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RESUMO

E crescente no mundo o uso de agrotoxicos e principalmente no Brasil, que
apresenta um consumo de aproximadamente 5,2 kg/habitante. Por esse motivo,
orgaos nacionais e internacionais (Codex, FAO e ANVISA) monitoram e
estabelecem critérios de avaliagdo para o controle da qualidade dos alimentos,
regulamentando os limites méximos de residuos (LMRS), restringindo e proibindo
0 uso desses produtos que podem causar efeitos nocivos a saude e ao meio
ambiente. A maioria dos métodos utilizados para quantificacdo de pesticidas em
alimentos séo realizados por cromatografia em fase liquida ou a gas,
empregando detector de massa, fluorescéncia ou arranjo de diodo. Neste
trabalho é proposta uma metodologia para quantificacdo de sete pesticidas
(carbendazim, tiabendazol, fuberidazol, carbofuran, flutriafol, carbaril e seu
produto de degradacao 1-naftol) em hortalicas utilizando extracdo QUEChERS e
cromatografia liqguida com detec¢cdo por arranjo de diodos. No processo
cromatografico foi empregado a eluicdo gradiente usando 0,014 mM de &cido
fosforico (eluente A) e metanol (eluente B): 40% de metanol por 3,5 minutos
atingindo a proporc¢éo de 55% de metanol aos 22 minutos, com vazao de 1 mL
min~ e uma temperatura de 35°C. Estes parametros cromatograficos, bem como
modelos de calibracdo, foram elaborados, otimizados e validados visando uma
analise livre de interferéncias nas amostras para atingir os LMR’s estabelecidos
pelos 6rgdos normalizadores nacionais e internacionais (INMETRO, ANVISA,
EUROCHEM, FAO e Codex). Foram quantificados 0,21 mg kg de carbendazim
e 0,31 mg kg de carbofuran na amostra de couve; 0,12 mg kg de flutriafol na
amostra de beterraba; 0,05 mg kg de fuberidazol e flutriafol na amostra de
tomate e 0,24 mg kg de carbendazim na amostra de pimentdo. E importante
ressaltar que, para as amostras quantificadas, a ANVISA permite apenas 0 uso
de flutriafol em tomate, com limite maximo permitido de 0,1 mg kg* e para as
demais amostras ndo ha autorizagdo para o uso desses agrotoxicos no combate

as pragas nas culturas dessas hortalicas.

Palavras chave: hortalicas, pesticidas, cromatografia em fase liquida,
QUEChERS, validagéo.
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ABSTRACT

The use of pesticide is increasing worldwide especially in Brazil, with a
consumption of approximately 5.2 kg/inhabitant. For this reason, national and
international regulatory agencies (Codex, FAO and ANVISA) monitor and
establish assessments criteria for the quality control of food, regulating the
maximum residue limits (MRLS), restricting and prohibiting the use of these
products that causes harmful effects to health and the environment. The majority
of the methods uses liquid or gas chromatography with mass detector,
fluorescence and/or diode array for quantification of pesticides in foods. This
paper proposes a methodology for quantifying seven pesticides (carbendazim,
thiabendazole, fuberidazole, carbofuran, flutriafol, carbaryl and its degradation
product 1-naphthol) in vegetables using QUEChERS extraction, without chean up
step, and liquid chromatography with diode array detection. In the
chromatographic procedure it was employed a gradient elution of 0.014mM
phosphoric acid (eluent A) and methanol (eluent B): 40% B for 3.5 minutes
reaching a ratio of 55% B at 22 minutes with a flow rate of 1 mL.min-! and a
temperature of 35°C. These chromatographic parameters and calibration models
were developed, optimized and validated aiming an analysis free of interference
and to achieve the MRLs established by the national and international standard-
setting organizations (INMETRO, ANVISA, EUROCHEM, FAO and Codex). It
was found 0.21 mg kg carbendazim and 0.31 mg kg carbofuran in cabbage
sample; 0.12 mg kg in beet flutriafol; 0.05 mg kg, fuberidazole and flutriafol in
tomato and 0.24 mg kg* carbendazim in green paprika. It is important to highlight,
that ANVISA allows only the use of flutriafol in tomato, with maximum permitted
limit of 0.1 mg kg* and for the other samples there is no authorization for the use

of these pesticides to combat pests on vegetables.

Keywords: vegetables, pesticides, Liquid chromatography, QUEChERS,
validation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracterizacao do problema

O uso de agrotéxicos na agricultura tem se tornado uma pratica constante
mundialmente, isso vem ocorrendo a fim de atender a grande demanda e oferta de
alimentos, principalmente de frutas e legumes [1-4]. A utilizacdo de produtos quimicos
de baixo custo, que aumentem a produtividade agricola e acentuem as caracteristicas
dos alimentos, vem chamando a atencado de instituicbes governamentais devido ao
seu uso inadequado e continuo, ocasionando danos a saiude humana e ao meio
ambiente [1-4].

A facilidade de obtencdo de substéncias quimicas para o controle de micro-
organismos patogénicos, assim como as diversas formas de aplicacdes e a falta de
critérios técnicos adequados sobre o manuseio, pode tornar-se uma fonte de
contaminacgao, pois sdo usados durante todo o periodo do plantio e também na pdés-
colheita, para garantir um melhor armazenamento [5].

Deste modo, organizac@es internacionais como a Comisséo Européia, Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a Food and Drug Administration
(FDA) estabelecem critérios de avaliacdes para o controle de qualidade dos alimentos
em relacdo a presenca e quantidade de agrotoxicos [6-8].

No Brasil, o controle desses agrotéxicos sé teve inicio em 2001 através do
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), coordenado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com intuito de avaliar a
gualidade dos alimentos naturais comercializados no varejo, contribuindo para a
seguranca alimentar, através do monitoramento dos limites maximos de residuos
(LMR) dos agrotéxicos [9-11].

Dentre as centenas de agrotoxicos produzidos e comercializados, alguns foram
proibidos ou restringidos mundialmente, devido aos seus efeitos nocivos a saude e ao
meio ambiente [12]. Uma importante etapa para a regulamentacao destas substancias
foi a Convencéo de Estocolmo realizada em 2001. Hoje cerca de 164 paises aderiram
ao protocolo visando a eliminagdo de substancias organicas que sao classificadas
como persistentes [13].

A regulamentacdo desses agrotoxicos é realizada segundo o grupo quimico e

qguanto a natureza da praga a ser controlada. Dessa forma, estudos estdo sendo
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realizados para o controle de pesticidas em diversas culturas, ndo s6 em relacdo as
altas concentracdes, mas também em relagdo a sua efetividade no tratamento da
praga. [1,3,14,14-16].

Segundo a literatura, os agrotoxicos, carbaril (1-nafti metilcarbamato),
carbendazim (metil benzimidazol-2-ilcarbamato), carbofuran (2,3-dihidro-2,2-
dimetilbenzofuran-7-ilmetilcarbamato), flutrialfol ((RS) -2,4'-difluoro-a- (1H-1,2,4-
triazol-1-ilmetil) benzidril &lcool), fuberidazol (2- (2-furanil) -1H benzidazol),
tiabendazol (2-(Tiazol-4-il benzimidazol), e 1-naftol (Naftalen-1-ol) sdo utilizadas em
diversas culturas, com propostas analiticas diferentes [2,16-25].

Para a andlise destes pesticidas em matrizes de vegetais, verduras e legumes,
geralmente aplica-se a cromatografia a liquido (LC) ou a gas (CG), acoplada a um
detector de massa (MS) [16-19], detector de arranjo de diodo (DAD) [2,20,21].
fluorescéncia (FLU) [22] ou captura de elétrons [23]. Outras metodologias analiticas
sdo estudadas como a detecc¢édo eletroquimica com biossensores [24] e eletroforese

capilar [25].
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1.2 Objetivo

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a quantificacdo de sete
pesticidas (carbendazim, tiabendazol, fuberidazol, carbofuran, flutriafol, Carbaril e seu
produto de degradacdo 1-Naftol) em hortalicas utilizando extracdo QUEChERS e

cromatografia a liquido com deteccéo por arranjo de diodos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Validar os modelos de calibracdo elaborados de acordo com os 6rgaos
normalizadores nacionais e internacionais (INMETRO, ANVISA, EUROCHEM);

e Atingir limites de quantificacdo iguais ou menores ao limite maximo estabelecido
pelos 6rgdos de monitoramento (ANVISA, FAO e Codex Alimentarius);

e Avaliar a eficiéncia da amostragem na extracdo QUEChERS, reduzindo a
guantidade de solvente;

e Avaliar a presenca de efeito de matriz e a seletividade da metodologia proposta.

e Avaliar o desempenho do modelo na predicdo de agrotoxicos nas amostras de
pimentdo, tomate, couve, alface, beterraba e cenoura,

e Avaliar a presenca de pesticidas ndo permitidos nas hortalicas.



FUNDAMENTACAO
TEORICA
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Agrotoéxicos

Os agrotoxicos, comumente chamados de pesticidas, sao utilizados para o
combate a piolhos, insetos, ervas daninhas desde a Grécia antiga, oriundos de
compostos inorganicos naturais e derivados de origem vegetal, que tinham o poder
de combater as pragas atraves do odor que exalavam [26-27]. A partir de 1940, houve
0 crescimento na producdao e utilizacao de agrotoxicos sintéticos, em destaque para o
dicloro-difenil-tricloro-etano (DDT), que era produzido para atender a variabilidade do
cultivo de alimentos [26-27].

A partir da década de 1950 o Brasil passou a ter novos recursos tecnologicos
passando a explorar ainda mais esses produtos agricolas com finalidade de controlar
as doencas e aumentar a producéo agricola [13].

Segundo a Lei Federal n° 7.802, Artigo 2, Inciso I, que trata sobre essa definicdo
no pais, diz que:

“Agrotéxicos e afins sdo o0s produtos e os componentes de processos fisicos,
quimicos ou biol6gicos destinados ao uso no setor de produc¢éo, armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas
nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes
urbano, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora
e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento” [28].

A mesma Lei também utiliza um critério de toxicidade desses produtos,
relacionados a dose letal 50 (DL50), que considera a quantidade de substancia téxica
gue produz uma mortalidade de 50% dos animais de prova, em condi¢cdes controladas
por um tempo de 24 horas [28].

A Legislacdo Federal regulamenta ainda, que os roétulos dos produtos
identifiquem, através de uma faixa de cor, que varia entre o vermelho, amarelo, azul
e verde, a intensidade de toxicidade [29]. A Tabela 1 mostra a classificacdo dos

agrotoxicos com relacao a toxicidade e a cor de identificacdo dos rotulos.
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Essas substancias devem ser utilizadas de acordo com a classe funcional para

cada propriedade metabdlica especifica dos organismos.

Tabela 1: Classe dos agrotéxicos em estudo de acordo com a natureza da praga controlada
e toxicidade. Adaptada de ANVISA [9, 30,31].

