
porgdes de 2 mL de acetona e evaporou
até obter baixo volume, apds cada
adicao — O extrato foi concentrado para
cerca de 350 L por uma corrente suave
de azoto (N2) — 50 uL de padrao
interno foram adicionados ao frasco e 2
pL foram injetadas

aliquotas de 2 ml de acetato de etila-
acetona 90:10 para um tubo de 15 mL
sob fluxo de gravidade apenas

KRALJ (2003)
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EXTRACAO LIMPEZA Faixas de
MATRIZ COMPOSTOS Téeni Sol o Sorventes/ | Andlise | Recuperacéo | Referéncia
écnica olvente (s) Teécnica Sais % e (RSD %)
107 compostos,
incluindo: captan,
deltametrina, 150 mg
F::g;'nhe‘;ee pendimetalina, QUECHERS 10 mL Acetontrila d-SPE MgSO:e25 GC-MS 8‘25‘1;)15 ot ot 13008)
trifluralina, 9 mg PSA '
difenoconazol e
tebuconazol
14 compostos,
incuindo: -
procimidona Acetato de etila, FAIror)l(s "AI\DX'?A‘ 5'
trifluralina, diclorometano ' 70 a 133 ABAD, et al.
Cenoura triclorfom, captan, " -t/ MSPD e acetona ) |Cf:18 /d GOMS (6 a 20) (2010)
clorotalonil, sul ato de
deltametrina, sodio anidro
dicloran, fention,
To,m ate, 23 compostos das
abohora, classes: inseticida
pepino, fungicidé herbicide{ 10 g amostra extraida com 20 mL de SPE
b_ermjela, acaricida, rotenticida acetona (300 pm-por > 'T“”) >0 Acetato de etila/ Cartucho Cig  GC-MS 8lalls OSMAN
piment&o, - sobrenadante foi transferido para (1 (2-12) etal. (2011)
Iface € nematluda, cilindro graduado de 25 mL metanol (1:1, viv)
a ' incluindo: 9
cenourae '
carbofuran
repolho
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EXTRACAO LIMPEZA Faixas de
MATRIZ COMPOSTOS . o Sorventes/ | Andlise | Recuperacéo | Referéncia
Técnica Solvente (s) Técnica Sais % e (RSD %)
Tomate, 121 compostos,
piment&o, incluindo:
alface, pepino, clorotalonil, 150 mg
berinjela, trifluralina, QuUEChERS . i GC- 85 a 115 CAMINHO
abobrinha, difenoconazol, Citrato 10 ML Acetontrila d-SPE MISOe25  MsiMs  (<20) etal. (2011)
melao, deltametrina, 9
melancia e azoxitrobina e
maca tebuconazol
QUEChERS o i PSA, Cl8e ) 66a1ll CORREIA-SA
Cenoura 14 organoclorados Citrato Acetonitrila d-SPE CGB/ MgSO. GC-ECD 2 - 15) etal. (2013)
Berinjela, 19 compostos das
tomate, classes: piretréide,
repolho, couve- organofosforado, Evaporador Acetato de etilo, .
flor, batata, organoclorado e rotativo sob hexano e acetona Cromit)olgg‘la em Florisil GC-MS (273? 4a_ 11%6 2) Cth%YV([;';;JSY
pepino, carbamato, incluindo: Vacuo (3:1:1) ’ ' '
cenourae carbofuran e
cebola deltametrina
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EXTRACAO LIMPEZA Faixas de
MATRIZ COMPOSTOS . o Sorventes/ | Andlise | Recuperacéo | Referéncia
Técnica Solvente (s) Teécnica Sais % e (RSD %)
46 compostos,
incluindo:
clorotalonil, 150 mg
carbofuran, MgSOq, 25 80 a 110 RESTREPO
Tomate deltametrina, QuUEChERS 10 mL Acetontrila d-SPE mg PSA e GC-MS (<20) et al. (2014)
tebuconazol e 25 ma ODS
piraclostrobina. g
Trifenilfosfato como
padréo interno
Mag:, ;[r?cr)n:te’ 14 compostos, SPME Agua Milli-Q com ) ) GC-MS 73a118  ABDULRAUF e
pep incluindo clorotalonil 10% de NaCl (1,5 - 14) TAN (2015)
repolho
20 tipos de
vegetais, entre
eles: cebolinha,
alface chinesa, 21 compostos das SPE Cartuchos
pepino, tomate classes: piretréide e Evaporgc_]or Acetonitrila acetona/diclorometano Envi-CARB e GC-MS 73721238 QUI etal.
’ Rotatorio ; (2,4 - 8,6) (2015)
espinafre, organofosforado (1:1, viv) NH.-LC
pimentao,
berinjela e
cenoura

- O que esta em negrito se assemelha com este estudo.



35

3.4 Validacdo de métodos cromatograficos de anélise

Para garantir que um novo método analitico gere informacgdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validagéo.
A validacdo de um método € um processo continuo que comecga no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia
(RIBANI et al., 2004).

3.4.1 Selecédo do padréao interno

Um dos principais objetivos dos métodos multirresiduo é o aumento da
eficiéncia no laboratorio e a reducao das fontes de erros, minimizando a incerteza do
resultado final. A propagacdo dos erros nas etapas do método QUEChERS é
monitorada através da utilizacdo do padrdo interno trifenilfostato (TPP, do inglés
triphenyl phosphate), que apresenta as vantagens de fornecer altos percentuais de
recuperacéao (> 98%) na fase organica, néo interagir com o sorvente PSA utilizado na
etapa de clean-up, além de ser um excelente padrédo interno para Cromatografia
Gasosa (PRESTES et al., 2009).

3.4.2 Seletividade

A seletividade corresponde a capacidade de um método em determinar o
analito de maneira inequivoca na presenca de outras substancias susceptiveis de
interferirem na determinacdo, tais como isdmeros, is6baros, impurezas, entre outros
(LANCAS, 2004). A verificagdo da seletividade do procedimento analitico pode ser
realizada de duas formas, a primeira é a partir da comparagdo entre 0s sinais
(resposta instrumental) advindos do processamento da matriz, do extrato/digerido da
matriz fortificada e do analito puro em solvente (MAPA, 2011; RIBANI et al., 2004). A

segunda € comparar a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada
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com esta substancia (padréo), sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir
no tempo de retencdo da substancia de interesse, que deve estar bem separada dos
demais compostos presentes na amostra (RIBANI et al., 2004).

Algumas técnicas instrumentais, como espectrometria de massas acoplada a
cromatografia, podem ser altamente seletivas, garantindo uma identificacao
inequivoca do analito (MAPA, 2011).

3.4.3 Efeito Matriz na Cromatografia Gasosa

O efeito matriz € um fendbmeno comumente encontrado na andlise por
cromatografia gasosa (GC) de pesticidas em alimentos (HAJSLOVA, 1998; KWON,
2012; KRUVE, 2008; POOLE, 2007). Sitios ativos no sistema GC, principalmente no
sistema de injecdo, que adsorvem e/ou induzem a degradacao térmica de alguns
analitos, séo a principal fonte do efeito matriz. Em uma solucéo padrao de pesticidas
em solvente, os sitios mais ativos estado disponiveis para os pesticidas, 0s quais
reduzem a percentagem de moléculas injetadas que eventualmente sera detectada,
do que quando a solucao injetada contém também componentes de matriz que atuam
para bloquear os locais ativos, como pode ser visto na Figura 9. Assim, a eficacia da
injecdo para os analitos, € maior na presenca de componentes da matriz do que em
solucdes no solvente (SCHENCK, 2000; DE SOUSA 2012), isso porque a eficiéncia
na transferéncia de analito através do sistema GC até o detector € maior e conduz a

um aumento significativo da resposta cromatogréfica.
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Figura 9: llustragao simplificada do efeito matriz no sistema de inje¢éo do GC, sendo
que X, Y- numero de sitios ativos livres para adsorc¢ao no injetor; @ moléculas
da substancia a analisar na amostra injetada; © porcdo das moléculas de
analito adsorvido no injetor; A moléculas de componentes da matriz presente
na amostra injetada; A por¢cdo de componentes da matriz adsorvido no
injetor. Adaptado de HAJSLOVA e ZROSTLIKOVA (2003).

Na Figura 9, pode-se observar inicialmente que as moléculas da matriz séo
retidas nos locais ativos das paredes do injetor, que conduz a um aumento no nimero

de moléculas de analito atingindo a coluna, assim como a resposta analitica.

3.4.4 Curva analitica e linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011; ANVISA,

2003).
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A relacdo matematica entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a
concentracdo ou massa da espécie de interesse a ser quantificada deve ser
determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou
concentracfes conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matematica, muitas vezes,
pode ser expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica (RIBANI,
2004).

A curva analitica deve ser construida a partir da analise de, no minimo, 6 a 8
concentracdes conhecidas do analito (padrbes) adicionadas na mesma matriz para
qual o método foi desenvolvido e sera aplicado, conhecido como método de
superposicao de matriz (CASSIANO et al., 2009). Ja o MAPA (2011) orienta para que
haja no minimo 5 niveis de concentracdo, assim como o INMETRO (2011) também
recomenda, sendo que esse ultimo afirma ainda que o numero de replicatas em cada
nivel de concentracdo deve ser o mais préximo possivel daquele empregado na rotina
do laboratorio.

A linearidade é obtida por padronizacéo interna ou externa e formulada como
expressao matematica (Equacéo 1) usada para o calculo da concentracdo do analito
a ser determinado na amostra real (INMETRO, 2011).

A equacdao da reta que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+bhb Equacéo 1

onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracgao;

a = inclinacao da curva de calibracdo = sensibilidade;

b = interse¢é&o com o eixo y, quando x = 0.

Além dos coeficientes de regresséo a e b, também € possivel calcular, a partir
dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacéo r. Este parametro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préoximo de 1,0, menor a
dispersao do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes

de regresséao estimados (RIBANI et al., 2004).
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A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlacéo igual a 0,99 e o
INMETRO (2011) um valor acima de 0,90. Ja os valores do coeficiente de
determinacéo (r?) sdo tidos como satisfatérios a partir de 0,98 (CHASIN et al., 1998).