Agrotoxico Classe funcional Organismo Toxicidade
9 alvo DL50 (mg kg vivo)
) o Classe llI
Carbendazim Fungicida Fungos
50 - 500 mg kg
Carbaril Inseticida Insetos
Inseticida, Acaros,
o o . . Classe |
Carbofuran cupinicida, caricida | insetos,cupins,
. . <5 mg kg
e nematicida nematoides
) o Classe llI
Flutriafol Fungicida Fungos
50 - 500 mg kg
) o Classe llI
Fuberidazol Fungicida Fungos
50 - 500 mg kg
_ o Classe IV
Tiabendazol Fungicida Fungos
500 - 5000 mg kg
1-Naftol Metabdlito- (produto de degradacdo do Carbaril)

Outros grupos importantes no combate a pragas e microorganismos
compreendem:

a) Raticidas (dicumarinicos): utilizados no combate a roedores;

b) Molusquicidas: acdo de combate a moluscos, basicamente contra o caramujo

da esquistossomose;

c) Bactericidas: acdo no combate as bactérias;

d) Algicida: utilizado para arganismos como algas;

e) Avicida: combate a acdo dos passaros

2.1.1 Classificacdo Quimica
Os agrotéoxicos sao agrupados em substancias de classes orgéanicas e
inorganicas, entre as que possuem estruturas moleculares semelhantes e de acordo

com as propriedades metabdlicas. As trés maiores classes funcionais sao fungicidas,
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inseticidas e herbicidas [30-31]. A Tabela 2 apresenta os principais grupos quimicos

no qual esses trés principais grupos estao inseridos.

Tabela 2: Grupos quimicos das trés principais classes dos agrotoxicos. Adaptada de [4,9,30].

Classe Grupos Quimicos
Organoclorados
Organofosforados
Inseticidas
Carbamatos

Piretréides sintético

Dinitrofendis e pentaclorofenol

Herbicidas Fenoxiacéticos
Dipiridilos
Ditiocarbamatos
Fungicidas Fentalamidas
Triazois

Outros agrotéxicos podem ainda ser classificados em grupos quimicos, como
hexaclorobenzeno, difendis, trifenil, benzimidazol, cloroacetamidas, dinitroanilinas.
[30]

Os analitos em estudo, foram classificados quanto ao grupo quimico e a

modalidade de emprego no uso agricola.

2.1.1.1 Carbendazim-(metil benzimidazol-2-ilcarbamato)

E um fungicida altamente persistente, pertence ao grupo quimico benzimidazol,
usado para o controle de doencas em frutas, graos e vegetais [10]. Atualmente
esta registrado pela ANVISA com aplicacdes foliar em culturas de algodéo, citros,
feijdo, maca, soja e trigo e na utilizacdo em sementes de algodao, arroz, feijao, milho
e soja [10].

Para o Codex Alimentarius, codigo internacional de alimentos [32], essa mesma
substancia pode ser usada em 48 culturas de graos, frutas e vegetais, com LMRs

definidos para cada uma.
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A aplicacdo desse agrotoxico nas hortalicas estudadas ndo € permitida de acordo
com os 6rgaos normalizadores, no entanto, de acordo com os relatérios emitidos pelo
PARA é possivel quantificar esse analito em alimentos comercializados [10]. A Figura

1 apresenta a férmula estrutural do carbendazim.

H
N

N/>—NHCOQCH3

Figura 1: Formula estrutural do carbendazim. Adaptado de [9,10].

2.1.1.2 Carbaril-(1-naftil metilcarbamato)

E um inseticida pertencente ao grupo quimico dos carbamatos, com estabilidade
quimica em condi¢cfes &cidas, mas sofre um processo de hidrélise em pH alcalino,
temperaturas elevadas ou fotolise, dando origem ao 1- naftol. [33]. A Figura 2 mostra
a hidrdlise do Carbaril a 1- naftol.

O

B

s
o NH
OH
_ + H;C——NCO

Figura 2: Representacdo da hidrdlise do carbaril & 1- naftol. Adaptado de [33].

E utilizado com aplicacéo foliar em culturas de abacaxi, abdbora, algod&o, alho,
banana, batata, cebola, couve-flor, feijao, maca, pastagem, pepino, repolho e tomate
[10].

2.1.1.3 Carbofuran-(2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7- ilmetilcarbamato)
Pertence a classe funcional de inseticidas e grupo quimico metilcarbamato de
benzofuranila [9,10]. Esta registrado no Codex a utilizagdo em diversas culturas,
desde gréos de café, milho, carnes, tubérculos e frutas [32].
Para a ANVISA, sua aplicacao é feita em solo nas culturas de algodao, amendoim,
arroz, banana, batata, café, cana-de-acucar, cenoura, feijdo, fumo, milho, repolho,
tomate e trigo [9]. A Figura 3 apresenta a formula estrutural do carbofuran.
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OCONHCH;
| O _CH;,
CHs

Figura 3: Formula estrutural do carbofuran. Adaptado de [9,10].

2.1.1.4 Flutriafol-((RS)-2,4'-difluoro-a-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil) benzidril
alcool).

Utilizado para o combate a fungos, € um agente pertencente ao grupo quimico do
triazol, com muitas modalidades de aplicacdo no Brasil. Segundo ANVISA sua
aplicacdo pode ser realizada em culturas de banana, batata, café, cana de acucar,
soja, trigo, feijdo, entre outras aplicacbes que também podem ser vistas no cédigo
alimentar internacional [9].

E importante observar que os LMR’s permitidos n&o s&o os mesmos para o PARA
e 0 Codex, devido a estudos de restricbes e refinamento na avaliacdo de risco,
podendo ser modificado de acordo com a utilizagcdo, exposicao, efeitos adversos,
entre outras causas. A formula estrutural do flutriafol esta representado na Figura 4.

HO F
O

H2CI2
N,
( NH
N—/
Figura 4: Formula estrutural do flutriafol. Adaptado de [9,10].

2.1.1.5 Fuberidazol- (2- (2- furanil)-1H benzimidazol)

Pesticida que atua no combate a fungos, pertencente ao grupo dos compostos de
benzimidazol, é utilizado no tratamento de sementes para o cultivo de cereais, inibindo
a mitose dos fungos, atuando no controle de Fusarium ssp, um fungo que esta
presente no solo e contamina os vegetais, ndo sendo autorizada a utilizacado desse
produto no Brasil [34,35].
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Mesmo ndo havendo autorizacdo, ainda sao registradas ocorréncias da utilizacéo
desse agrotoxico nos relatérios emitidos pelo PARA [10]. A Figura 5 apresenta a

formula estrutural do fuberidazol.

Figura 5: Formula estrutural do fuberidazol. Adaptado de [32].

2.1.1.6 Tiabendazol- (2- (tiazol- 4- il) benzimidazol).

Fungicida sistémico com acdes de protecdo e curativa, possui diversas
modalidades de emprego, seja foliar em abacaxi, banana, citros, maméao, pimentao,
em sementes de arroz, tubérculos, feijao, girassol ou no pés colheita, em culturas de
abacate, mam&o, manga, meldo, além de outros cultivos [9,34].

No Codex Alimentarius possui registro para aplicagdo em 15 culturas, sejam elas,

frutas, vegetais, e produtos de origem animal [32]. A Figura 6 mostra a férmula

N N\
Iy
:

Figura 6: Formula estrutural do tiabendazol. Adaptado de [9,32].

estrutural do tiabendazol.

Na Tabela 3 estédo listados resumidamente os agrotdoxicos autorizados para as
culturas em estudo, assim como seus niveis de concentracdo permitido por
organizacdes nacionais, como o PARA e pela as internacionais, como o Codex e a
Comisséo Europeia [10,32,6]. A utilizacdo desses pesticidas € avaliada e permitida de
acordo com os efeitos adversos, exposicéo dietética e ocupacional, podendo ou nao

sofrer alteracdes mediante a coleta e analise dos dados.



Tabela 3: Limites maximos de residuos permitidos para o PARA e o Codex. Adaptada de [10,

32].
Vegetais PARA CODEX
_ ) _ Carbaril (5mg Kg?)
Pimentao Tiabendazol (2 mg kg™)
Flutriafol (1mg Kg?)
Carbendazim (5 mg Kg?)
Alface NA
Carbofuran (5mg Kg?)
Carbaril (0,2 mg Kg?)
Cenoura Carbofuran (0,5 mg Kg?)
Carbofuran (0,5 m Kg?)
Carbendazim (0,1 mg Kg?)
Beterraba NA
Carbofuran (0,1 mg %)
Couve NA NA
Carbendazim (0,2 mg kg™?) Carbendazim (0,5 mg Kg?)
Carbofuran (0,1 mg Kg?) Carbofuran (0,5 mg Kg*)
Tomate
Carbaril (0,1 mg Kg™)
: Carbaril (5 mg Kg™)
Flutriafol (0,1 mg Kg™)

A Comissdo europeia, através do um regulamento (CE) N° 396/2005 do
parlamento europeu e do conselho, fixa que os teores maximos de residuos de
pesticidas sobre produtos de origem vegetal, incluindo frutas e hortalicas, seja de 0,01
mg Kg* [6].

2.1.2 Riscos a saude no uso de agrotoxicos.

Como visto anteriormente, os agrotéxicos sao substancias quimicas, ou produtos
bioldgicos, que possuem objetivos de inibir, combater e dificultar o desenvolvimento
de microrganismos patogénicos indesejaveis [12,30]. Assim como atuam em
processos vitais, ha a necessidade de pesquisas que investiguem os impactos do seu
uso com relacdo a exposicao ocupacional e também quanto a carga quimica que 0s

alimentos sofrem.



30

Entre as causas de riscos a saude referentes ao uso de agrotoxicos, a maioria
esta relacionada a exposicdo e ao descumprimento das normas de segurancga para
sua aplicacao [36-38].

Em 2014 o Brasil consumiu em média 5,2 kg de agrotdxicos por habitante, o que
o torna o maior consumidor desses insumos. Por isso 0rgdos nacionais estao
pesquisando e alertando sobre a utilizacdo demasiada desses agrotoxicos [38].

Em abril de 2015, o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), alertou sobre 0s riscos a saude que a exposi¢cao crénica a esses praguicidas
em alimentos naturais pode causar. Espasmos, vomitos, diarreias, infertilidade,
impoténcia e o desenvolvimento do cancer, sdo os problemas oriundos dessa

exposicao [39].

2.2 Alimentos

Uma boa saude depende da alimentacao, por isso é importante saber a origem
dos alimentos e a qualidade bioldgica, que é influenciada pela maneira como 0s
alimentos séo produzidos [40]. Na maioria das vezes nao sabemos a procedéncia dos
alimentos, nem as caracteristicas fisicas, sensoriais, bioldégicas e quimicas, que
influenciam na apreciagéo do alimento em diversas formas [40].

As hortalicas sao plantas herbaceas cultivadas em hortas, sendo ela organica ou
nao, dos quais algumas partes sdo utilizadas como alimento em forma natural [40].
S&o popularmente conhecidas como verduras e legumes, mas possuem diferenca em
sua classificacdo botanica. Sdo dividas em: folhas, sementes, tubérculos e raizes;
bulbos, flores, frutos e caule. [40]

Para esse trabalho foram selecionadas hortalicas com diferentes classificacées
boténicas, onde a aplicacdo de agrotoxico varia de acordo com o modo genérico das
partes comestiveis. A beterraba e a cenoura, que podem ser classificados como
raizes, couve e alface, que sdo consideradas verduras, e dois frutos, pimentédo e
tomate, classificados como legumes. Essas hortalicas sdo as mais contaminadas com
agrotoxicos nao autorizados para seu cultivo ou com ingredientes com LMR acima do
permitido para a cultura [11]. A Figura 7 mostra o nivel de contaminacao dos vegetais
em estudo, no relatério do PARA de 2010 a 2012.
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1

90%? 45%3 33%?2

32,6%' 31,9%' 16%>

Figura 7: Nivel de contaminag&o das amostras analisadas no Brasil em 2010 a
2012. Adaptado de [9,10]. Dados obtidos do PARA em 2010(1), 2011(2) e 2012(3).

Os alimentos a serem monitorados no PARA sé&o escolhidos de acordo com a
Pesquisa de Orcamento Familiar e de acordo com a incidéncia do uso de agrotoxicos
nas culturas, com isso, as avaliacbes dos resultados subsidiam os 6érgaos
normalizadores a decidir sobre as restricbes desses ingredientes ativos [9,10]. Por
esse motivo, a porcentagem dos alimentos contaminados mostrado na Figura 7, foram
avaliados entre os anos de 2010 a 2012.

Para identificacdo e quantificacdo desses residuos em matrizes alimentares,
geralmente € utilizada uma das técnicas mais bem difundidas e aplicadas na Quimica

Analitica, a cromatografia [2,16-23].

2.3 Métodos Cromatograficos

A cromatografia € um processo fisico-quimico de separag¢do dos componentes de
uma mistura, que sao distribuidos entre as fases mdvel e estacionaria. Existem
mecanismos para que a separacao ocorra, podendo ser ele fisico, quimico ou
mecanico.

Os principais processos de separacdo sao de adsorcao, particdo, troca ionica,
exclusao, bioafinidade, gasoso, entre outras técnicas que diferenciam em sua fase
movel. Esses processos foram evoluindo, afim de obter melhores resultados.
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E possivel classificar os principais métodos cromatograficos, quanto a forma

fisica, sejam eles com fases estacionarias ou moveis, liquidas, sélidas ou gasosas

[41]. A Figura 8 representa em fluxograma as principais técnicas cromatograficas.
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Liquipo
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Figura 8: Fluxograma com a representacdo das principais técnicas cromatograficas.

Adaptado de [41].

2.3.1 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance

Liquid Chromatography) € um tipo de cromatografia que emprega em sua fase

estacionéria (fase ligada) colunas recheadas com materiais que possibilite realizar

analises sob alta pressao [41].

Para atingir melhores resolu¢cdes a quimica dos materiais avancou e tecnologias

em colunas foram sendo desenvolvidas a fim de aumentar a area superficial de

contato, a simetria e a reprodutibilidade das particulas quimicamente modificadas. Ao

reduzir o tamanho das particulas de silica pode-se ter um ganho de resolucéo

consideravel devido ao aumento do numero de pratos tedricos [41,42].
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Na fase estaciondria destaca-se a fase reversa, onde empregam-se cadeias
alquilas mais longas como Ocitil (C8) e octadecil (C18), que estdo quimicamente
ligadas a silica, proporcionando melhor afinidade com compostos apolares [42].

Assim como na quimica dos materiais, outras caracteristicas no equipamento para
cromatografia em fase liquida foram sendo otimizados, como o sistema de bombas de
alta presséo, que envie fluxo reprodutivel, principalmente quando a fase estacionaria
possui tamanhos de particulas pequenas [41-43]. O sistema de injecao das amostras,
considerado um fator determinante na precisdo das medidas pois estdo relacionadas

na reprodutibilidade com a qual as amostras podem ser introduzidas na coluna [41,43]

2.3.2 Detectores em Cromatografia Liquida

O detector € um dispositivo que responde a presenca de componentes e emite
um sinal elétrico, medindo propriedades fisicas ou fisico-quimica da amostra ou
solucdo, geralmente diretamente proporcional a concentracdo do constituinte de
interesse, em funcao do tempo [41-43]].

Para obter resultados satisfatérios para as condi¢cbes analiticas de contorno é
preciso que o detector possua sensibilidade, boa estabilidade e reprodutibilidade,
seletividade, boa resposta linear, similaridade na resposta, expressas pelos
parametros de desempenho analitico, além de rapidez e integridade da amostra [41-
44].

Existem diversas classes de detectores como o0s fotométricos,
espectrofotométricos com arranjo de diodo (DAD), indice de refracédo, fluorescéncia,
além de espectrdmetro de massa e eletroquimicos [43].

Os mais utilizados para a cromatografia a liquido sdo os de DAD, espectrometro
de massa e os de fluorescéncia, que possuem a capacidade de determinar espécies
em diferentes comprimentos de onda na regidao UV/Vis; os de fluorescéncia que
permite a escolha de filtros que selecionem comprimentos de onda de excitacdo ou
emissao, assim como em espectros de massa, onde séo levados em consideragao a
ionizacdo da molécula, gerando como resposta a razdo massa/carga [41].

O detector DAD possibilita a analise em diferentes comprimentos de onda, pois
toda a luz da fonte passa pela cela do detector. A luz emergente é dispersa por uma
grade hologréfica, e todos os comprimentos de onda resultantes séo focalizados sobre
uma fila de fotodiodos [41-43]. Sdo detectores de facil operacdo, apresentam boa
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sensibilidade, relativamente insensiveis ao fluxo (compativel para eluicdo com

gradiente), e a mudancas de temperatura da fase movel e de baixo custo.

2.3.3 Preparo da Amostra

A separagao dos constituintes presentes em uma matriz torna-se uma tarefa
ardua, tendo em vista que ha uma infinidade de substéncias presentes em uma
amostra. [5].

Deste modo o ponto chave para obter resultados satisfatorios, especialmente em
matrizes muito complexas € através de técnicas que reduzam ou eliminem os
interferentes em uma analise e que ndo comprometam a exatiddo do método [42].

Esse processo requer uma série de operacfes para que a andlise seja realizada,
desde a reducdo do tamanho das particulas, extracdo, pré-concentracdo ou diluicdo
e limpeza, até o momento da analise [42].

Em especial, para o0 monitoramento de pesticidas em alimentos € necessario que
0s métodos analiticos sejam eficientes, principalmente no que diz respeito a técnica
de extracdo, devido a necessidade de analisar varios residuos de classificacfes
diferentes em um mesmo procedimento analitico. Essas metodologias séo conhecidas
como método de multirresiduos e sdo realizadas para alcancar uma melhor
seletividade e sensibilidade, fatores indispensaveis para obter resultados precisos [41-
42].

Existem diversos procedimentos de preparo de amostra de alimentos para analise
por cromatografia, como a extracéo liquido-liquido (LLE, liquid-liquid extraction), que
consiste na utilizacdo de dois solventes imisciveis, ou seja, duas fases particionadas,
uma contendo o analito de interesse e outra fase que serd colocada para a
transferéncia do soluto de acordo com a solubilidade [41]. A desvantagem dessa
técnica € o grande consumo de solventes organicos, pois para aumentar a eficiéncia
da extracéo, geralmente sdo realizadas sucessivas particées, por isso outras técnicas
foram sendo desenvolvidas.

A extracdo em fase solida (SPE, solid phase extraction), consiste em um
mecanismo de separacao liquido-solido, baseado na cromatografia liquida, onde uma
fase estacionaria em uma coluna aberta, denominada de cartucho de extracdo é

utilizado, o liquido contendo o analito de interesse é aspirado com ajuda de vacuo,
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deixando o analito retido no cartucho, sendo eluido com uma quantidade de solvente
proporcional a concentracdo desejada [41,42,44].

A microextracado em fase liquida (LPME, liquid-phase microextraction) que surgiu
a partir da LLE, e € uma combinacéo de técnicas a fim de reduzir a desvantagem do
gasto de reagentes [46].

A microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, dipersive liquid-liquid
extraction) baseia-se em um sistema ternario, onde sdo levados em consideracdo a
solucdo aquosa, um solvente extrator e um solvente dispersor. Para a realizacao
eficiente da extracdo, a escolha dos solventes é de fundamental importancia, pois o
solvente dispersor devera ser miscivel nas duas fases, extratora e aguosa, assim
como o solvente extrator devera ser imiscivel na fase aquosa. Essa diferenca na area
superficial do solvente extrator e a solucdo aquosa é extremamente grande, sendo
capaz de realizar a transferéncia do analito de interesse para a fase organica,
atingindo rapidamente o equilibrio formado [47-51]. A Figura 9 representa de forma

simplificada o processo da microextracao liquido-liquido dispersiva.

= “‘"ﬁ]nﬂ]'\ i
—
]||n||||||l\\;u||nn\
—_—

1 2 3 4

Figura 9: Representacdo da microextracdo liquido-liquido dispersiva.l- Solugdo aquosa
contendo o analito. 2.- Adicdo dos solventes extrator e dispersor e posterior
homogeneizacdo para a transferéncia do analito. 3- Centrifugacdo da solucédo para a
sedimentacédo da fase de interesse. 4- Retirada da fase sedimentada. Adaptada de [47.49].

2.3.3.1 Extragéo liquido-liquido com dispersdo em fase solida -QUEChERS
O QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe, do inglés,

rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro), apresenta com boa recuperacao para

uma ampla quantidade de pesticidas de diferentes polaridades [14-16,18, 19, 52-53].



36

O método inicialmente proposto em 2003, denominado também de extracdo
liquido-liquido com particdo em fase solida, foi descrito para contornar as dificuldades
do método de anélise de multirresiduos possibilitando a identificacdo e quantificacéo
de residuos de agrotoxicos em alimentos [54].

Anastassiades e colaboradores propds, que a amostra fosse triturada e
homogeneizada para a devida extracdo com acetonitrila, este miscivel em solucdo
aguosa, requerendo a adicdo dos sais sulfato de magnésio anidro (MgSOa) e cloreto
de sddio (NaCl) para particado das fases, seguida da retirada da fase de interesse [54].
Outros procedimentos foram sendo desenvolvidos, a fim de obter melhores
percentuais de recuperacgao.

O método oficial da Association of Official Analytical Chemist (AOAC) adotado em
2007, considera a adicdo de acido acético, a fim de realizar uma etapa de
tamponamento, que diminuiria o0 pH da solucdo extratora, facilitando a particdo e
precipitacdo das substancias solUveis em agua, por altas concentragbes de sais
(salting out) [54,55]. Em seguida foi lancado o método de referéncia da Unido
Européia, que utiliza em sua metodologia o particionamento realizado por citrato de
sédio dihidratado e hidrogenocitrato sesquihidratado de sédio para o efeito
tamponante mantendo o pH entre 5 e 5,5 possibilitando a extracao de agrotoxicos com
carater acido [56].

Existem diversas formas de realizar a extracao pelo método QUEChERS, tendo
como solvente extrator a acetonitrila que promove a extracdo em fase Unica e
possibilita uma menor extracdo de componentes lipofilicos, provenientes da amostra,
como cera e gorduras [57].

A adicdo de sais € realizada para promover o salting out e a particdo das fases
em aquosa e organica. O sulfato de magnésio possui capacidade para formacéao de
uma reacao exotérmica, que favorece a extracdo de compostos apolares e a
separacao das fases aquosa e organica, enquanto o cloreto de sodio ou acetato de
sédio, sdo utilizados para saturar a fase aquosa garantindo melhor recuperacdo do
analito [55-59].

Outro processo do método QUEChERS é a etapa de limpeza (clean-up), que
garante que os componentes da matriz alimentar ndo fiquem aderidos na coluna,

alterando a resposta do sistema.
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Atualmente utilizam para o clean up, a extracdo em fase solida dispersiva (do
inglés Dispersive Solid Phase Extraction- D-SPE), que utilizam C18 ou PSA
(etilenodiamina-N-propil, uma amina primaria/secundaria do inglés, primary secondary
amine), juntamente com MgSOs4, que retém interferentes da matriz e removem
residuos de agua, diminuindo a polaridade e facilitando a precipitacéo de coextrativos
polares [55-57].