3.4.5 Limite de deteccéo e Limite de quantificacao

Na pratica o limite de detecc¢éo (LOD, do inglés limit of detection) é determinado
como a menor concentracdo do analito que pode ser diferenciada do ruido do sistema
com seguranca. Um procedimento comum é aceitar como LOD a concentragdo ou
massa do analito que produz um sinal trés vezes maior do que o ruido do sistema
(LOD =3 s/n) ou trés vezes maior que o desvio padréo do ruido, medido empregando-
se um branco em vez do sinal do equipamento (LANCAS, 2004). Outra forma aceita
de se determinar o LOD é através do método visual utilizando parametros de deteccéo
no método de integracao através do instrumento (RIBANI et al., 2004), sendo possivel
distinguir, com base na integracao dos picos, o ruido e o sinal da menor concentracao
detectavel.

Os mesmos critérios para o LOD podem ser adotados para o LOQ (LOQ, do
inglés limit of quantification), utilizando a relagdo 10:1, ou seja, corresponde a
concentracdo do analito que produz uma relacéo sinal ruido maior que 10 (LOQ =10
s/n), também pode ser calculado utilizando o método visual e, ainda através da relagédo
entre a estimativa do desvio padréo da resposta(s) (RIBANI et al., 2004).

O limite de quantificacdo na pratica é estabelecido através da andlise de
amostras branco adicionadas do analito, em concentracdes decrescentes, até se obter
niveis que sejam quantificados com valores aceitos de precisdo e exatidao
(CASSIANO et al., 2009). Segundo o INMETRO (2011) para a analise em nivel de
tracos, € recomendado adotar o LOQ como a concentracdo mais baixa da curva

analitica.

3.4.6 Exatidao (recuperagao)
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A exatidao representa o grau de concordéancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (RIBANI, 2004; LANCAS, 2004).

Um dos processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método é
através dos ensaios de recuperagdo e sdo expressos em termos de porcentagem da
quantidade medida da substancia em relagdo a quantidade adicionada na matriz, em
um determinado namero de ensaios (RIBANI, 2004).

Segundo LANCAS (2004) a recuperacdao € uma medida de eficiéncia do
processo de isolamento do analito de interesse da matriz na qual se encontra

presente.

3.4.7 Precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria)

A precisao representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢bes
definidas (MAPA, 2011).

Segundo LANCAS (2004) a precisdo mede nossa capacidade de repetir (em
condi¢cBes experimentais muito proximas) ou reproduzir (em condi¢cdes experimentais
menos proximas) um resultado analitico.

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢bes de medicao:
mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas
condi¢cbes; mesmo local; repeticdbes em um curto intervalo de tempo (RIBANI et al.,
2004; INMETRO 2011). Ela envolve vérias medigcbes da mesma amostra, em
diferentes preparacfes e €, algumas vezes, denominada precisédo intra-ensaio ou
intra-corrida (ANVISA, 2003) e pode ser expressa através da estimativa do desvio
padréo relativo (RSD). Nao se deve confundir repetibilidade com preciséo instrumental
a qual é medida pelas injecOes repetitivas, sequenciais da mesma amostra, seguida
pela média dos valores da area do pico ou altura do pico e determinacéo da estimativa
do desvio padréao relativo de todas as injecdes (RIBANI et al., 2004).

Para a repetibilidade, o INMETRO (2011) recomenda sete ou mais repeticoes

para o calculo da estimativa do desvio padréo e, o MAPA (2011) que seja feita em no
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minimo trés niveis de concentracdo com pelo menos seis réplicas independentes. A
precisdo pode simplesmente melhorar com o aumento do niumero de replicatas.

Ja a precisao intermediaria indica o efeito das variagdes dentro do laboratoério
devido a eventos como diferentes dias e € reconhecida como a mais representativa
da variabilidade dos resultados em um dUdnico laboratorio e, como tal, mais
aconselhavel de ser adotada.

O objetivo da avaliacdo da precisao intermediaria € verificar que no mesmo
laboratério o método fornecera os mesmos resultados. O numero de ensaios
necessarios para se avaliar a precisdo intermediaria segue a mesma recomendacao
para o calculo de repetibilidade descrita acima (INMETRO, 2011). A precisdo
intermediaria pode ser expressa através da estimativa do desvio padrao relativo
(RSD).

3.4.8 Robustez

De acordo com o INMETRO (2011), a robustez de um método de ensaio mede
a sensibilidade que este apresenta face a pequenas variacbes. Um método diz-se
robusto se revelar praticamente insensivel a pequenas variacdes que possam ocorrer
guando esse esta sendo executado.

As alteracdes realizadas em um método que produzam resultados dentro de
limites aceitaveis devem ser incorporadas ao procedimento analitico, o qual é, entéo,
considerado robusto em relacéo aquele fator (LANCAS, 2004).

Por exemplo, se ha variabilidade no preparo da amostra e as alteracées das
condi¢fes de andlise produzirem resultados dentro dos limites aceitaveis de exatidao
e precisdo, o método pode ser considerado robusto e tal variacdo pode ser
incorporado ao procedimento. Por outro lado, constatando-se susceptibilidade do
método a tal variacdo, esta devera ser adequadamente controlada, ou precaucdes

deveréo ser incluidas no procedimento (CASSIANO et al., 2009).
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4.  MATERIAIS E METODOS

O procedimento experimental constituiu no desenvolvimento e validagéo de um

método para analise de residuos de agrotdéxicos em amostras de cenoura

empregando QUEChERS com posterior quantificacdo em GC-MS. Este trabalho foi

desenvolvido no Laboratério de Analise de Residuos e Contaminantes (LARCO) da

Universidade Federal de Rio Grande, campus SAP (Santo Antonio da Patrulha).

4.1

Instrumentacgéao

A instrumentacao utilizada no desenvolvimento deste trabalho esta descrita a

seqguir:

e Sistema GC-MS equipado com:

o

o

o

Cromatdégrafo a gas Perkin Elmer modelo Clarus 680;

Amostrador automéatico Turbo Mass verséo 5.4.2

Coluna Elite- 5MS com 30 m x 0,25 mm de d.i. e 0,25 ym de espessura
de filme;

Detector de massas quadrupolo 600 T, operando no modo SIR (Perkin
Elmer, Brasil);

Sistema de aquisicdo de dados através do software Turbo Mass version
54.2.1617;

e Agitador Vortex — Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);

e Agitador Vortex -Warmnest Modelo VX-28 (lonLab, Brasil);

¢ Sistema de purificacao de agua Milli-Q Direct Q3® (Millipore, Franca).

e Balanca analitica de precisdo AUY- 220 (Shimadzu, Jap&o);

e Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatécnica, Brasil);

e Centrifuga digital microprocessada refrigerada CT-5000 R (Cientec, Brasil);

e Ultra-som Soniclean (Sanders, Brasil);

e Freezer — Frezeer horizontal (Consul, Brasil);

o Freezer — Frezeer vertical (Electrolux, Brasil).
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4.2 Materiais, adsorventes, solventes e reagentes utilizados

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct Q3® (resistividade de 18,2
MQ cm);

Hexano P.A. (Neon, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

Sorvente Bondesil C18 com tamanho de particulas de 40 um (Agilent, EUA);
Sorvente Amina Priméria e Secundaria (PSA) com tamanho de particulas de
40 pm (Agilent, EUA);

Carvao Ativado em p6 90% de granulometria 4 micras (Alphatec, Brasil);
Carvao Ativado granulado 1-2 mm (Synth, Brasil);

Florisil (60-100 mesh) ativado a 675°C com diamentro médio de particula 140-
250 pm (J.T. Baker, EUA);

Sulfato de magnésio anidro P.A. (J.T. Baker, Jap&o);

Cloreto de sodio P.A. (J.T. Baker, EUA);

Gas de arraste: Hélio 99,9997% de pureza (White Martins, Brasil);

Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

Filtros de PTFE de 25 mm e porosidade de 0,22 um (Analitica, Brasil);

Filtros com membrana PTFE modificada para filtragdo de solventes organicos
e aquosos de 13 mm e porosidade de 0,45 pm (Merck, Brasil);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 1,5 mL (SUN SRI, EUA);

Frascos de vidro ambar com tampa contendo batoque de PTFE, com
capacidade de 10 mL;

Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 e 15 mL
(Tecno Plastic, Suica);

Septas em PTFE de 8 mm para tampas de vial (SUN SRI, EUA);
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (BRAND, Alemanha;
Labmate, Polonia e PZ HTL S.A., Polénia);

Vidraria comum de laboratério (baldo volumétrico, béquer, bastdo de vidro,
espatula...);

Mixer 400 Watt (Philips Walita®, Brasil);

Liquidificador 600 Watt (Philips Walita®, Brasil);
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e Padrdes solidos dos agrotoxicos estudados: Trifluralina 99,29% e Deltametrina

98% (Dr. Ehrenstorfer), Carbofuran 99,9%, Clorotalonil 99,3%, Pendimetalina 98,8%,
Captan 99,6%, Tebuconazol 99,5%, Piraclostrobina 99,9%, Difenoconazol 97,2% e
Azoxistrobina 99,4% (Sigma Aldrich).

4.3 Processamento da amostra

7

As amostras de cenoura utilizadas como “branco”, isto &, isentas de
agrotoxicos, foram utilizadas no desenvolvimento e validacdo do método. Essas
amostras sao produzidas sem 0 uso de agrotdxico, portanto organicas. As amostras
foram obtidas de uma pequena plantagao realizada por alunos e professores do curso
Técnico em Agropecuaria da Escola Estadual de Ensino Médio Idelfonso Simdes
Lopes, localizada na cidade de Osoério, Rio Grande do Sul. A amostragem foi realizada
mais de uma vez, sendo que a cultivar plantada nessa area é do grupo Brasilia.

Em andlises posteriores, as cenouras foram adquiridas de um agricultor com
producdo agroecologica, localizado no interior da mesma cidade. Também foi preciso
realizar a amostragem mais de uma vez, porém a cultivar proveniente dessa area é
do grupo Kuroda.

Aproximadamente 2 Kg de amostra de cada plantacdo, apos a colheita foram
primeiramente lavadas abundantemente com agua da torneira e levemente raspadas
para retirada das sujidades maiores. Posteriormente, foram picadas e levadas ao
triturador juntamente com agua destilada na proporcdo de 1:0,5 (100 g de cenoura
para 50 ml de agua) para completa homogeneizacdo da amostra (Figuras 10a, 10b e
10c). Em seguida foram armazenadas em potes de vidros até o momento da sua
utilizagdo. O armazenamento das amostras foi feito em freezers com temperatura de
-18°C.