A Figura 10 mostra as etapas das técnicas de extracao original, as realizadas pela

AOAC e pela Unido Européia.

QuEChERS QuEChERS QuEChERS
Original AOAC 2007.01 EN 15662
10 g da amostra 15 g da amostra 10 g da amostra
EXTRAGAO 10 mL de 15 mL de 10 mL de
acetonitrila acetonitrila acetonitrila
4 g de MgSO,
PARTICAO 4 g de MgSO, 6 g de MgSO, 1g de NaCl
19 de NaCl 1,5 g de CH;COONa 1 g C¢HsNa,0,
0,5 g CgHeNa,0,.H,0
1mL do 1mL do 1mL do
LIMPEZA b sobrenadante sobrenadante sobrenadante
150 mg de MgSO, 150 mg de MgSO, 150 mg de MgSO,
25 mg PSA 25 mg PSA 25 mg PSA

Figura 10: Representacdo das etapas das técnicas de extragbes iniciais e as
realizadas pela AOAC e Unido Europeia. Adaptado de [54-57].

A partir do desenvolvimento das condigbes cromatograficas e otimizacéo da forma
de extracdo, uma outra etapa fundamental é o tratamento dos dados obtidos e a
realizacdo da validacdo da metodologia desenvolvida, garantindo que o método

desenvolvido é confiavel e representa qualidade nas medicdes.

2.4 Calibragdo Univariada

A calibragdo € um processo que relaciona uma propriedade medida
instrumentalmente a outra que ndo pode ser medida por um instrumento. Na Quimica
Analitica, a propriedade que se pretende mensurar, geralmente, € a concentracéo de

uma espécie quimica [60].
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Para realizar uma calibrag&o univariada, relaciona-se uma Unica resposta variavel
com a concentracdo de um padréo, essa variavel pode ser absorbancia, intensidade
de corrente, a area de um pico cromatografico, entre outras. Com essas respostas,
pode-se obter uma relacdo a partir de uma funcéo analitica, representada por um perfil
de medidas previamente realizadas, relacionadas com o analito [60].

Para construir um modelo de calibracdo, deve-se registrar o sinal ao menos de
cinco padrdes com concentracfes distintas e ajustar um modelo, geralmente linear,
por minimos quadrados [63]. Assim sendo, na Quimica Analitica, calibrar é definir
experimentalmente os coeficientes de uma equacdo matematica que correlacione a
propriedade mensuravel pelo instrumento ao valor de concentracdo da espécie
quimica [60,61].

Com a construcao da curva analitica é possivel inferir se 0 modelo proposto possui
precisao, aplicabilidade e exatiddo. O modo mais empregado para a correlacao entre
a curva obtida e os valores pretendidos é através da estimativa dos métodos dos
minimos quadrados, descrita pela Equacéo 1, que representa matematicamente uma
relacao linear entre uma variavel dependente y (absorbancia) com a independente, x
(concentracdo) e Bo e B1 séo, respectivamente, os coeficientes linear e angular

ajustados por minimos quadrados [60].

y = by + bx (1)

A analise de variancia (ANOVA - Analisys of variance) é utilizada para avaliar
estatisticamente a confiabilidade do modelo. Na ANOVA, analisa-se a significancia da
regressao e da falta de ajuste, devendo ser estatisticamente significativo para a
regressao e nao ser significativo a falta de ajuste, que € avaliado com um teste F [60].

O teste F identifica a significancia de variagdo entre as médias quadraticas como
mostrado na Tabela 4. Para definir a falta de ajuste deve-se ter ao menos um ponto
medido em triplicata auténtica, pois s6 assim pode-se inferir qual a parte do residuo é

relacionada apenas ao erro puro e qual parte é referente a falta de ajuste [60-61].
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Tabela 4: Equagbes para ANOVA. Adaptado de [60].

.. Graus de Ly " Os
Fonte Soma Quadréatica Liberdade Média Quadratica
R 5 S — i _ 2 -1 _ SQreg
egressao Qreg - nl[(:VEi :Vm] b MQreg - (P — 1)

Residual SQ, = ZZ[yij — e)il? n—p MQy, = SQre/(n — D)

Falta de

SQrqi
S .= E v, — v. .12 — M . —C¢faj
Ajuste Qfa] nl[Yel ylm] m-—p Qfa] (m _p)

S
Erro Puro | SQ.p = ZZ()’U ~ Yim)® n—m MQp = Qer (n—m)

indices i e j indicam o nivel da variavel x, e as repeticbes de cada nivel x, respectivamente,

p, esta relacionada ao nimero de parametros avaliados, n, ao nimero de medidas, m , o
namero de niveis distintos da variavel. Dessa forma para o nivel i, pode-se ter varias

repeticdes, sendo representados por n;.

Dessa forma, consegue-se avaliar se o modelo é robusto, através das médias
quadréticas que levam em consideracdo o numero de graus de liberdade que cada
termo adicionado a equacao gera. Assim, é possivel inferir que quanto maior a razéo
entre a média quadratica da regressao (MQ,.4) € a média quadratica residual (MQ,.),
melhor é o modelo.

Com essas analises, também é possivel compreender sobre o coeficiente de
correlacdo gerado pela reta do modelo proposto, de forma que pode ser explicada
pela razao entre a soma quadratica da regresséo e a soma quadratica total, além de
outros de testes estatisticos que podem ser comparados a fim de avaliar a capacidade
preditiva, como o teste F [60].

O valor do F calculado através da relacdo da média quadratica da regressao
(MQ,.g4) € do erro puro (MQ,,), deve ser maior que o valor de F critico (tabelado) a
95% de confianca [60].

E para um modelo bem ajustado o valor de F, calculado através da relacdo da

média quadratica da falta de ajuste (MQy,;) e do erro puro (MQ,,), deve ser menor

que o tabelado, também a 95% de confiancga.
Além de avaliar os parametros gerados pela regressao linear do modelo, deve-se
ter a preocupacéao de levar em consideracao se a metodologia desenvolvida apresenta

robustez, demonstrando que o método proposto é apropriado para a finalidade de
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identificar e quantificar o que se pretende determinar. Esse processo € denominado
de validag&o ou analise dos parametros de desempenho analitico. Para esses estudos

existem 6rgdos que regulamentam e normalizam essas praticas.

2.5 Parametros de desempenho analitico

O processo de validacdo é um indicativo de que a técnica analitica empregada
possui confiabilidade nas medidas e nos modelos estatisticos envolvidos no
processamento.

No Brasil, os 6rgdos que normalizam s&@o o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade e Tecnologia (INMETRO) com seu documento (DOQ-
CGCRE-008, de marco/2003) [62] e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) com a resolucdo (RE n° 899, de 29/05/2003) [63]. Outros o6rgaos
internacionais como o International Standard Organization (ISO) [64], American
Society for Testing and Materials (ASTM) [61], EUROCHEM/CITAC [66] também
estabelecem condicbes para promocdes da pratica, assegurando que as
caracteristicas do método desenvolvido possuem desempenhos que atendam aos
requisitos para operacdes analiticas pretendidas [66].

Os estudos como precisao, linearidade, limite de detecc¢éao, limite de quantificagéo,
exatiddo, seletividade, sensibilidade sao conhecidos como parametros de
desempenho analitico e produzem informacBes sobre o comportamento geral e

individual dos fatores que podem influenciar na estimativa da incerteza [66-68].

2.5.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade de determinar uma espécie de interesse diante de
uma matriz que contenha analitos que nao séo de interesse [66]. Em cromatografia,
pode ser interpretada como a capacidade do método em distinguir o sinal do analito
de interesse na presenca de interferentes que respondem no mesmo tempo de
retencdo e que podem causar desvio (aumento ou dimui¢cdo) do sinal atribuido a
amostra [66-68].

E analizada pela comparac&o entre os espectros obtidos em amostras e padrées
puros, de forma que demonstre maior pureza nos picos, e semelhanca nos tempos de

retencéo e perfil espectral.
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Outra maneira de avaliar a seletividade é realizando a comparagéo entre a matriz
sem adicdo de padrdo e com adicdo de substancia padrédo quando ndo é possivel

obter a matriz isenta do analito [68].

2.5.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método analitco correlacionar o sinal
obtido aos niveis de concentracfes do analito de forma linear. A linearidade pode ser
inferida pelo coeficiente de correlacdo R, que consegue descrever a variagdo em vy,

através do coeficiente de regressao, denominado de “b”, e o intercepto “a” [68].

Para obtencdo da curva de calibracdo cada 6rgdo normalizador recomenda que
certos numeros de niveis de calibracdo sejam analizados, podendo assim obter-se 0
coeficiente de correlagdo linear. A ANVISA recomenda que a linearidade seja
determinada por, no minimo, cinco concentracdes diferentes, com critério minimo de
correlacdo de R=0,99. Ainda, estabelece que sejam descritas a faixa de trabalho, a
equacao matematica e a regressao linear da curva [63]. Para a EUROCHEM/CITAC
[66], a faixa linear deve conter de seis a quinze niveis de concentracdo, e examinar
se existem valores atipicos que reflitam no critério de correlagdo. Uma forma de avaliar
se as amostras se comportam de forma a contribuir para uma regressao € através da
avaliacdo dos residuos de concentracdo, devendo estar aleatoriamente distribuidos

ao longo da linha de regresséao [60].

2.5.3 Limite de Deteccéo

O limite de deteccdo (LOD do inglés, limit of detection), normalmente é
determinado para estabelecer a menor concentracdo que um método consegue
detectar, podendo ser calculado através da relacdo sinal ruido ou pelo método
baseado em parametros da curva analitica, que pode ser estimado com base na

Equacéao 4:
LOD =33x 2 (4)

Onde s € dado pelo desvio padrédo das medidas do branco e, S é o coeficiente
angular estimado pela curva analitica. Para calcular esse pardmetro sao realizadas
replicatas do branco ou da menor concentragédo do limite de detecgdo. O INMETRO

recomenda que sejam realizadas 7 replicatas para a determinac¢ao do LOD, ja o guia
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europeu (EUROCHEM) recomenda que sejam realizadas 10 repeticbes do
branco[62,66].

2.5.4 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo (LOQ do inglés limit of quantification) é dado pelo nivel
mais baixo em que um analito possui relacao sinal ruido suficiente para que seja
possivel a sua quantificacdo no detector, com um desempenho que garanta a precisao
e a exatiddo do analito [66]. Da mesma forma do LOD, o LOQ também pode ser
estimado pelos mesmos parametros. A Equacédo 5, mostra como o célculo parao LOQ
pode ser realizado.

LOQ = 10 xg (5)

2.5.5 Precisao

Outro parametro que deve ser levado em consideracdo para validacdo € a
avaliacdo da precisdo do método, que representa as dispersbes nas condi¢cdes
experimentais, podendo ser mensurada pelo desvio padrdao absoluto (s) de medidas
replicatas [66]. A precisdo deve ser considerada em trés niveis: repetitividade,
precisao intermediaria e reprodutibilidade. Também pode ser expressa através da
estimativa do desvio padréo relativo (RSD) ou coeficiente de variacdo, representado

pela Equacéo 6 [61,65].
RSD(%) ou CV (%) = > x 100 ©)

O coeficiente de variagdo maximo aceitavel para esse parametro ndo deve
utrapassar 5% [63].

Outra forma de avaliar a precisdo do método é pela analise do desvio padréo
e o teste t, que permite que o analista decida sobre a diferenca significativa entre as
medidas de um mesmo dia, a um nivel especificado, ou medidas em dias alternados,
sempre levando em consideracdo o numero de graus de liberdade. A EUROCHEM

leva em consideracéo a equacao 7 para o calculo da preciséao (r) [66].
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r=vV2xtxs )

Onde V2 reflete a diferenca entre duas medicdes e t € o valor de Student,

relacionado ao numero de graus de liberdade a um nivel de confianca de 95%.

2.5.5.1 Repetibilidade

A repetibilidade € uma medida da variabilidade, devendo ter a menor variagao dos
resultados, realizados por um Unico analista, em um mesmo equipamento e em um
curto espaco de tempo [63-66].

A ANVISA recomenda que sejam realizadas nove repeticdes, podendo haver trés
niveis de concentracao, baixa, média e alta medidas em triplicata [63].

Para o guia europeu, as medidas também podem ser realizadas pelo mesmo
analista, em um mesmo equipamento, em um curto espaco de tempo e com a
realizacdo de seis a quinze replicatas para o mesmo nivel. Outras condi¢Bes, como
diferentes analistas ou diferentes equipamentos também sdo levados em
consideracéo pela EUROCHEM [66].

2.5.5.2 Precisao Intermediéria

Com o mesmo procedimento realizado para repetibilidade, a preciséo
intermediéria é realizada pela concordancia dos resultados obtidos em diferentes dias,
no mesmo laboratério, sendo representada pela concentracdo média obtida, assim
como a estimativa do desvio padrdo e o coeficiente de variagdo obtido com
experimentos em diferentes dias. A ANVISA recomenda que sejam realizadas

medidas em, no minimo, dois dias diferentes e com analista diferente [63].

2.5.6 Exatidao

A exatidao é a proximidade dos resultados obtidos comparados a resultados de
referéncia [62]. Trés abordagens podem ser realizadas quando queremos expressar
a extadido de um método analitico: analise de materiais de referéncia, testes de
recuperacdo utilizando amostras enriguecidas com niveis de concentracfes
conhecidas ou comparacao dos resultados obtidos com outros métodos analiticos
[66]. A Equacdo 8 mostra como € calculado o teste de bias ou a recuperagdo nas

amostras reais.
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X

R(%) =—— x100 ®)

ref

Onde, X é amédia das amostras fortifocadas e X,., o valor de referéncia, dado

como um valor real ou um valor verdadeiro convencional.

Os valores individuais de recuperacdo possuem um intervalo de aceitabilidade
com uma faixa de 70 a 120%, devendo ser avaliada em funcédo da concentracédo do
nivel de fortificacdo [63]. Em geral, observa-se que quanto menor o nivel de
concentragéo avaliado, maior a probabilidade de se obter uma menor recuperagao.

2.5.7 Efeito Matriz

As amostras podem sofrer interferéncia que afetam o desempenho das
medidas, podendo acarretar no aumento ou na diminui¢éo do sinal medido, afetados
por processos de pré-concentracao, extracdo ou até mesmo de outras substancias,
gue tenham respostas semelhantes ou tempos de retencao proximos aos analitos em
estudo [62].

Uma forma de avaliar esse efeito é realizando as medidas com os padrdes
preparados em solventes, denominados de padrdes externos, comparado-0s aos
padrées extraidos em diferentes niveis de fortificacdo. Dessa forma, € realizada uma
superposicao de matriz [68].

Varios testes estaticos, podem ser utilizados para o estudo do efeito de matriz,
como o teste F (Fischer-Snedecor), que avalia a homogeneidade das variancias,
avaliando se as matrizes superpostas podem ser consideradas estatisticamente iguais

em cada nivel de fortificagcéo, através da Equacéo 9 [62, 69].
2
S1
Fal = 23 ©)
S2

onde 512 e 522, sao as variancias dos padrdes externos e os pontos extraidos, com
fortificacdo, respectivamente.A compracéo é realizada com o teste tabelado a um nivel
de 95% de confianca [62, 69].
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Se esse teste ndo apresentar significancia, ou seja, o F calculado for menor do
que o F tabelado, considera-se que as variancias séo, estatisticamente, iguais e o

teste de distribuicdo de Student pode ser realizado de acordo com a Equacéo 10.
| X1 —Xz]|

teal =
’ 21,1
S (n1+n2)

(nq —1)s2+ (np —1)s3

Tl1+ le—z

(10)

onde, s% = , e X, eX,, sdo as médias das matrizes, com 0s

padrdes preparados com solvente, e com fortificagéo. n; e n,, sdo os tamanhos das

amostras [62, 69].

Se o0 F calculado for maior que o F tabelado, ndo deve ser levado em
consideracao a iguldade das variancias medidas e o teste t deve ser realizado de
acordo com a Equacéo 11 [62, 69].

teal = 7= (11)
S S
ity
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3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes e Solucdes

Os padrdes de alta pureza dos analitos, 1-naftil metilcarbamato (carbaril, pureza
de 99,8%); Metil benzimidazol-2-ilcarbamato (carbendazim, pureza de 99,2%); 2,3-
dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-ilmetilcarbamato (carbofuran, pureza de 99,9%);
(RS)-2,4'-difluoro-a-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil (benzidril alcool)) ( flutrialfol, pureza de
97%); 2-(2-furanil) -1H benzidazol (fuberidazol, pureza de 99,5%); 2- (Tiazol-4-il
benzimidazol), (tiabendazol, pureza de 99,9%); e Naftalen-1-ol (1-naftol, pureza de
99,9%), foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes como metanol
(J.T.Baker,México), acetonitrila (J.T.Baker,México), diclorometano UV/HPLC-
espectroscopico (pureza de 99,9%) da Vetec, acetona, com pureza de 99,5% da
Synth, acido fosférico (pureza de 85%) da Vetec, e agua deionizada Mili-Q. Foi ainda
utilizado N2 para secagem das amostras, com pureza de 99,9%, fornecido pela Linde
Group, Séo Paulo, Brasil.

As solucbes estoque, preparadas inicialmente em metanol, de cada um dos
analitos foram preparadas com as seguintes concentracdes: carbendazim (320 mg L
1), tiabendazol (232 mg L), fuberidazol (250 mg L), carbofuran (128 mg L™1), carbaril
(126 mg L), 1-naftol (536 mg L) e flutriafol (300 mg L*?). Os estoques foram
armazenados em frasco ambar com batoque e acondicionados a uma temperatura de
-20°C em freezer.

Para minimizar o erro sistemético proveniente do uso da micropipeta, uma série
de diluicdes volumétricas foram realizadas a partir das solu¢bes estoques. As
solugdes de carbendazim, tiabendazol, fuberidazol, 1-naftol e flutriafol foram diluidos

a100 mg L e as solucGes de carbofuran e carbaril foram preparadas a 50 mg L.

3.2 Amostras de calibracao

Inicialmente foi avaliada a linearidade (faixa linear dindmica) dos analitos
utilizando quatorze amostras de calibracdo, em triplicatas auténticas, com faixas de
concentracbes diferentes para cada analito, visto que a deteccdo e perda da
linearidade diferenciam para cada analito. A faixa linear de trabalho determinada para

cada analito é mostrada na Tabela 5.
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Tabela 5: Concentracdes de trabalho definidas para CBZ (carbendazim), TBZ (tiabendazol),
FBZ (fuberidazol), CBR (carbaril), CBO (carbofuran), NFT (1-naftol) e FLT (flutriafol).

Nivel de Analito
concentracao | -p; | 1gz | FBZ | CBO | CBR | NFT | FLT
1 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05
2 050 | 1,00 | 0,50 | 0,50 | 0,50 | 0,50 | 0,50
3 1,00 | 250 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00
1 250 | 50, | 250 | 500 | 2,00 | 3,00 | 4,00
5 500 | 10,0 | 10,0 | 9,00 | 4,00 | 500 | 800
6 750 | 15,0 | 20,0 | 13,0 | 6,00 | 9,00 | 16,00
7 150 | 20,0 | 350 | 150 | 9,00 | 11,00 | 24,00

*Concentragées em mg L*

3.3 Otimizacédo do processo de extracao

Foi realizada a otimizacdo do processo de extracdo para avaliar a recuperacao
dos analitos de acordo com a metodologia.

Os testes foram realizados com uma mistura dos analitos (mix) com
concentracbes de 3 mg L para CBZ, TBZ, FBZ, FLT e NFT e 1 mg L para CBR e
CBO, todos preparados em agua, para simular a fase aquosa das hortalicas.

Primeiramente, foram realizados testes separadamente com acetonitrila, metanol
e uma mistura de metanol/ acetonitrila (1:1), tomando uma aliquota de 1 mL da
solugdo do mix, e 1 mL dos solventes organicos acima, e adicdo do sulfato de
magnésio e acetato de sodio, para particdo e o salting out.

Apos adicdo dos sais homogeneizou-se em vortex por 1 minuto e centrifugou por
5 minutos, coletando no final do processo o sobrenadante, que foi secado com
nitrogénio, e redissolvido na fase mével da corrida cromatografica pré-definida.

Foram ainda realizados testes de extragdo com a técnica de microextracdo
liguido-liquido dispersiva (DLLME), que envolve um solvente extrator e um solvente
dispersor. Para esses casos, utilizou-se o diclorometano (CH2Cl2), como solvente
extrator, e acetona, acetonitrila, e metanol, como solventes dispersores.

No teste de DLLME utilizou-se 1 mL da amostra e uma mistura do agente

dispersor e agente extrator na proporcao de (2:1). Homogeneizou-se e centrifugou-se



49

da mesma maneira que o teste anterior, retirando a parte sedimentada, que contém o
diclorometano. Posteriormente secou-se com nitrogénio todas as amostras testes e
redissolveu na fase movel da corrida cromatografica.

Os extratos obtidos foram injetados em triplicatas e os resultados foram obtidos

através da média das areas encontradas

3.4 Preparo das amostras

Seis amostras de hortalicas (alface, couve, tomate, pimentdo, beterraba e
cenoura), foram adquiridas no Mercado Publico de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

Depois de adquiridas no comércio local, as amostras foram acondicionadas
separadamente em sacos plasticos herméticos, tipo zip, para evitar perda de umidade
e de analito por volatilizac&o.

As amostras foram congeladas em freezer, a uma temperatura de -20°C, por no
maximo sete dias, afim de evitar perdas por atrito durante o processamento das
hortalicas e obter homogeneidade, facilitando a pesagem das amostras.

Apds o congelamento as amostras foram cortadas e trituradas sem nenhum pré-
processamento, como lavagem ou retirada de alguma parte da hortalica, em um mini
processador (modelo HC31 da Black & Decker). Posteriormente, foram pesadas em
balanca analitica (modelo AY220 da Shimadzu) uma massa aproximada de 2,0000
gramas para cada amostra e para os niveis 1, 2, 3 e 4 de fortificacéo, totalizando 30
amostras para analise cromatogréafica. Na Tabela 6, pode-se observar os quatro niveis

de fortificagéo para cada analito em estudo.
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Tabela 6: Niveis de fortificacdo utilizados para os processos de recuperacao e efeito matriz

Nivel de Analito
fortificacdo a7 | 1Bz | FBZ | CBO | CBR | NFT | FLT
1 001 | 001 | 001 | 001 | 001 | 001 | 0,01
2 3,00 | 4,00 | 800 | 200 | 1,00 | 2,00 | 500
3 6,00 | 800 | 12,0 | 400 | 3,00 | 4,00 | 10,0
4 9,00 | 12,0 | 180 | 6,00 | 500 | 600 | 150

*Concentragdo em mg.L?