Segundo a CEASA (2013) nunca se deve descascar uma cenoura, pois a parte
mais nutritiva esta justamente perto da superficie, basta lava-la adequadamente e
raspa-la. Ao analisar a indicacdo que a CEASA passa aos consumidores, podemos
perceber que ao mesmo tempo em que a superficie da cenoura € a parte que traz
mais beneficios, ela é também a parte que traz maior risco de contaminacéo por

residuos de agrotéxicos, que traz inumeras consequéncias a saude humana. Por essa
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razao, as amostras de cenouras avaliadas nesse estudo, foram previamente raspadas
e lavadas abundantemente com agua, assim se assemelhando no modo como é

consumida.

(@) (b) ()

Figura 10: Pré-preparo da amostra com as seguintes etapas concluidas (a) lavagem
e raspagem, (b) cenouras ja picadas e (c) homogeneizadas.

4.4 Uso do padrao interno

Neste trabalho foi utilizado como padréo interno o composto trifenilfosfato. Uma
solucéo analitica estoque individual foi preparada na concentracéo de 2000 mg L.
Atraves de diluigéo, foi preparada 10 mL de uma solucdo na concentracdo de 10 mg
L-1. 10 yL dessa solucéo foi utilizada na construcédo das curvas analiticas e 7 pyL nos
ensaios de recuperacao realizados através das fortificacfes, obtendo-se em ambas

utilizacdes a concentracdo de 0,1 mg L* para o padréo interno trifenilfosfato.

4.5 Preparo das solucdes analiticas

Preparou-se individualmente 10 mL da solucdo “estoque” de 1000 mg L de
cada pesticida em solvente organico, sendo que os solventes mais utilizados de
acordo com a melhor solubilidade de cada composto foram: acetonitrila, hexano e
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metanol, todos grau HPLC. Tendo em vista as variagoes da pureza, esta foi levada
em consideragdo no célculo para pesagem e preparada solugédo estoque de 1000 mg
Lt

Com a solucdo de 1000 mg L* de cada composto, preparou-se as misturas
dos agrotdxicos em acetonitrila na concentracdo de 10 mg L. Para isso, transferiu-
se 100 pL de cada solucdo “estoque” para baldo volumétrico de 10 mL ja contendo
um pequeno volume do solvente, em seguida procedeu-se a adicdo dos dez
compostos ao baldo, o volume foi completado com acetonitrila até o menisco e levado
a banho de ultrassom por 2 minutos para completa homogeneizacao.

A partir da mistura de 10 mg L realizou-se as fortificacGes das amostras e
também, preparou-se uma mistura de 1 mg L? de todas as solucdes para que se
pudesse fazer as curvas de calibracdo na matriz e no solvente.

Todas as solugdes analiticas preparadas, foram armazenadas em frasco de
vidro ambar (tampa contendo batoque de PTFE) com capacidade de 10 mL e
estocadas a temperatura de -18 °C. Antes de serem utilizadas, as solucdes eram
deixadas sobre a bancada até atingirem a temperatura ambiente e posteriormente
colocadas em banho de ultrassom, por cerca de 1 minuto, para certificacdo de que 0s

analitos estavam completamente homogeneizados na solucéo.

4.6 Desenvolvimento das condi¢cdes do sistema cromatografico GC-MS

e identificacdo dos compostos

O desenvolvimento das condicbes cromatograficas e do espectrometro de
massas foi realizada da seguinte forma: injetou-se 1 pL de solug¢des individuais de
cada agrotéxico na concentracdo de 1 mg L%, seguido da selecdo dos parametros:
modo de ioniza¢ao da fonte (EI), energia de coliséo para fragmentar o ion de interesse,
temperatura da fonte, interface, injetor e forno, vazao do gas de arraste, modo Splitless
e analise de triagem no modo full scan.

Aplés as sucessivas injecOes pode-se obter a identificacdo dos ions
pertencentes a cada analito bem como o tempo de retencdo de cada agrotoxico. Entao
uma solucdo de todos os compostos, na concentracdo de 1 mg L foi injetada no

modo de monitoramento SIR (monitoramento seletivo de ions) a fim de avaliar
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informacdes dos ions selecionados, para encontrar a melhor condicdo de detecgéo
para cada composto.

Com os parametros acima ja estabelecidos, o ion de maior intensidade foi
utilizado na quantificacdo e outros dois ions de transicdo mais intensa como de
qualificacdo, sendo que todos os ions selecionados foram confirmados através de
consulta na literatura e biblioteca do equipamento Nist MS search 2.0.

Apods, injetou-se novamente 1 uL de uma mistura de 1 mg L de todos os
analitos destinados a deteccdo por GC-MS para se verificar a separacao
cromatografica dos mesmos, podendo assim obter a divisdo da anélise em segmentos
(faixas de tempo), a partir dos respectivos tempos de retencdo de cada analito
selecionado no estudo. Ajustes finais na voltagem do eletromultiplicador e no dwell
time foram realizados a fim de promover uma maior sensibilidade e deteccao de cada

analito e o tempo total da corrida foi assim definido.

4.7 Desenvolvimento do método QUEChERS para anélise de agrotoxicos

eém cenoura

Foram realizados primeiramente trés experimentos de extracao baseados nos
QUEChERS oficiais (original, citrato e acetato), a fim de avaliar qual método fornecia
melhores valores de recuperacdo. Para isso, fortificacdes foram realizadas obtendo-
se a concentragdo de 0,25 mg L dos agrotéxicos no extrato final. As recuperagées
foram calculadas em funcdo da concentracdo do padrdo adicionado na matriz, que
foram injetados em triplicata. O procedimento de extracdo foi realizado uma vez.

Apbs avaliacdo dos resultados de recuperacao dos QUEChERS oficiais, iniciou-
se testes para a etapa de clean-up com o uso de diferentes adsorventes e em
diferentes combinacdes e proporcdes, a fim de obter a melhor recuperacdo dos

compostos em estudo nas amostras de cenoura.

4.7.1 Otimizacgao da etapa de limpeza utilizando a d-SPE
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Para otimizar a etapa de clean up dispersivo, foram realizados varios testes
preliminares com diferentes adsorventes disponiveis no laboratério, tais como: florisil,
PSA, C18, carvdo ativado em po e granulado. Os que apresentaram melhores
resultados sem que ocorressem perdas dos analitos foram selecionados para dar

continuidade aos testes: PSA, florisil e carvao ativado em po.

4.7.1.1 Teste n° 1: limpeza com proporcdes iguais de PSA e Florisil

Foram realizados trés procedimentos de extracdo nos quais se utilizou
proporc¢des iguais de PSA e florisil como adsorventes. As quantidades testadas foram
50 mg de PSA e 50 mg de florisil, 35 mg de PSA e 35 mg de florisil e 25 mg de PSA e
25 mg de florisil. As fortificacdes foram realizadas obtendo-se a concentracéo de 0,25
mg L dos agrotéxicos no extrato final. As recuperacgdes foram calculadas em funcéo
da concentracdo do padrdo adicionado na matriz, que foram injetados em triplicata. O
procedimento de extracao foi realizado uma vez.

Inicialmente foram pesados 10 g de amostra branco de cenoura em tubos de
polipropileno com capacidade para 50 mL, logo apés efetuou-se a fortificacdo
adicionando-se 250 pL de uma solucdo analitica de 10 mg L? contendo todos os
agrotoxicos em estudo. Os tubos foram deixados em repouso durante
aproximadamente 30 minutos para a interacdo dos compostos com a matriz.
Decorridos esse tempo apés a fortificacdo, adicionou-se 10 mL de acetonitrila e os
tubos foram agitados em vértex por um minuto. Em seguida, acrescentou-se 1 e 4 g,
respectivamente, de cloreto de sodio e sulfato de magnésio anidro e a agitacao
durante um minuto em vortex foi repetida. Logo apés, os tubos foram levados para
centrifugacéo durante cinco minutos a uma velocidade de 5000 rpm.

Posteriormente realizou-se a etapa de limpeza, para isso 1 mL do extrato foi
retirado e transferido diretamente para um tubo de polipropileno com capacidade de
15 mL ja contendo 150 mg de sulfato de magnésio anidro e as quantidades dos
adsorventes testados como descritos no esquema da Figura 11. Os tubos foram
agitados em vOrtex por um minuto e centrifugados durante cinco minutos a uma
velocidade de 5000 rpm. Um volume de 700 pL de extrato foi retirado de cada tubo e

transferido diretamente para vial com capacidade de 1,5 mL. Em seguida adicionou-
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se 7 uL de uma solucdo de 10 mg L* de TFF, obtendo-se a concentracdo de 0,1 mg
L para o padréo interno. Logo apés o vial foi agitado manualmente com o intuito de

homogeneizar e, em seguida levado para analise no GC-MS.

10 g “Slurry” (cenoura + agua)
Fortificagdo com: 250 L
Solugéo analitica de 10 mg L™
30 minutos de interacao

E
X 10 mL ACN
T Vértex por 1 min.
R P
A A
C R
A 4 g MgSO4 +1gNaCl T
0] Vértex por 1 min. e [
centrifugacéo durante G
5 min. a 5000 rpm A
@)
1 mL de Extrato 1 mL de Extrato 1 mL de Extrato
150 mg MgSO4 150 mg MgSO., 150 mg MgSO4
+ 50 mg Florisil + 35 mg Florisil + 25 mg Florisil
+ 50 mg PSA + 35 mg PSA + 25 mg PSA

Vortex por 1 min. e centrifugagéo durante 5 min.a 5000 rpm

Transferéncia de 700 pL do
extrato diretamente para vial
de 1,5mL + 7 pL de TFF

Figura 11: Esquema representativo das etapas realizadas no teste n°1 que faz uso de
proporc¢des iguais dos adsorventes PSA e Florisil no processo de limpeza.
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4.7.1.2 Teste n° 2: limpeza com diferentes propor¢des de PSA e Florisil

Foram realizados dois procedimentos de extracdo nos quais as quantidades
testadas foram 35 mg de PSA e 25 mg de florisil, 35 mg de florisil e 25 mg de PSA. O
procedimento de extracao foi realizado em triplicata e se encontra descrito no item

4.7.1.1, e a Figura 12 resume os procedimentos realizados.

10 g “Slurry” (cenoura + agua)
Fortificacdo com: 250 pL
Solugado analitica de 10 mg L™
30 minutos de interacao

10 mL ACN
Vortex por 1 min.