Foram adicionados 2 mL de acetonitrila em cada amostra e para a separacao das
fases, organica e aquosa e o salting out dos analitos, foi utilizado o procedimento da
AOAC 2007.01 Method Packet, que utiliza o Kit QUEChERS (Rock), que contém 0,6
g de sulfato de magnésio e 0,15 g de acetato de sédio para cada grama de amostra.

Apoés a adicdo, agitou-se em vortex e em seguida utilizou-se uma centrifuga
(modelo Z206A da Hermle), a 4000G por 10 minutos para garantir total separacéo das

fases. A Figura 11 simplifica o procedimento realizado no preparo das amostras.

-

3 _=
ﬁreparo
4 amostra . 7

5 & i
5 ‘
Figura 11: Esquema simplificado do procedimento para o preparo das amostras.

ApoOs a centrifugacédo, retirou-se uma aliquota de 1,5 mL da fase organica e
realizou-se a secagem da acetonitrila com N2. Posteriormente, realizou-se a
redissolucdo em 0,3 mL da proporcdo de 40% de metanol e 60% de agua, com a
finalidade de pré-concentrar o extrato. Em seguida as amostras foram passadas em
filtro seringa com membrana de nylon, com tamanho de poro de 0,22 um e didmetro
de 4 mm, para garantir que ndo houvesse particulas sélidas que pudessem danificar
a coluna ou reduzir a vida util da pré-coluna. A Figura 12, representa o sistema
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montado para a secagem das amostras, e o filtro seringa utilizado antes e depois da
filtragem das amostras.

Py Pmme——
— Q"-:«v\'é“:'m'(.s\\» v,

Figura 12: a) Sistema produzido para a secagem das amostras com N». b) Filtro
seringa antes e depois da filtracao.

Apos todo o procedimento descrito anteriormente, foi obtido um extrato para
identificacdo ou quantificacdo de agrotoxicos em hortaligas, obtidas no comércio local.
A Equacéo 12, foi utilizada para obtencdo da massa de agrotéxico obtida por kg de
amostra pesada.

concentracio obtida pela equacio da reta (%) x Volume de ACN(L)

Concentracao =
4 massa da amostra (kg)

3.5 Analise cromatografica

As amostras preparadas foram analisadas em um cromatografo Dionex da série
Ultimate 3000 (Dionex Technologies), equipado com bomba quaternaria, como
mostrado na Figura 13.0 injetor é equipado com uma valvula de seis vias com alca
de amostragem fixa de 20 uL. Foi utilizado ainda, uma coluna Acclaim™ 120 de C18
(120 A, 4,6x150 mm, 5 ym de particula) da Dionex Technologies e detector de DAD.
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Figura 13: a) Cromatografo a liquido de alta eficiéncia; b) Compartimento da coluna;
¢) Compartimento da bomba quaternaria.

As fases moveis utilizadas para a eluicdo dos compostos constituiram-se de agua
acidificada com acido fosférico a 0,001%, pH 4 (Fase A) e metanol (Fase B). A eluicao
foi realizada em modo gradiente linear, com vazéo de 1mL mint e uma temperatura
de 35°C.

A Tabela 7 apresenta as condi¢des do gradiente, que se iniciou com a proporcao de

40% de metanol e 60% de a4gua acidificada.

Tabela 7: Condic¢des do gradiente utilizadas durante as analises cromatogréficas.

Tempo Metanol Agua

0 —3,5min 40% 60%
3,5 min — 22 min 45% 55%
22 min — 26 min 90% 10%
26 min — 34 min 40% 60%

A corrida cromatografica teve um tempo de aproximadamente 22 minutos para as
amostras padrdes e acréscimo de 12 minutos para limpeza da coluna para amostras
e estabilizagao do detector entre uma corrida e outra. Foram registrados espectros do
UV (190 a 400 nm) com uma frequéncia de 10Hz, utilizando um detector de arranjo

de diodos da Dionex, da série Ultimate 3000.
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Para cada analito, foram selecionados comprimentos de ondas que
apresentassem maior sensibilidade e seletividade. Para CBO o comprimento de onda
foi de 200 nm; para NFT e FLT, 210 nm; CBR, 220 nm; CBZ, 280 nm; TBZ, 300 nm e
FBZ, 306 nm.

3.6 Validacdo dos métodos analiticos
A validacdo baseou-se nos parametros de qualidade analitica discutidas

anteriormente no Capitulo 2, na secéo 2.5.

3.6.1 Seletividade
A seletividade foi avaliada pela comparacéao de trés cromatogramas:
e Mistura dos compostos com a mesma concentragao da amostra fortificada;
e Amostras de hortalicas sem fortificacédo
e Amostra de hortalicas fortificadas com agrotoxicos antes da extracdo. (nivel

mais alto de fortificacdo, mencionado na Tabela 6, se¢éo 3.4)

3.6.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através do método de padronizacdo externa,
correlacionando-se o sinal obtido, nesse caso, a area dos picos cromatograficos, aos
niveis de concentracdes dos analitos, avaliando os coeficientes de correlacdo linear

(). A ANVISA recomenda um ajuste ideal dos dados um coeficiente igual a 0,99 [63]

3.6.3 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Os limites de detecgédo e quantificagdo foram determinados a partir da menor
concentracdo da faixa linear de trabalho (0,05 mg L), realizando 10 ensaios para
avaliar o desvio padrao da resposta instrumental de acordo com as equacdes 4 e 5,

citadas nas sec¢des 2.5.4 e 2.5.5 do capitulo 2.

3.6.4 Preciséao

A precisao foi calculada através de testes de repetibidade em quatro niveis a fim
de obter o coeficiente de variacdo (CV), discutida na se¢éo 2.5.6, capitulo 2.

e Sete repeticbes das concentracdes do nivel mais baixo contendo os sete

pesticidas (0,01 mg L! para cada analito);
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e Sete determinacdes para o nivel 2 contendo os sete agrotéxicos (3,0 mg L de
CBZ; 4,0 mg L't de TBZ; 8,0 mg L* de FBZ; 2,0mg L* de CBO;1,0 mg L de
CBR;2,0mgL*de NFTe5,0mgL?*deFLT.

e Sete determinacdes do nivel 3 com uma mistura dos sete agrotoxicos (6,0 mg
Lt de CBZ;8,0mg L*de TBZ; 12,0 mg L de FBZ; 4,0mg L de CBO; 3,0 mg
L' de CBR; 4,0 mg L' de NFT e 10,0 mg L' de FLT.

e Sete determinacdes do nivel 4 com uma mistura dos sete agrotéxicos (9,0 mg
Ltde CBZ; 12,0 mg L' de TBZ; 18,0 mg L de FBZ; 6,0mg L* de CBO; 5,0 mg
Lt de CBR; 6,0 mg L*de NFT e 15,0 mg L* de FLT.

Todas as determinacbes foram realizadas pelo mesmo analista, ho mesmo

instrumento, em um curto intervalo de tempo.

A precisdo intermediaria foi realizada com sete determinacbes em quatro

semanas diferentes.

3.6.5 Exatidao

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada de acordo com o descrito no
capitulo 2 (secao 2.5.7) sendo realizados ensaios em triplicatas e com os 4 niveis de
concentracéo descritas na Tabela 6, secéo 3.4. Os niveis escolhidos para realizacao
do teste passaram pelo mesmo processo de extracdo das amostras, sendo

comparados os valores recuperados apds extracao.

3.6.6 Efeito matriz

A fim de analisar o efeito de matriz proveniente do processo de extragdo ou pela
amostra, onde existem diversos interferentes, foi realizado o teste t pareado,
comparando as curvas obtidas para os padrbes puros e extraidos. Para esse
procedimento foram utilizados concentracdes dos quatros niveis dispostos na Tabela

6. Os testes estatisticos foram realizados no software Statistica® 6.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

Estudos preliminares mostraram que a fase movel, eluida isocraticamente, néo foi
eficiente para resolver os picos dos agrotoxicos em estudo, dada a dificuldade na
separacao dos analitos CBZ, TBZ e FBZ, pelas suas similaridades estruturais e por
apresentarem tempo de retencao proximos.

Outro fator para escolha do modo gradiente foi a adsor¢cdo que os analitos
apresentaram a coluna. Dessa forma fatores que influenciam na adsorcdo foram
otimizados, além da mudanca da proporcdo do solvente, a temperatura e a vazao
foram avaliados. [41-43].

Inicialmente foram estudadas vazdes inferior a 1,0 mL mint, mas observou-se
uma corrida muito longa e picos alargados, dessa forma, as vazoes de 1,0; 1,2 e 1,5
mL.min? foram trabalhadas obtendo como resposta distorcdes nos picos quando a
vazdo foi superior a 1,0 mL.min-%,

A Figura 14 mostra as vazées para 1,0 mL.min?, 1,2 mL.mint e 1,5 mL.min,
obtidas a partir do nivel 4 da mistura de calibracdo dos padrdes, representados na
Tabela 5 (secéo 3.2).

25mglL?
300 . . . . . ’ ' . .
1,0 mL/min
i . CBR |
200 Bz NFT
100k TBZ FBZ CBO /\ T
E 0 A Mﬁ r N A : —™N
o 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
N
= 300 T T T T T T r
) 1,2 mL/min CBR
8 2000 gy NFT ]
£ 100} A TBz FBZ CBO A /\ FLT A
E 0 PN S\ L
o '] 1 | Il 'S L
@ 4 6 8 10 12 14 16 18 20
<
300 — . . . . '
1,5 mL/min
100} FBZ CBO CBR FLT |
0 M N A A\
4 6 8 10 12 14

Tempo de retengdo (minutos)

Figura 14: Vazfes estudadas para otimizacdo da corrida cromatogréfica. Em (s==), vazao
de 1,0 mL min?, em (s==), 1 ,2 ML min?t, em (=== ), 1,5 mL min.
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Durante a otimizagdo das condi¢cBes cromatograficas, verificou-se que apés o
teste de extracdo com os padrdes haviam picos de interferentes que coeluiam com o
analito, resultando em recuperacdes baixas ou muito altas. Assim optou-se por
acidificar a fase aquosa com &cido fosforico, com a finalidade de deslocar esses picos
interferentes, provenientes dos sais utilizados na extragéo.

Esses modificadores de fase madvel, acidos ou basicos (menos comum), séo
utilizados a fim de favorecer o processo de ionizacdo do analitos, o que ocasiona
alargamento do pico e/ou duplo pico. Dessa forma a adi¢cao de acidos organicos, como
acético, ou inorganicos, como acido fosforico, acaba por deslocar o equilibrio para a
forma n&o ionizada [41-42].

Nesse caso, o0 acido fosforico foi escolhido devido sua absorcédo no DAD, ter ponto
de corte no UV abaixo de 190 nm, ndo influenciando na linha de base.