4 g MgSO4 +1g NaCl
Vértex por 1 min. e
centrifugacao durante
5 min. a 5000 rpm

O>OHX>XW—Xm

o> —=—D0> T

1 mL de Extrato 1 mL de Extrato

150 mg MgSO. 150 mg MgSO4

+ 35 mg Florisil + 25 mg Florisil
+ 25 mg PSA + 35 mg PSA

Vortex por 1 min. e centrifugagéo durante 5 min. a 5000 rpm

Transferéncia de 700 puL do
extrato diretamente para vial
de 1,5mL + 7 uL de TFF

Figura 12: Esquema representativo das etapas realizadas no teste n°2 que faz uso de
proporcdes diferentes dos adsorventes PSA e Florisil no processo de
limpeza.
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4.7.1.3 Teste n° 3: limpeza com diferentes propor¢des de Carvao Ativado em pé

Foram realizados quatro procedimentos de extracdo nos quais as quantidades
testadas foram 2, 5 e 10 mg de carvao ativado em pd. Um teste alternativo contou
com a adicdo de 50 puL de Hexano na etapa de clean up juntamente com 5 mg de
carvao. O procedimento de extracao foi realizado em triplicata e se encontra descrito

no item 4.7.1.1, e a Figura 13 resume 0s procedimentos realizados.

10 g “Slurry” (cenoura + agua)
Fortificacdo com: 250 pL
Solugado analitica de 10 mg L™
30 minutos de interacéo

S 10 mL ACN
T Vértex por 1 min. P
A
R R
A 4 g MgSO4 + 1g Na Cl T
G Vortex por 1 min. e |
A . ~
0 centrifugacdo durante G
5 min. a 5000 rpm A
@)

1 mL Extrato 1 mL Extrato 1 mL Extrato 1 mL Extrato
150 mg 150 mg 150 mg MgSOs4 150 mg
MgSO. MgSOa4 +5mg de MgSO4

+ 2 mg de + 5 mg de Carvao Ativado + 10 mg de
Carvao Carvao em P6 + 50 pL Carvao
Ativado em P¢6 Ativado em P¢6 de Hexano Ativado em PO

Vértex por 1 min. e centrifugacéo durante 5 min. a 5000 rpm

Transferéncia de 700 pL do extrato
diretamente para vial de 1,5 mL + 7 pyL de TFF

Figura 13: Esquema representativo das etapas realizadas no teste n°3 que faz uso de
proporcdes diferentes de carvado ativado em p6 no processo de limpeza.
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4.8 Procedimento final desenvolvido

O procedimento final desenvolvido esta descrito a seguir e foi usado durante
todo o processo de validacdo do método.

Primeiramente pesou-se 10 g da amostra “branco”, previamente processada,
em tubos de polipropileno com tampa rosqueada com capacidade de 50 mL.

Em seguida realizou-se as fortificagdes nos niveis de 45, 90, 180 e 450 ug kg
!, para isso adicionou-se as amostras os volumes de 30, 60, 120 e 300 pL
respectivamente, provenientes da solugdo de 10 mg L ! dos agrotoxicos. Foi adotado
um tempo de interacdo entre matriz e a solucdo dos padrdes de agrotdxicos de meia
hora.

ApGs adicionou-se 10 mL de acetonitrila e a amostra foi agitada em vortex
durante 1 minuto. Em seguida adicionaram-se 0s sais nas seguintes quantidades: 4 g
de sulfato de magnésio anidro e 1 g de cloreto de sédio. Agitou-se novamente em
vortex por mais 1 minuto. Apés realizou-se a etapa de centrifugacdo a 5000 rpm
durante 5 minutos. Em seguida, o extrato foi submetido a etapa de limpeza, para isso
retirou-se uma aliquota de 1 mL desse extrato e transferiu-se para um tubo de
polipropileno de capacidade de 15 mL, contendo 150 mg de sulfato de magnésio
anidro, 25 mg de PSA e 35 mg de florisil, sendo novamente agitados durante 1 minuto
em vortex e apos centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos. Logo apés, retirou-se
uma aliquota de 700 pL do extrato obtido e transferiu-se para um vial juntamente com
7 UL de padrado interno proveniente de uma solucdo de 10 mg L, obtendo-se a
concentracdo de 0,1 mg L*? para o padrdo interno. Logo apés, o vial foi agitado
manualmente com o intuito de homogeneizar e, em seguida o vial foi levado para

analise no GC-MS.
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4.9 Validagdo do método proposto

Apoés definicdo das melhores condigcdes cromatograficas de separacdo dos
compostos e a otimizacdo do método empregando QUEChERS, realizou-se a
validacdo do método para os seguintes parametros: seletividade, efeito matriz, curva
analitica e linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, exatidao (recuperacao),

precisao (repetibilidade e precisédo intermediaria) e robustez.

49.1 Seletividade

A seletividade do método desenvolvido foi avaliada comparando-se a matriz
isenta das substancias de interesse e a matriz adicionada com os padrdes dos
agrotéxicos a uma concentracdo de 0,8 mg L1, para analisar se ocorria a eluicdo dos

interferentes da matriz no mesmo tempo de retencdo dos agrotoxicos.

4.9.2 Efeito matriz

A avaliagéo do efeito matriz foi analisada de duas formas distintas, a primeira
foi através da comparacdo e andlise visual de curvas analiticas construidas em
solvente puro (acetonitrila) e no extrato branco da matriz. As concentracdes das
curvas foram: 0,02; 0,03; 0,06; 0,12; 0,2; 0,4; 0,6 € 0,8 mg L.

A segunda foi através de calculo do efeito matriz (%EM) realizado conforme
equacao 2, segundo KRUVE et al., (2008), para isso, foi injetado no sistema
cromatografico a solugcédo padrdo com a mistura dos agrotéxicos na concentracao de

0,8 mg L1, preparado no extrato da matriz e em acetonitrila.

area padrao na matnz
% EM = — - — x 100
area padrdo em acetonitrila

Equacéo 2
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4.9.3 Curva analitica e linearidade

A curva analitica construida a partir do método de padronizacdo interna com
superposicao da matriz foi obtida a partir das solugdes preparadas conforme descrito
no item 4.5 em oito niveis de concentracdo, em duas replicatas de cada nivel e
injetadas em duplicata, em concentracdes variando entre 0,02 a 0,8 mg L. A partir
das areas obtidas foram calculadas as médias das areas, o desvio padrdo, o
coeficiente de determinacéo (r?) e correlagdo (r), podendo-se determinar também a
faixa linear para cada composto analisado por GC-MS. As curvas analiticas foram

obtidas através do programa Microsoft Excel®.

4.9.4 Limite de detecgéo (LOD) e Limite de quantificacdo (LOQ)

Os limites de deteccéo e quantificacdo do instrumento foram obtidos através da
relacao sinal/ruido como apresentados no item 3.4.5, a partir da solucao dos padrbes
no extrato branco da matriz, com concentra¢des variando entre 0,02 a 0,8 mg L.

O LOD e 0 LOQ do método foram adotados como o menor nivel de fortificacdo
no qual tenha sido demonstrado que o critério para exatidao e precisao foi atingido,
ou seja, que apresentou recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD < 20% (SANCO,
2013).

4.9.5 Exatidao (recuperacao)

Para avaliar a exatiddo do método foram realizados ensaios de recuperacdo
em quatro niveis de fortificacado para cada analito, ja que a eficiéncia do método pode
variar em funcdo da quantidade da substancia adicionada. Os niveis avaliados foram:
45, 90, 180 e 450 ug Kg. Esses valores foram escolhidos com base no LOQ e nos

LMRs individuais dos compostos, sendo o LOQ o primeiro nivel e os demais niveis
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para a grande maioria abaixo do LMR. Para cada nivel de fortificagédo foram feitas sete
réplicas genuinas (n=7), totalizando 28 anélises em trés dias diferentes.

Os ensaios de recuperacao das amostras fortificadas foram realizados a partir
da utilizacdo de amostras branco de cenoura, ou seja, amostra sem a presenca dos

compostos a serem determinados.

4.9.6 Precisao (repetibilidade e preciséo intermediaria)

A precisdo do método foi avaliada através da estimativa do desvio padrdo
(RSD) ou coeficiente de variacédo (CV) da repetibilidade e da precisao intermediaria.

A primeira foi avaliada através da repetibilidade dos procedimentos realizados
nos ensaios de recuperacao descritos no item 4.8.5, injetando-se uma vez cada uma
das sete replicatas verdadeiras de cada nivel fortificado. Para a precisédo intermediaria
do método, avaliou-se as respostas das fortificagdes no nivel de 180 ug kg de sete
replicatas verdadeiras, que foram injetadas uma vez cada e em diferentes dias. O
calculo da precisao intermediaria e da repetibilidade do método foram realizadas de
acordo com a equagao 3.

RSD (%) ou CV (%) = % 100

Xm Equacéo 3
onde:
S= estimativa do desvio padrao absoluto = [Y (xi — xm)? / n-1]V2;
Xi= valores individuais;
Xm= média das medidas em replicatas (n=7);

n= numero de medidas.

Os valores experimentais obtidos para o caculo do RSD foram submetidos ao
teste de Grubbs. Segundo CHUI e BARROS (2009), o teste de Grubbs verifica
preliminarmente a existéncia de um valor andmalo em cada extremidade do conjunto.

O valor mais alto e o valor mais baixo do conjunto de resultados foram
comparados com o valor médio do conjunto dividido pelo desvio padréo (s) do

conjunto.
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4.9.7 Robustez

Durante todo o periodo de experimentagdo, diferentes amostras de cenoura
foram adquiridas, com diferentes caracteristicas, e que acarretou em diferentes pré-
preparo da amostra, sendo necessario adicionar agua para conseguir homogeneizar
a mesma, isso porque o procedimento era realizado em liquidificador caseiro. Ao final
do periodo de experimentagdo adquirimos um mixer e a amostra pode ser
homogeneizada sem a adi¢éo de agua.

Para certificacdo de que os resultados eram independentes da quantidade de
agua adicionada, foi realizado o método de extracéo para trés diferentes pré-preparo
da amostra oriundas de diferentes plantagdes, totalizando duas diferentes amostras,
conforme a procedéncia descrita no item 4.3.

Uma porcédo da primeira amostra foi preparada sem a adicdo de agua usando
0 mixer, enquanto que outra por¢cdo dessa mesma amostra foi preparada usando o
liquidificador, sendo necessario 50 mL de 4gua a cada 100 g de cenoura para total
homogeneizacdo. A segunda amostra foi necesséria a adicdo de 80 mL de agua a
cada 100 g de cenoura para completa homogeneizagéao.

A extracao foi realizada em trés replicatas independentes conforme item 4.7.1.2
com o clean up de 35 mg de florisil e 25 mg de PSA e injetadas uma vez cada. As
recuperacdes foram realizadas através de comparagdo com padrdo na matriz que

foram injetados em triplicata.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condi¢cdes do sistema cromatogréafico GC-MS e identificacdo dos
compostos

As condicdes instrumentais empregadas para as analises realizadas por GC-
MS foram:
Para o Cromatdgrafo Gasoso:

e Temperatura do injetor: 250°C,;

e Programacéao da valvula do split do injetor: valvula inicialmente fechada
com vazéo de 4 mL min, apés 1 min 30 s abre na razéo 1:50, apés 1
min 55 s a vazédo é ajustada a 1 mL min;

e Programacéao de temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de
90 °C por um minuto, com incremento de temperatura de 15 °C min até
300 °C mantida por cinco minutos;

e Volume de injecdo de 1 puL;

e Vazdo do gas de arraste (hélio) constante em 1,0 mL mint na coluna;

e Tempo total de corrida de 20 min.

Para o Espectrometro de Massas, modo El positivo:

e Temperatura do transfer line: 250 °C;

e Temperatura da fonte de ionizacdo: 250 °C;

e Modo de aquisi¢céao SIR;

e 70 eV de energia para o impacto dos elétrons;

e Solvente Delay: 0 — 7 min;

e Multiplier: 450 V.

Os ions de cada agrotoxico selecionado para a analise por GC-MS no modo El
de ionizacdo e modo SIR de aquisi¢ao, estéo listados na Tabela 5, com seus tempos

de retengdo, segmentos da andlise e janelas de tempos.
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Tabela 5: Compostos analisados por GC-MS no modo de ionizagdo EIl positivo por

aquisicdo no modo SIR, ions monitorados, tempo de retengdo (t),
segmento e janela de tempo.

Composto Monli?c?eros tr (min)  Segmento Tgr?wr;)%lirg?n)
Trifluralina 306/264/290 8,52 1 8-105
Carbofuran 164/122/131 9,11 1 8-10,5
Clorotalonil 266/264/268 9,62 1 8-105
Pendimetalina 252/162/253 11,18 2 11-14
Captan 79/149/117 11,46 2 11-14
Tebuconazol 125/250/127 13,22 2 11-14
Trifenilfosfato 326/325/215 13,24 2 11-14
Piraclostrobina 132/164/111 16,18 3 16 -18
Difenoconazol 265/323/325 16,50/16,56 3 16 -18
Deltametrina 181/253/255 16,76 3 16 -18
Azoxistrobina  344/388/345 16,90 3 16 -18

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam o cromatograma total (a) e individual (b),
(c), (d) e (e) dos ions monitorados para cada agrotdxico por segmento, obtido apés a
injecdo da mistura dos padrdes de agrotdxicos a uma concentracédo de 0,8 mg L1 no

extrato branco da matriz.
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Figura 14: Cromatograma dos ions monitorados no segmento 1, sendo que (a)
cromatograma total, (b), (c) e (d) cromatogramas individuais para os ions
monitorados 306 (trifluralina), 164 (carbofuran) e 266 (clototalonil),
respectivamente.
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Figura 15: Cromatograma dos ions monitorados no segmento 2, sendo que (a)

cromatograma total, (b), (c), (d) e (e) cromatogramas individuais para os
ions monitorados 252 (pendimetalina), 79 (captan), 125 (tebuconazol) e
326 (trifenilfosfato), respectivamente.
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Figura 16: Cromatograma dos ions monitorados no segmento 3, sendo que (a)
cromatograma total, (b), (c), (d) e (e) cromatogramas individuais para os
ions monitorados 132 (praclostrobina), 265 (difenoconazol), 181
(deltametrina) e 344 (azoxistrobina), respectivamente.
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Figura 17: Cromatograma da Azoxistrobina: (a) cromatograma total segmento 3, (b)
ion quantificador (344), (c) ion qualificador (388) e (d) ion qualificador (345).
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5.2 Avaliacdo do uso do padrao interno

O padréo interno trifenilfosfato foi escolhido pelo fato de ter sido utilizado no
método QUEChERS desenvolvido por ANASTASSIADES et al.,, (2003), e seu
comportamento nas analises por GC ser considerado estavel.

Para demonstrar a eficiéncia do padrdo interno trifenilfosfato neste estudo,
foram comparados os valores de recuperacao e RSD obtidos com e sem 0 seu uso, a
partir do clean up com 35 mg de florisil e 25 mg de PSA, visto que essa condicédo fora
selecionada para a validacdo. As fortificagbes foram realizadas obtendo-se a
concentracdo de 0,25 mg L' dos agrotdxicos no extrato final e o procedimento
realizado esta descrito no item 4.7.1.2. As Figuras 18 e 19 mostram graficos com

esses valores detalhadamente.

120 -

100

80 -

OSem uso de PI
60 - mCom uso de PI

40 -

20 -

Recuperacédo Média (%)

Figura 18: Eficiéncia do uso de padréo interno trifenilfosfato a partir das recuperacdes
meédias obtidas com e sem 0 seu uso, a linha vermelha representa o limite
de 70% e as barras de erro o RSD%, n=3.

Analisando-se individualmente cada composto, decidiu-se manter o uso do
padrao interno, pois os valores de recuperagéo obtidos foram maiores para todos 0s

compostos, estando em torno dos 100%.
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Figura 19: Valores de RSD% com uso e sem uso de padréo interno para o clean up
com 35 mg de florisil e 25 mg de PSA, n=3.

No geral, o uso do padrdo interno trifenilfosfato produz um aumento na
precisao, pois sao obtidos valores de RSD abaixo de 10%. Para os compostos captan
e piraclostrobina os valores foram entre 10 e 15 %. Além disso as solucdes poderiam
ser injetadas em dias diferentes sem problemas, pois o padrdo interno corrigiu
variacbes nas respostas. I1sso pode ser observado no momento da construgcédo das
curvas analiticas, as quais foram injetadas em duplicata e em dias diferentes. Isso
representa uma enorme vantagem para o trabalho no laboratorio, pois néo foi preciso

construir as curvas analiticas todos os dias, economizando tempo e recursos.

5.3 Desenvolvimento do método QUEChERS para andlise de agrotoxicos

em cenoura

A partir de testes preliminares partindo-se dos QUEChERS oficiais (original,
citrato e acetato) foi possivel avaliar a eficiéncia dessas metodologias na extracao de

agrotoxicos em cenoura. A Figura 20 apresenta os resultados obtidos com os
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procedimentos de extracdo baseados no meétodo QUEChERS original, citrato e
acetato.

QUEChERS Oficiais

120 @ Original
O Citrato

80

60 B Acetato

Recuperacao (%)
H
o
o

Figura 20: Recuperacdes obtidas em cada método de extracdo QUEChERS (original,
citrato e acetato), a linha vermelha representa o limite de 70%, n=1.

Pode-se constatar que nenhuma metodologia ofereceu recuperacoes
satisfatdrias para todos os compostos na matriz cenoura. No QUEChERS original
apenas tebuconazol e difenoconazol, ambos triazéis, foram recuperados dentro do
limite de 70 a 120%, enquanto os restantes dos compostos ficaram ou acima de 120%
ou abaixo de 70% como pode ser visto na Figura 20.

Ja4 0 método de extracdo QUEChERS citrato demonstrou que 0s compostos
foram recuperados dentro do limite de 70 a 120%. Porém, valores baixos, variando de
70 a 76% foram encontrados para trifluralina e pendimetalina, pertencentes a classe
das dinitroanilinas, tebuconazol e difenoconazol, ambos triazéis, e azoxistrobina. O
carbofuran foi recuperado com um valor mais alto, com 83%.

O método QUEChERS acetato, no entanto, ndao mostrou resultados
satisfatorios, uma vez que, nenhum dos compostos avaliados apresentou
recuperacoes entre 70 e 120%.
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Figura 21: Eficiéncia do método QUEChERS original, citrato e acetato para a extracao
de agrotoxicos em cenoura.

Ap0s avaliagdo desses resultados preliminares foram realizados mais testes a
partir do método de extracdo QUEChERS original. Esse metodofoi escolhido
considerando que entre os QUEChERS oficiais esse é 0 mais pratico, utiliza menos
solvente se comparado com o método a base de acetato e consome menos reagente

em comparacdo com os sais utilizados no método citrato.

5.3.1 Teste n° 1: limpeza com proporc¢des iguais de PSA e Florisil

Um dos testes preliminares que deram resultados satisfatérios foi o que contou
com o uso de PSA e florisil em conjunto como adsorventes na etapa de clean up. Esse
teste que se encontra descrito no item 4.7.1.1 utiliza proporc¢des iguais desses
adsorventes nas concentracdes de 50 mg de PSA e 50 mg de florisil, 35 mg de PSA
e 35 mg de florisil e 25 mg de PSA e 25 mg de florisil.

A Figura 22 apresenta o grafico com os resultados das recuperacgdes, sendo
que a linha corresponde ao limite de 70%. Acima dele e abaixo de 120% sao
considerados resultados satisfatorios de recuperacdo (SANCO, 2013).
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Figura 22: Recuperacdes obtidas para o teste n° 1 que faz uso de proporcdes iguais
dos adsorventes PSA e Florisil, a linha vermelha representa o limite de
70%, n=1.

A partir desse primeiro teste pode-se avaliar qual proporcdo dos adsorventes
proporcionou melhores resultados em termos de recuperacdo. Constatou-se que o
uso de maior concentracdo desses adsorventes em conjunto proporcionou uma
limpeza mais eficiente, constatada através da analise visual dos extratos obtidos,
como também dos cromatogramas. Porém os analitos foram removidos
consideravelmente. J& a concentracdo intermediaria proporcionou recuperacdes em
torno de 80%. Com o0 uso de concentracdo mais baixa as recuperacdes ficaram em
torno de 100%.

E oportuno destacar que o clorotalonil ndo respondeu bem a nenhuma proposta
de clean up, porém com o uso de quantidade mais baixa dos adsorventes sua
recuperacdo foi melhor. Ja o difenoconazol ndo alcangcou uma boa recuperacao
guando se fez uso de maior quantidade de PSA e florisil. Isso pode ser devido a
adsorcao tanto dos interferentes como também dos compostos de interesse. Além
disso, uma maior quantidade de adsorventes gera maiores custos e quantidades de
residuos finais.