A Figura 15 mostra o cromatograma registrado em 220 nm,300 e 306 nm, onde a
presenca do interferente pode ser vista entre dois analitos, TBZ e FBZ. Quando
selecionou-se os comprimentos de 300 e 306 nm notou-se que nao existia a presenca

desse interferente, isso mostra que o canal utilizado é seletivo e informativo aos

analitos
50 r T T r T T r T T
?
o 40} 4
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s £ nterferente
8 g 25f .
g o™
= £
S o 10 J
£
< B
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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pHor —— 300 nm |
= —— 306 nm
!
o 70F 4
<
«5
L0
S
n 30F 4
=]
<
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10 ) ) R ) ) R ) )
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo de retencao (minutos)
Figura 15: Cromatograma registrado em 220 nm (===) mostrando a presenca do

interferente. Em (==), o cromatograma registrado em 300 nm e em (==), 0 cromatograma
registrado em 306 nm.
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Os espectros das espécies discutidas anteriormente mostram que o interferente
nao responde em comprimentos de onda maior que 230 nm. A Figura 16 apresenta

esses espectros normalizados.

Absorbancia (normalizada)

200 220 240 260 280 300 320 340 360
Comprimento de Onda (nm)

Figura 16: Espectro normalizado do interferente (===), Tiabendazol (==) e
Fuberidazol (==)

A partir da otimizagdo da corrida cromatogréfica, foi realizada uma avaliagédo de
alguns parametros que auxiliam na identificagdo dos compostos separados e o0
desempenho cromatografico. A Tabela 8 apresenta as informacdes, do tempo de
retencdo, largura do pico a meia altura, resolucéo, assimetria e pureza do pico, para

os padrdes extraidos.
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Tabela 8: Desempenho cromatografico obtido ap6s a otimizacao da corrida cromatografica
para padrées extraidos com as seguintes concentragdes: CBZ, TBZ e FBZ (2,5 mg L), CBO
(5mgL?),CBR (2mgL?), NFT (3mgL?)eFLT (8 mgL%).

Tempo de Largura de Pureza

Analito Retencao pico ameia Resolucdo Assimetria do pico
(min) altura (%)
CBZ 5,88 0,32 6,02 1,53 98,6
TBZ 7,95 0,39 2,95 1,41 99,8
FBZ 9,10 0,42 11,16 1,33 99,9
CBF 13,95 0,46 5,27 0,96 100
CBR 16,45 0,49 6,47 0,94 99,9
NFT 19,75 0,53 3,98 0,95 100
FLT 21,81 0,50 - 0,94 99,9

Para o flutriafol ndo ha resolucéo, pois nesse parametro leva-se em consideracéo
o tempo de retencdo do pico com o seu subsequente, e indica que quanto maior a
resolucdo, melhor a separacdo. Resolucdo maior que 1,5, indica que houve total
separagéo entre os constituintes [41].

A assimetria € uma forma de avaliar o alargamento dos picos, que sao
considerados gaussianos, servindo para demonstrar se esta ocorrendo dispersao dos
componentes da amostra ao longo da corrida na coluna, obtem-se resultado
satisfatério quando tem-se um valor proximo a um [41]. Dessa forma é possivel
controlar a retencdo dos analitos na coluna e decidir sobre a forca do solvente utilizado
[41]

A pureza do pico indica a presenca do composto puro na amostra e quanto mais

préoximo de 100%, mais puro o pico na amostra.

4.2 Otimizacéo do processo de extragcao

Como relatado na secéo 3.3, foi realizado um procedimento a fim de otimizar o
processo de extracdo com misturas de solventes que pudessem favorecer na
recuperacdo dos analitos no processo de extracdo. A Figura 17 mostra o resultado
apos centrifugacdo, podendo inferir visualmente que a extracdo com acetonitrila

obteve melhor separacdo da fase organica que contém o analito.
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Figura 17: a) Teste de extracdo. Da esquerda para direita, teste com acetonitrila,
metanol e a mistura de acetonitrila/metanol (1:1). b) Extracdo com DLLME. Da
esquerda para direita, extracdo acetonitrila/CH>Cl,, metanol/CH>Cl,, e por ultimo,
acetona/CHCl.

Para verificar a eficiéncia da extragcao, foi realizado um teste de recuperagéao a
partir das areas obtidas pelos padrées de cada analito, antes e depois da extracao.
Na Tabela 9 pode-se observar os resultados das recuperac¢des obtidas com as

extracdes descritas anteriormente.

Tabela 9: Resultado da recuperagdo (porcentagem) de cada analito por método de extracao

estudado.

MeOH/ ACN/ MeOH/ ACT/
Analito ACN! MeOH? ACN3 DCM 4 DCM?® DCM®

% % % % % %
CBZz 92,4 53,1 66,1 37,2 14,8 27,2
TBZ 97,9 69,2 84,3 21,1 14,0 27,8
FBZ 97,8 59,2 71,9 28,3 20,3 35,6
CBO 94,8 48,7 65,9 43,6 34,2 58,2
CBR 91,3 39,5 61,7 42,8 36,4 52,3
NFT 85,6 27,2 53,8 39,9 31,9 46,8
FLT 90,0 53,5 66,6 433 36,00 52,7

Média 92,8 50,1 67,2 36,6 26,8 42,9

Sendo: 1 Acetonitrila; 2 Metanol; 3 Metanol/Acetonitrila; 4 Acetonitrila/Diclorometano;

5 Metanol/Diclorometano e 6 Acetona/Diclorometano
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A partir da Tabela 9, observa-se que os resultados de extracdes realizadas com
diclorometano apresentaram baixa recuperacao, isso € justificado pela questdo do
carater polar que os analitos apresentam, mostrando que a extracdo com
diclorometano extrai melhor compostos apolares. ApoOs a realizacdo dos testes de
extracao, chegou-se a conclusédo que o método convencional do QUEChERS, com o
uso da acetonitrila, obteve melhor desempenho, com melhor recuperagdo, sendo
assim, o método escolhido para extracdo dos agrotoxicos em hortalicas [70]. As
amostras ndo passaram pela etapa de limpeza pois, 0 PSA afeta a recuperacdo de
alguns analitos, favorecendo a retencao na coluna durante a corrida cromatografica
[58].

4.3 Validacdo dos métodos analiticos
A validacgéao realizada com esse conjunto de dados baseou-se nos parametros de
qualidade analitica discutidas anteriormente no Capitulo 2

4.3.1 Seletividade

Os resultados dos testes de seletividade estédo apresentados nos cromatogramas
da Figura 18. No Apéndice A é possivel observar a seletividade do método proposto,
a partir dos cromatogramas das amostras de alface, beterraba, couve, pimentéo e

tomate.
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Figura 18: Cromatograma de: a) Mistura dos padrées de agrotdxicos. b) Amostra de
cenoura fortificada no nivel quatro (=== ) e em (----) amostra de cenoura sem
fortificagcéo.

Para comprovacdo da seletividade do método proposto, foi realizada a
comparacao entre 0s espectros de absor¢cdo molecular dos padrbes puros dos
agrotoxicos aos encontrados nas amostras sem fortificagdo e com fortificacdo com as
seguintes concentragées: 9,0 mg L' de CBZ; 12,0 mg L't de TBZ; 18,0 mg L' de FBZ;
6,0mg Lt de CBO; 5,0 mg Lt de CBR; 6,0 mg Lt de NFT e 15,0 mg L* de FLT.

Esse mesmo estudo foi realizado com todas as amostras de hortalicas. Na Figura 19,
€ possivel observar os espectros mostrando a seletividade dos comprimentos de

ondas escolhidos.
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Figura 19: Espectros dos padrées em estudo com os comprimentos de onda
selecionados. Carbendazim (==), Tiabendazol (==), Fuberidazol (==), Carbofuran

( ==), Carbaril ( ), 1-Naftol ( == ) e Flutriafol (==). As linhas pontilhadas (----)
representam os espectros das fortificacbes na amostra de cenoura.
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4.3.2 Linearidade
A linearidade foi avaliada por modelos de calibragédo entre as concentragdes

estudadas e a area dos picos cromatograficos. As curvas analiticas geradas pela

correlacdo podem ser vistas na Figura 20.
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Com a finalidade de avaliar o modelo proposto obtido pela regressao linear pelo
método dos minimos quadrados, usando medidas em triplicatas auténticas, foram
avaliados os coeficientes de correlacao linear e o desvio padrdo do coeficiente linear

das curvas obtidas para cada analito, apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Equacdes das retas obtidas para cada modelo, desvio padrao, teste T com 20

graus de liberdade e o teste P para o coeficiente linear.

Desvio

Analito Equacéo Padrio T20 P
CBZ y =1,51x — 0,005 0,06 0,09 0,93
TBZ y =2,33x + 0,02 0,24 0,08 0,94
FBZ y = 3,68x - 0,86 0,50 1,73 0,10
CBO y=6,18x-1,24 0,40 3,16 0,005
CBR y=12,17x- 0,77 0,60 1,29 0,21
NFT y =5,94x - 0,53 0,47 1,11 0,28
FLT y=1,27x-0,23 0,19 1,26 0,22

Analisando os valores da Tabela 10 pode-se inferir que os resultados obtidos para
carbendazim, tiabendazol, fuberidazol, carbaril, 1-naftol e flutriafol, possuem valores
inferiores, quando comparamos o teritico, para 95% de confianga, com grau de liberdade
igual a 20 (7 niveis de concentracdo, em triplicata), com valor tabelado de 2,086. Isso
significa que o valor do coeficiente linear, ndo € significativo e pode ser interceptado
no ponto zero.

J& para o carbofuran, o valor para o teste t mostra significancia, implicando que o
coeficiente linear deve ser levado em consideracao, ja que o resultado para esse teste,
possui em modulo, um valor maior do que o tabelado. Um dos fatores para esses
valores serem significativos € a contribuicdo da linha de base em 200 nm, mas a
utilizacdo do comprimento de onda maior diminui a sensibilidade e afeta o limite de
deteccao, por isso a escolha do menor comprimento de onda.

Esse efeito para o carbofuram ja seria esperado uma vez que o comprimento de
onda escolhido para esse analito (200 nm) sofre a influéncia da linha de base causada
pela absor¢cdo do metanol, com ponto de corte proOximo a esse comprimento de onda.
A Figura 21 apresenta a diferenca na inclinacdo da linha de base para os

comprimentos de 200 e 210 nm.
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Para o teste P, ou teste de hipdtese, se fosse definido um nivel de siginificancia
de 95%, tem-se um valor de a igual a 0,05, isso implica que valores, maior que esse
nao possuem significancia estatitica. Para o Carbofuran, observamos nesse teste que
seu valor, € menor do que o a, e isso mostra que ha significancia estatitica.

Além dessas analises dos parametros correlaciodados aos coeficientes, ainda faz-
se necessério uma analise da variancia dos dados através das somas e médias
guadraticas, afim de observar a significancia da regressao e da falta de ajuste.

A analise de significancia da regressao, é calculada, pela razdo entre a média
quadratica da regressao, e a média quadratica residual, (MQreg/MQre), devendo ter
valores maiores que o ponto de distribuicdo F a um nivel de 95% de confianca.

Para a significancia da regressao, é possivel compara-los ao F (tabelado), com
pontos de distribuicdo, de 1 e 14 graus de liberdade, que possui valor igual a 4,60. Os
resultados obtidos possuem significancia elevada, visto que, os valores encontrados
pela regresséo, sdo maiores que o valor tabelado.