Analisando todas essas consideragfes, o teste que fez uso de maior

guantidade de PSA e florisil em conjunto foi descartada.
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5.3.2 Teste n° 2: limpeza com diferentes proporgdes de PSA e Florisil

Com a avaliacdo dos resultados do teste n° 1, a decisao foi avaliar o uso de
proporcdes diferentes dos adsorventes PSA e florisil, usando para isso as
concentracdes que forneceram os melhores resultados, ou seja, 25 e 35 mg. A Figura

23 representa os resultados das recuperacfes obtidas para esse teste que se
encontra descrito no item 4.7.1.2.

120 -

100 -

T - B .
60 - @ 35 Florisil 25 PSA

035 PSA 25 Florisil

Recuperacao Média (%)

Figura 23: Recuperagfes médias obtidas para o teste n° 2 que faz uso de proporc¢des
diferentes dos adsorventes PSA e Florisil. A linha vermelha representa o
limite de 70% e as barras de erro o RSD%, n=3.

Analisando os resultados, pode-se constatar que dos dez compostos, oito
apresentaram valores de recuperacfes maiores e aceitaveis com o0 uso de maior

proporcao de florisil, sendo que, o clorotalonil sé foi satisfatorio nessa condicéo.
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Figura 24: RSD % do teste n° 2 que faz uso de proporc¢des diferentes dos adsorventes
PSA e Florisil, n=3.

Contudo, avaliando os valores de RSD (Figura 24), pode-se constatar também
que pendimetalina e deltametrina ndo apresentaram diferencas consideraveis entre
as duas condic¢@es, ja trifluralina, carbofuran, clorotalonil e tebuconazol apresentaram
RSD consideravelmente alto e recuperacdes médias mais baixas quando se fez uso
de maior concentracdo de PSA, porém captan respondeu melhor a essa
concentragao.

Como os valores de RSD do teste que fez uso de 35 mg de florisil e 25 mg de
PSA forneceu valores inferiores a 20% e, grande parte deles menores que os obtidos
para o clean up de 35 mg de PSA e 25 mg de florisil, esta condi¢ao foi selecionada

para dar continuidade aos estudos.

5.3.3 Teste n° 3: limpeza com diferentes propor¢cdes de Carvdo Ativado em

7

po

A fim de obter um extrato final quase isento da cor alaranjada caracteristica da
cenoura, devido ao betacaroteno, foi proposto um ultimo teste, que contou com

diferentes proporgdes de carvao ativado em pé. As concentragdes testadas foram de
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2,5 e 10 mg, sendo que a concentracao intermediaria (5 mg) foi submetida a um clean
up alternativo com a adicédo de 50 pL de Hexano, a fim de facilitar a dessorcdo do

carvdo. A Figura 25 apresenta um grafico com os resultados das recuperacdes
obtidas.
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Figura 25: Recuperacdes obtidas para o teste n° 3 que faz uso de Carvao Ativado em
P, a linha vermelha representa o limite de 70%, n=1.

Das quatro propostas testadas, a que obteve melhores resultados em termos de
recuperacao foi a que utilizou concentragdo menor de carvado (2 mg), uma vez que
dos dez compostos, oito apresentaram recuperacdes dentro da faixa de 70 a 120 %.
Os resultados utilizando maior quantidade de carvdao (10 mg) apresentou
recuperacdes muito baixas, por provavelmente adsorver os compostos de interesse.
Porém, avaliando-se qualitativamente mostrou-se satisfatério para a remocao dos

interferentes, como pode ser observado na cor obtida dos extratos (Figura 26).
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Figura 26: Eficiéncia do Carvao Ativado em P¢ frente a remogé&o da cor, utilizando-se
diferentes quantidades de carvao: (a) 5 mg, (b) 5 mg mais 50 yuL de Hexano,
(c) 2 mg e (d) 10 mg.
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Pode-se observar as cores dos extratos obtidos ap0s a etapa de limpeza e,
constatar que, quanto maior a quantidade de carvdo ativado em pé usado, maior
também sera a remocao da cor presente na matriz. Outra observacao relevante, foi
gue a adicdo da aliquota de hexano (50 pL) a concentracdo de 5 mg de carvao na
etapa de limpeza ndo obteve uma acgédo satisfatéria, pois ndo evitou a retencao dos

compostos de interesse pelo carvéao.

5.3.4 Comparacéo entre os melhores resultados para a etapa de limpeza

A fim de certificar a escolha dos adsorventes mais eficientes para a etapa de
limpeza, foi comparado os valores de recuperacdes obtidos para o melhor clean up
do teste n° 2 e n° 3, descritos nos itens 5.3.2 e 5.3.3 respectivamente, como mostra a
Tabela 6.

Tabela 6: Comparacao entre os melhores resultados para a etapa de limpeza.

Recuperacao %

COMPOSTOS 35 Florisil 25 2 mg Carvéao

PSA Ativado em PO
Trifluralina 94 97
Carbofuran 98 105
Clorotalonil 76 56
Pendimetalina 95 93
Captan 88 132
Tebuconazol 114 98
Piraclostrobina 112 76
Difenoconazol 113 85
Deltametrina 99 83
Azoxistrobina 105 96

O clean up que faz uso de 35 mg de florisil e 25 mg de PSA foi escolhido para
ser utilizado no procedimento de extragdo durante a validagdo do método, pois todos
0s compostos foram recuperados dentro da faixa recomendada pelas agéncias
regulamentadoras Nacionais (ANVISA, 2003; INMETRO 2011) e Internacionais
(SANCO, 2013).
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Caso os compostos clorotalonil e captan nao fizessem parte do escopo, o clean
up de 2 mg de carvao poderia ser utilizado.

Vale salientar que em termos de remocao da cor, ambos foram semelhantes.

5.4 Validacdo do método proposto

5.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacao dos sinais obtidos
nos cromatogramas de amostras branco de cenoura com extratos fortificados do
branco da matriz, que quando injetados ndo apresentaram coeluicao de interferentes
no mesmo tempo de retengcdo dos compostos de interesse (Figura 27), ou seja, 0S
sinais obtidos foram gerados apenas pelos agrotoxicos, assegurando, portanto, a

seletividade do método.
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Figura 27: Comparagédo do cromatograma obtido para a amostra branco de cenoura,
com o extrato do branco da matriz fortificado com solucdo padréo
representado nos quadros, sendo (a) trifluralina, (b) carbofuran, (c)
clorotalonil, (d) pendimetalina, (e) captan, (f) tebuconazol, (Q)
piraclostrobina, (h,i) difenoconazol, (i) deltametrina e (j) azoxistrobina.
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5.4.2 Efeito matriz

O efeito matriz foi analisado a partir de duas abordagens, a primeira com
inspecao visual de curvas construidas no solvente e na matriz (Figura 28), e a segunda
com célculo do percentual do efeito matriz (Tabela 7), partindo das médias das areas
obtidas com sinais gerados apdés injecao no sistema cromatografico da solucao padréo
diluida em solvente e da solucéo padrao diluida no extrato branco da matriz. As duas
abordagens nao fizeram uso de padréo interno, pois ndo se pretendeu avaliar a
correcdo que é feita por ele, ou seja, que os resultados sejam corrigidos.

O efeito da matriz pode ser observado no momento da construcéo das curvas
analiticas, pois a curva em solvente puro (acetonitrila) foi obtida apenas para cinco
compostos dos dez em estudo, isso porque o sinal foi muito pequeno ou inexistente
para concentragdes mais baixas. Poréem, com as mesmas concentracdes foi possivel
construir a curva no extrato da matriz. Isso pode ser devido aos fenbmenos de
adsorcao dos agrotoxicos no sistema de injecdo do cromatégrafo gasoso, pois quando
os extratos foram analisados, os interferentes foram preferencialmente retidos, o que
consequentemente favoreceu maior quantidade de analitos chegando ao detector
(RAHMAN et al., 2013).
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Figura 28: Avaliagcdo do Efeito Matriz a partir da analise visual das curvas obtidas no
solvente e no extrato da matriz sem o uso de padrao interno trifenilfosfato.



73

Na Figura 28 foi possivel analisar a perda de linearidade através do coeficiente
de determinacdo (r?) e, perda de sensibilidade através da inclinacdo das curvas

analiticas construidas no solvente.

Tabela 7: Efeito matriz percentual dos compostos a partir da solucdo padrédo na
concentracéo de 0,8 mg L preparada em acetonitrila e no extrato branco

da matriz.
Compostos Efeito Matriz
(%)
Trifluralina 153
Carbofuran 278
Clorotalonil 81
Pendimetalina 146
Captan 4148
Tebuconazol 218
Piraclostrobina 1027
Difenoconazol 185
Deltametrina 171
Azoxistrobina 245

Analisando os valores obtidos pode-se perceber o acentuado efeito gerado pela
matriz. Observando a Figura 09 que explica claramente o comportamento do efeito
matriz no sistema cromatogréafico, constatou-se que a matriz cenoura apresenta um
efeito protetor, ndo sendo necessario recorrer ao uso de protetores de analitos.

KRUVE et al., (2008) assegura que nenhum efeito matriz € observado quando
o percentual for igual a 100%. Valores superiores a 100% indicam aumento de
ionizacdo, e valores inferiores a 100% indicam supressao da ionizacao.

Dos dez compostos analisados, nove apresentaram enriquecimento da
ionizagcao, observado pelos resultados maiores que 100%. Somente o clorotalonil
apresentou supresséao da ionizacéo, observado pelo valor abaixo de 100%. Pode-se
constatar com esses resultados que a matriz em estudo exerce um efeito positivo
significativo em 90% dos compostos analisados.

As curvas passaram a ser construidas somente na matriz, com a finalidade de

compensar esse efeito.
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As curvas analiticas foram preparadas em duplicata e injetadas também em

duplicata (n=4). Levando em consideracdo que a matriz escolhida para o estudo

exerce um efeito matriz significativo para a maioria dos compostos, as curvas foram

preparadas a partir do extrato branco obtido com o método proposto.

Através das curvas construidas, foram obtidas as equacdes de reta, a faixa

linear e os coeficientes de determinacgéo (r?) e correlacéo (r), mostrados na Tabela 8.

Tabela 8: Equacdo da reta, coeficiente de determinagédo e faixa linear para cada
agrotoxico em estudo, a partir de curvas construidas no extrato branco da

matriz.
Agrotoéxico Equacdo dareta r r Faixa Llplear
(mg L7)
Trifluralina y = 0,0082x - 0,1398 0,995 0,997 0,03a0,6
Carbofuran y =0,0077x - 0,1491 0,996 0,998 0,02a0,8
Clorotalonil y = 0,0048x - 0,2046 0,981 0,990 0,0320,6
Pendimetalina y =0,0141x - 0,2724 0,997 0,998 0,02a0,8
Captan y =0,0038x + 0,6715 0,977 0,988 0,03a0,8
Tebuconazol y = 0,0148x - 0,2051 0,998 0,999 0,02a0,8
Piraclostrobina y =0,0099x - 0,1675 0,996 0,998 0,02a0,8
Difenoconazol y = 0,0099x + 0,0339 0,994 0,997 0,02a0,8
Deltametrina y = 0,0088x - 0,0446 0,999 0,999 0,02a0,8
Azoxistrobina y = 0,0149x - 0,1102 0,999 0,999 0,02a0,8

O método pode ser considerado linear de acordo com o INMETRO (2011), ja

gue todos os coeficientes de correlacéo (r) obtidos foram maiores que 0,90. Porém a
ANVISA (2003) e o SANCO (2013) recomendam que o coeficiente de correlacao (r)

seja seperior a 0,99. Neste caso, apenas o0 captan ndo atenderia ao critério de

linearidade.
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5.4.4 Limites de detec¢ao e de quantificacéo

A partir das solucdes analiticas de concentragéo 0,02; 0,03; 0,06; 0,12; 0,2; 0,4;
0,6 e 0,8 mg L1, preparadas no extrato branco da matriz, estabeleceu-se os limites de
deteccdo e quantificacdo instrumental e para o método, através da avaliacdo das
razdes sinal/ruido, sendo considerado o valor de s/n 10 como LOQ e s/n 3 de LOD.

A concentracao referente ao LOD instrumental para todos os compostos foi de
6 ug L1, obtidos através da relagéo sinal/ruido. J& o LOQ foi de 20 ug L, sendo que,
essa concentracao foi adotada como o primeiro ponto da curva de calibrag&o.

Para o LOD e LOQ do método, foi considerado para cada analito a
concentracdo mais baixa que atingiu o critério de exatidao e precisdo adotado neste
estudo. Os limites de deteccdo e quantificacdo de cada agrotoxico esta relacionado

na Tabela 9.

Tabela 9: Limites de deteccdo e quantificacdo do método, que atingiram os critérios
de precisdo e exatidao.

LOD LOQ
Agrotoxico | Mg Kg* | ugKg*
Método

Trifluralina 45 a0
Carbofuran 15 45
Clorotalonil 90 180
Pendimetalina 45 90
Captan 45 90
Tebuconazol 45 90
Piraclostrobina 45 90
Difenoconazol 15 45
Deltametrina 15 45
Azoxistrobina 15 45

Os limites de quantificagdo do método empregando QUEChERS alcangam
valores menores que os limites maximos de residuos estabelecidos pela legislagédo
brasileira (ANVISA) para os compostos autorizados para a cenoura, com excecao da
trifluralina, pois seu LOQ (0,09 mg Kg*!) apresenta concentragdo maior que o LMR
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(0,05 mg Kg*) vigente. Porém seu LOD é abaixo do LMR, permitindo ser detectado

com seguranca.

5.4.5 Exatidao (recuperagao)

Os ensaios de recuperacao foram realizados com no minimo trés niveis de
fortificag8o para avaliacdo da exatiddo do método.

As recomendacgdes das agéncias regulamentadoras brasileiras, como
INMETRO (2011), MAPA (2011) e ANVISA (2007) preconizam a faixa percentual de
recuperacao aceita para métodos multirresiduos de agrotéxicos como sendo de 70 a
120 %, com RSD% inferior a 20%. Essas recomendacfes foram seguidas neste
estudo e foram considerados adequados para a determinacdo dos agrotoxicos em
amostras de cenoura.

As recuperacfes médias foram calculadas utilizando-se as curvas analiticas
obtidas através do método de padronizagdo interna com superposi¢do de matriz, para
extratos preparados de acordo com o método de extracao otimizado.

Os ensaios de recuperacédo foram realizados de acordo com o item 4.8 e 0s
resultados das recuperacfes médias percentuais e o0s valores de RSD% da
repetibilidade nos niveis de fortificacdo 45, 90, 180 e 450 ug Kg* estdo apresentadas
na Tabela 10.

E importante destacar que foram realizadas sete replicatas verdadeiras com
uma injecdo por extrato, ou seja, sete extracdes por amostra, 0 que representa a

andalise de rotina.
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Tabela 10: Média dos percentuais de recuperacao e RSD% da repetibilidade, obtidos
a partir dos ensaios de recuperacgao nos niveis de fortificacdo 45, 90, 180 e
450 ug Kg* para cada agrotoxico.

Niveis de Fortificacdo (ug Kg?)

45 90 180 450
Ay Rec Rec Rec Rec
AQrotoxico  \«4ia  RSD%| Meédia RSD%| Média RSD%| Média RSD%
(%) (%) (%) (%)

Trifluralina - - 106 9,5 99 8,6 96 14,00
Carbofuran 104 16,2 90 16,0 73 12,4 - -
Clorotalonil* - - - - 39 82,2 29 32,5
Pendimetalina - - 109 7,1 99 6,0 93 10,5
Captan** - - 85 14,7 63 7,1 53 10,5
Tebuconazol - - 105 5,6 86 49 88 12,7
Piraclostrobina - - 117 15,0 72 15,9 87 16,6
Difenoconazol 83 11,7 97 13,1 95 14,1 104 16,0
Deltametrina 99 10,1 94 8,6 73 7,9 82 13,2
Azoxistrobina 100 10,7 105 10,6 92 9,3 104 13,9

- foram detectados, porém nao atenderam aos parametros estipulados no estudo.

* Apresentou sinal muito pequeno, ndo sendo possivel quantifica-lo nessas concentracdes.

** O resultado ndo é reprodutivel devido a instabilidade do composto, RSD% alto, curva
analitica com pontos dispersos e baixa linearidade.

Dos dez compostos estudados, somente dois apresentaram desacordo com 0s
parametros estipulados para o percentual de recuperacdo e/ou o valor do RSD%.
Esses compostos foram clorotalonil e captan.

O clorotalonil ndo respondeu bem a nenhum nivel de fortificagcdo selecionado,
apresentando um sinal muito pequeno e quase inexistente, ocasionando um altissimo
RSD%. Segundo COLLINS (2006), a cromatografia gasosa com detector de captura
de elétrons é especialmente sensivel a moléculas que contém halogénios, como por
exemplo, o clorotalonil, a explicacdo para isso esta relacionada a estrutura quimica
desse pesticida.

J& o captan apresentou um sinal bem superior, porém a curva analitica obtida
apresentou um coeficiente de determinacéo (r?) baixo. Segundo CHASIN et al. (1998),
isso demonstra perda de sensibilidade e linearidade. Segundo PRESTES et al. (2009)
uma das causas das dificuldades encontradas na analise de captan € devido a este

se dissociar em ions de razdo massa/carga (m/z) baixa.
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Estes compostos sdo conhecidos devido a sua dificuldade de quantificacéo e
as causas dos problemas encontrados na andlise sdo diversas e dificeis de serem
controlados. Quando resultados nao satisfatorios sdo obtidos para esses compostos,
é dificil indicar a causa de sua degradacdo, uma vez que pode ser proveniente do
processamento da amostra, extracdo, clean up, dos sistemas de injecdo, separacao
e/ou deteccdo (PRESTES et al., 2009).

Portanto, os pesticidas clorotalonil e captan fortificados nos niveis estudados,
extraidos pelo método QUEChERS otimizado neste trabalho e analisados de acordo
com o item 5.4, ndo foram quantificados de acordo com os procedimentos

estabelecidos neste trabalho para anélise na cenoura.

5.4.6 Precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria)

A precisdo do método foi avaliada em funcéo da repetibilidade e da precisédo
intermediaria, obtidas pelo RSD das recuperacdes, sendo que os resultados foram
avaliados pelo teste de Grubbs, a fim de verificar os outliers, conforme apresenta a
Tabela 11. Apenas difenoconazol e azoxistrobina apresentaram outliers. Pode-se
constatar com esse teste, que a réplica 7 do difenoconazol representou um outlier,
visto que, utilizando essa réplica no célculo de RSD, o valor obtido é de 26,7%.
Enquanto que, sem essa réplica, o valor baixa para 11,7%, melhorando
consideravelmente a precisdo. Ja a azoxistrobina, apresentou um outlier na primeira
replicata. Considerando a replicata no calculo, o RSD ficou em 26,7%, no entanto,
desconsiderando ela no calculo, o RSD cai para 10,7%. Ambos os compostos
obedeceram as normas das agéncias regulamentadoras, na qual recomendam um
RSD menor que 20%.



Tabela 11: Compostos que apresentaram outlier com a avaliacao pelo teste de Grubbs.
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L - L - L L L . Com Com Com
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Réplica 5 Réplica 6 Réplica 7 outlier outlier outlier
. Area/ Area/ | Area/ | Areal Area . ArealT Area/ Média Média RSD RSD
Composto Area TEE Area TEE Area TEE Area TEE Area ITEE Area FE Area TEE /P /P S S % %
Difenoconazol 2084 0,33 1832 0,26 1473 0,27 1656 0,26 1449 0,25 1817 0,32 2756 0,49 0,310 0,281 0,083 0,033 26,7 11,7
Azoxistrobina 3697 @ 0,58 2582 0,37 1901 0,35 2209 0,34 1567 0,27 1804 0,32 2033 0,36 0,369 0,334 0,099 0,036 26,7 10,7
TEF 6369 1 6979 1 5479 1 6432 1 5767 1 5724 1 5681 1 1 0 0

- O niumero em destaque foi considerado um outlier, segundo o teste de Grubbs.
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Os valores de RSD% para os estudos de repetibilidade ficaram na faixa de 4,9
a 16,6%. Esses resultados podem ser visualizados com mais detalhes na Tabela 10
juntamente com os resultados de recuperacao.

Ja a precisdo intermediaria foi realizada em diferentes dias em relacdo ao
estudo de repetibilidade e avaliada em um nivel de fortificagdo. Os resultados da
recuperacdo média e 0 RSD% da precisdo intermediaria podem ser visualizados na

Tabela 12 a sequir.

Tabela 12: Média dos percentuais de recuperacdo e RSD% da precisédo intermediaria,
obtidos a partir de ensaio de recuperacao no nivel de fortificacdo 180 ug
Kg? para cada agrotéxico.

Agrotéxico Rec Média (%) RSD%

Trifluralina 105 7,7

Carbofuran 100 12,9
Clorotalonil* 78 43,3
Pendimetalina 97 9,9

Captan** 387 15,2
Tebuconazol 92 8,8

Piraclostrobina 95 20,0
Difenoconazol 91 15,7
Deltametrina 86 11,8
Azoxistrobina 90 12,0

- foram detectados, porém nao atenderam aos parametros estipulados no estudo.

* Apresentou sinal muito pequeno, ndo sendo possivel quantifica-lo nessas concentracdes.

** O resultado ndo é reprodutivel devido a instabilidade do composto, RSD% alto, curva
analitica com pontos dispersos e baixa linearidade.

Os valores obtidos para o estudo da repetibilidade e precisao intermediaria dos
agrotoxicos determinados em cenoura foram menores que 20% para quase todos 0s
compostos avaliados, com excecao da piraclostrobina que apresentou esse valor.

Assim como ja mencionado anteriormente no item 5.5.5 0s compostos
clorotalonil e captan apresentaram desacordo com o0s parametros estipulados para o

percentual de recuperacéo e/ou o valor do RSD%.
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5.4.7 Robustez

A robustez do método foi estimada variando-se diferentes processamentos das
amostras de cenoura, pois as mesmas eram adquiridas de diferentes plantagcdes e de
diferentes cultivares ao longo de todo o periodo de experimentacdo. Para esse estudo
as cultivares analisadas foram as do grupo Nantes e do grupo Kuroda.

As diferentes caracteristicas das cenouras adquiridas, geraram diferentes
proporc¢des de amostra e agua toda vez que um novo lote de cenouras era processado
para as analises.

O aspecto final obtido para a amostra processada com agua para
homogeneizacéao, foi diferente das amostras sem agua, pois ndo ficou uma pasta e

pode ser observado na Figura 29.

(@) (b)

Figura 29: Comparacao dos diferentes processamentos das amostras nas diferentes
proporcdes de agua testadas: (a) sem o uso de agua, (b) 50 mL de agua a
cada 100 g de cenoura e (c) 80 mL de agua a cada 100 g de cenoura.

Com base nisso, foi preparado trés diferentes propor¢des de amostra e agua,
para comparar as recuperacdes médias (Figura 30) obtidas conforme o método
descrito no item 4.7.1.2, com o clean up de 35 mg de florisil e 25 mg de PSA.

O clorotalonil foi desconsiderado nesse estudo, pois ja provou nao ser

adequada a sua quantificacdo com o método proposto.
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Figura 30: Recuperacdes médias obtidas para a robustez do método, avaliando as
diferentes proporcdes de agua e amostra empregadas, a linha vermelha
representa o limite de 70% e as barras de erro o RSD%, n=3.

Analisando a Figura 30 e 31 pode-se observar que todos 0S compostos
apresentaram recuperac¢des médias dentro do limite recomendado de 70 a 120%, bem
como RSD menor que 20%. Assegurando, portanto, que as diferentes cultivares, 0s
diferentes equipamentos utilizados e as diferentes propor¢cbes de agua no
processamento das amostras, nao interferem nos valores dos resultados de

recuperacfes médias obtidas.
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Figura 31: RSD% para o estudo da robustez considerando diferentes propor¢cdes de
agua e cenoura (slurry), n=3.

A partir da analise dos resultados pode-se concluir que a proporcao de agua no
momento da homogeneizacdo na preparacdo da amostra, deve, portanto, levar em
consideracao a total homogeneizacdo da mesma. O instrumento a ser utilizado para
triturar a amostra pode ser desde o mais simples, como um liquidificador, até aos mais
sofisticados como um mixer ou ultra-turrax, ou seja, aquele que estiver disponivel no
laboratério. Além disso, é importante destacar, que as cultivares nao interferem nos
resultados, visto que, foi utilizado amostras de diferentes cultivares. Pode-se entao,

assegurar a robustez do método.
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6. CONCLUSOES

Um método simples empregando QUEChERS foi desenvolvido e validado com
éxito para a determinacdo de residuos de 10 agrotoxicos (trifluralina, carbofuran,
clorotalonil, pendimetalina, captan, tebuconazol, piraclostrobina, difenoconazol,
deltametrina e azoxistrobina), de 7 classes diferentes (estrobilurina, dicarboximida,
metilcarbamato de benzofuranila, isoftalonitrila, piretréide, triazol e dinitroanilina),
abrangendo 5 tipos de aplicacdes diferentes (fungicidas, inseticidas, nematicida,
formicida e herbicida) em amostras de cenoura.

O uso de diferentes adsorventes foi importante para encontrar a condicao
Otima. Pode-se constatar que, o carvdo ativado em po é um excelente adsorvente,
pois remove com exceléncia os interferentes da matriz, porém se mostrou inadequado
na recuperacdo dos compostos, considerando que esses eram adsorvidos pelo
carvao. PSA e florisil demonstraram serem os adsorventes mais indicados para uso
na matriz cenoura, pois removeram os interferentes e ndo os compostos, fornecendo
valores de recuperacdes dentro dos limites aceitaveis e recomendados pelas agéncias
regulamentadoras, como ANVISA, INMETRO e SANCO.

A cenoura se mostrou uma matriz complexa, requerendo o preparo de solucdes
analiticas em extratos de cenoura isento dos analitos para compensar o efeito matriz.

O método validado apresentou resultados de recuperacdo na faixa de 72 a
117%, com RDS variando de 4,9 a 16,6%, sendo que, a execucéo dos procedimentos
atendeu a um critério rigido, pois foram realizadas sete replicatas verdadeiras com
uma injecao por extrato, ou seja, sete extracdes por amostra, representando fielmente
a analise de rotina, possivel entdo, de ser reproduzido.

Os valores de LOD e LOQ foram menores que os limites maximos de residuos
vigentes e definidos pela legislacdo brasileira (ANVISA) para 0s agrotoxicos
autorizados em cenoura, portanto, sdo considerados adequados e passiveis de serem
monitorados.

O método também demonstrou ser robusto frente a variagées, como o uso de
diferentes equipamentos na preparagdo da amostra, como o0 uso de diferentes

cultivares, que apresentam diferentes caracteristicas.
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Os compostos captan e clorotalonil ndo atenderam aos parametros estipulados
nesse estudo. O clorotalonil apresentou sinal muito pequeno, ndo sendo possivel
quantifica-lo. Ja o captan nao foi reprodutivel devido a sua instabilidade, apresentando
RSD% alto, curva analitica com pontos dispersos e baixa linearidade.

Pode-se atestar que este trabalho representa um alto grau de relevancia social,
devido a sua importancia e abrangéncia dentro de uma constante preocupacgao
ambiental, que € a contaminacdo dos alimentos pelo uso indiscriminado de
agrotoxicos.

O método validado nesse estudo, est4d disponivel para analise de
monitoramento da presenca de agrotoxicos em amostras de cenoura comerciais.
Também esta disponivel para estudos de registros de produtores organicos que
gueiram certificar a sua producdo como organica, requerendo o seu proprio método
ao invés de utilizar os métodos oficiais. Por essa razéo, ele pode ser um futuro aliado
no monitoramento de agrotéxicos em cenoura, auxiliando o Estado do Rio Grande do

Sul a assegurar um alimento saudavel e de forma confiavel a seus consumidores.
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7.  PERSPECTIVAS FUTURAS

Aplicar o método em amostras provenientes de producao convencional, com o
objetivo de averiguar a presenca de agrotdxicos, como também disponibiliza-lo para
agricultores que queiram analisar amostras de cenouras, a fim de comprovar a

inexisténcia de agrotoxicos.
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9. ANEXOS

Anexo A: Identificag&o e propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos selecionados para o estudo.
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Férmula Massa P.E. | Densidade Log Lo Soelabgidui\de Solubilidade
ANALITO ESTRUTURA Molecular Molecular (°.C). (g mLY) Kow Ko?: 200% em N° CAS
(g mol?) 9 20°C 1 Acetonitrila
(mg L)
0"
H H
|(|:| To- .
. . C22H17N30s 403,40 360 1,33 2,50 2,77 6,7 340gL1? 131860-33-8
Azoxistrobina o
Captan o CoHsCIsNO2S 300,61 DAF 1,74 2,80 2,30 5,2 - 133-06-2
Cl
. _H
-
O;)\“O -1 -66-
Carbofuran CizHisNOs 22126 254 1,18 232 - 322 1409 Kg 1563-66-2
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Férmula Massa P.E. | Densidade Log Lo Soelrl:1b2iduz\de Solubilidade
ANALITO ESTRUTURA Molecular Molecular (°.C). (g mLY) Kow Ko?: 200% em N° CAS
(g mol?) 9 20°C 1 Acetonitrila
(mg L)
N
Il
cl cl ] _45-
Clorotalonil CsClaN2 265,91 350 1,80 3,05 2,92 0,81 1897-45-6
cl X
Cl N
Br\
C:CH w wll,. ,CN
. / ¥ R0 0 - 52918-63-5
Deltametrina Br H>V<H n O O Cz2Hi1oBr2NOs 505,20 DAF 055 4,60 7,01  0,0002
CH:S
.
N o)
Difenoconazol ©\C. CioHi7CLN:Os 406,26 101 137 436 - 15 - 119446-68-3
o~ "o
[ ¢
CHg
-
h ]
]
— S ? T - 175013-18-0
Piraclostrobina i “l“}__as' A C1oH1sCIN3Os 387,80 DAF 1,28 3,99 3,96 1.9
Ci— ~ e
N— T o
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Formula Massa P.E. | Densidade Log Lo Soelrl:1b2idui\de Solubilidade
ANALITO ESTRUTURA Molecular Molecular (°.C). (g mLY) Kow Ko?: 200% em N° CAS
(g mol?) 9 20°C 1 Acetonitrila
(mg L?)
Hacﬁ
ch\o/CH\NH T
. . 1\ .
Pendimetalina o " CisH1oNsOs 281,31 330 1,17 520 4,24 0,33 40487-42-1
CH3
CHs
!?H
o] @ CH, —CH, —C — C(CH,),
Tebuconazol CH, Ci6H22CINsO 307,82 DAF 1,25 370 - 36 i 107534-96-3
N
st
CH3CH2CH2\ /CH2CH2CH3
N
NO2 NO» >1000 g Lt 1582-09-08
Trifluralina CisHiFsNsOs 33528 DAF 1,36 527 4,19 0,221 9 R
CF;

(-) Nao apresentou registro
(DAF) Decompde-se antes de Ferver