Para a falta de ajuste, que leva em consideracdo a razdo entre as médias
qguadraticas da falta de ajuste, e a média quadratica do erro puro, (MQ+fa/MQep),
podendo inferir que esse valor seja menor do que o encontrado para os valores
tabelados de F de Snedecor, para os graus de liberdade descritos pelo modelo,
também com nivel de confianca de 95%. Os resultados obtidos, com pontos de
distribuicdo de 5 e 14 graus de liberdade, que possui um valor de F (tabelado) de 2,96,
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possui valores menores que o ponto de distribuicdo F (tabelado), e que ndo ha falta
de ajuste, mesmo que alguns valores sejam elevados, deve-se levar em consideragéo
gue os pontos do conjunto de calibragdo foram preparados em triplicatas auténticas.
A Tabela 11 apresenta os valores obtidos para as somas e médias quadraticas,
significancia da regressdo, falta de ajuste e o R?, de acordo com a Tabela 4 descrita

na secao 2.4.
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Tabela 11: Resultados da ANOVA para CBZ, TBZ, FBZ, CBR, CBO, NFT e FLT. Em

vermelho, entre parénteses, estao os graus de liberdade.

JORT Fcal
Analito Fon'te ge Sorrla_ Medja} Fear ) Falta de R2
Variagcao Quadratica Quadratica Regresséao )
ajuste

Regressao (1) 1164,72 1164,72
Residuo (19) 0,78 0,04

CBz 28226,41 1,27 99,93
Falta de Ajuste (5) 0,25 0,05
Erro Puro (14) 0,54 0,04
Regressao (1) 5663,64 5663,64
Residual (19) 10,34 0,54

TBZ 10408,60 1,86 99,82
Falta de Ajuste (5) 4,12 0,82
Erro Puro (14) 6,21 0,44
Regressao (1) 42704,7 42704,7
Residual (19) 60,28 3,17

FBZ 13459,64 2,52 99,86
Falta de Ajuste (5) 28,56 5,71
Erro Puro (14) 31,72 2,27
Regressao (1) 29144,2 29,1442
Residual (19) 68,24 3,59

CBR 8114,94 0,60 99,77
Falta de Ajuste (5) 12,00 2,40
Erro Puro (14) 56,23 4,01
Regressao (1) 26410,7 26410,7
Residual (19) 28,34 1,49

CBO - 17706,02 2,67 99,89
Falta de Ajuste (5) 13,84 2,77
Erro Puro (14) 14,50 1,03
Regresséao (1) 11926,3 11926,3
Residual (19) 42,38 2,23

NFT ; 5346,82 2,14 99,65
Falta de Ajuste (5) 18,36 3,67
Erro Puro (14) 24,02 1,72
Regresséao (1) 2437,19 2437,19
Residual (19) 7,58 0,39

FLT - 6105,14 0,40 99,69
Falta de Ajuste (5) 0,96 0,19
Erro Puro (14) 6,63 0,47
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4.3.3 Limite de deteccgéo e limite de quantificagcao
Os limites de detecc¢éo e quantificacdo foram determinados com base nas com as
equacoes 4 e 5 citadas nas secbes 2.5.4 e 2.5.5 do capitulo 2. Seus valores estéo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Limites de deteccao e quantificacdo obtidos para os agrotoxicos.

Analito LOD (mg L) LOQ (mg L) Desvio Padréo
CBZ 0,007 0,020 0,003
TBZ 0,011 0,030 0,008
FBZ 0,009 0,030 0,01
CBO 0,004 0,010 0,004
CBR 0,005 0,020 0,02
NFT 0,008 0,020 0,014
FLT 0,011 0,030 0,004

Foram realizados 10 ensaios, de acordo com a EUROCHEM e o INMETRO
[61,65], para obter a estimativa do desvio padrdo da resposta instrumental. Diante
dessas repeticdes, determinou-se a menor concentracdo de deteccao dos analitos,
realizada pelas condi¢des pré definidas, e a quantificacdo da menor concentracao,
com um nivel de precisao.

Os resultados obtidos foram satisfatérios, visto que os limites de quantificacédo

ficaram abaixo do menor valor da curva de calibragéo.

4.3.4 Preciséao

A precisdo foi calculada através do coeficiente de variacdo (CV), discutida na
secdo 2.5.6 no capitulo 2, realizada com a estimativa do desvio padrdao e a média de
sete repeticdes em quatro niveis distintos de concentragéo, assim como o estudo pelo
teste t com graus de liberdade relacionados as medidas. A Tabela 13 mostra os
resultados obtidos para o coeficiente de variacdo em quatro niveis, e em quatro

semanas diferentes, mostrando a preciséo intermediaria.
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Tabela 13: Resultados obtidos para a precisdo da metodologia através do coeficiente de
variacdo (CV) em porcentagem avaliada pela média das sete repeticBes nas quatro semanas
de estudo.

Niveis de

. ~ CV (%) CV (%) CV (%) CV(%)
Analito Conrc;‘]egntLr_?gao l23sem 2%sem 3%sem 43sem
0,1 2,95 1,33 3,33 2,75

CBZ 3,0 1,53 1,48 2,30 2,66
6,0 1,21 1,77 1,45 1,19

9,0 1,00 0,55 1,38 1,38

0,1 1,41 2,98 3,84 2,50

TBZ 4,0 1,48 1,22 1,73 2,70
8,0 0,83 2,11 2,04 1,17

12 1,34 1,00 1,32 1,13

0,1 1,94 1,99 2,82 3,55

FBZ 8,0 1,36 2,12 2,15 2,44
12 0,79 1,38 1,59 1,24

18 1,39 0,55 1,34 1,71

0,1 1,24 2,54 2,04 3,95

CBO 2,0 1,87 1,81 2,33 3,29
4,0 1,10 1,99 0,89 2,42

6,0 1,11 0,48 0,67 0,84

0,1 1,36 1,47 2,60 1,95

CB 1,0 1,52 1,79 2,15 2,07
3,0 0,87 1,89 1,57 0,80

5,0 1,18 0,44 1,32 1,74

0,1 1,60 3,16 2,61 2,18

NFT 2,0 1,57 1,73 2,29 3,39
4,0 1,91 1,89 1,18 1,28

6,0 1,20 0,93 1,19 1,40

0,1 4,60 2,60 1,63 2,68

FLT 50 1,70 4,61 1,72 2,11
10 1,02 1,81 1,88 1,53

15 1,19 0,59 0,73 1,88

E possivel observar que os resultados obtidos para o parametro de precisdo
corroboram aos resultados previstos pelos 6rgaos nacionais nomalizadores,visto que
para a ANVISA, ndo deve haver variagdo maior do que 5%, tanto para a repetitividade,
quanto na precisao intermediaria (dias diferentes) [61].

Outra forma de avaliar a precisdo € comparando os resultados obtidos, atraves da
equacao 7, descrita na segéo 2.5.2, aos valores do teste t, para diferentes graus de
liberdade. No caso da repetividade, o valor tabelado para as 7 repeti¢des, ou seja, 6
graus de liberdade é de 2,44, ja para a precisao intermediaria, 0 nimero de graus de
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liberdade levados em considercdo € 3, pois as medidas foram realizadas em 4

semanas diferentes, o valor de tcriico € de 3,18, a Tabela 14 apresenta os resultados

referentes a precisdo, compando-o0s ao teste de Student a 95% de confianca.

Tabela 14: Valores de precisdo encontrados a partir do teste t de Student obtido para as
gquatro semanas, assim como a precisao interdia.

Niveis de ' , ' ,
Analito Conrc;zntl_r_?gao l3sem 2%sem 3%sem 4%sem Interdia
0,1 0,01 0,00 0,01 0,01 0.00
CBZ 3,0 0,14 0,12 0,19 0,22 0.13
6,0 0,14 0,25 0,20 0,17 0.20
9,0 0,18 0,11 0,29 0,29 0.26
0,1 0,01 0,01 0,01 0,01 0.00
TBZ 4,0 0,23 0,19 0,27 0,42 0.09
8,0 0,25 0,65 0,63 0,37 0.39
12 0,64 0,48 0,63 0,54 0.25
0,1 0,01 0,01 0,01 0,01 0.01
FBZ 8,0 0,40 0,61 0,63 0,72 0.55
12 0,34 0,59 0,70 0,54 0.72
18 0,95 0,38 0,92 1,16 0.68
0,1 0,00 0,01 0,01 0,01 0.00
CBO 2,0 0,12 0,11 0,15 0,21 0.03
4,0 0,16 0,29 0,13 0,35 0.10
6,0 0,25 0,11 0,15 0,19 0.33
0,1 0,00 0,01 0,01 0,01 0.00
CB 1,0 0,05 0,06 0,07 0,07 0.05
3,0 0,09 0,21 0,17 0,09 0.13
5,0 0,22 0,08 0,25 0,33 0.37
0,1 0,00 0,01 0,01 0,01 0.01
NET 2,0 0,10 0,11 0,14 0,22 0.10
4,0 0,25 0,25 0,16 0,17 0.03
6,0 0,25 0,19 0,25 0,30 0.45
0,1 0,02 0,01 0,01 0,01 0.01
FLT 5,0 0,29 0,79 0,30 0,36 0.07
10 0,35 0,63 0,66 0,53 0.39
15 0,65 0,32 0,41 1,06 0.94
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Percebe-se que os valores para t nas repeti¢cdes diarias, sdo inferiores ao valor
de teritico, de 2,44, e para as precisoes interdias, obtivemos valores menores que 0
teritico, para 3 graus de liberdade, de 3,18. De acordo com esses resultados conclu-se
gue a metodologia desenvolvida com o HPLC-DAD é considerada precisa e
reprodutivel, visto que os compostos estudados apresentaram bons desempenhos,
nos testes de repetibilidade e precisédo intermediéria.

4.3.5 Exatidao

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada de acordo com o descrito no
capitulo 2, secéo 2.5.7

A Figura 22 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas dos quatro niveis de

concentracdo As concentracdes para 0s quatro niveis estdo apresentadas na Tabela
6

140 T T T T T T T T T
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Figura 22: Sobreposicdo dos cromatograma que representam as quatro
concentracoes escolhidas para o teste de precisdo e exatidao.

Os valores dos ensaios de recuperacao podem ser avaliados na Tabela 15.
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Tabela 15: Resultados obtidos para as médias das recuperacdes para 0s ensaios de exatiddo
nos quatro niveis de concentracdo e as médias dos niveis.

Analito  Niveis de Concentracdo (mg.L') Recuperacgéao (%)

0,1 97,9
3,0 79,9
CBZ
6,0 66,7
9,0 65,9
Média 77,6
0,1 102
4,0 111
TBZ
8,0 112
12 115
Média 110
0,1 102
8,0 105
FBZ
12 104
18 109
Média 105
0,1 88,3
2,0 90,6
CBO
4,0 104
6,0 108
Média 97,7
0,1 92,1
1,0 94,8
CB
3,0 105
5,0 107
Média 99,7
0,1 71,4
2,0 92,3
NFT
4,0 94,7
6,0 100
Média 89,6
0,1 108
5,0 98,5
FLT
10 100
15 107
Média 1034




74

Verificou-se resultados satisfatérios com valores de recuperagdo no intervalo de
77,5 e 110%, como previsto pela ANVISA e pelo INMETRO [61,62].

Embora o carbendazim tenha apresentado recuperacao inferior a 70% nos niveis
3 e 4, ainda pode-se considerar satisfatorio, pois a exatiddo é obtida pela média dos
niveis de fortificagbes escolhidos. Mesmo assim, foram realizados testes para

identificar se possivelmente poderia haver efeito matriz proveniente da extracao.

4.3.6 Efeito matriz

A fim de analisar o efeito de matriz proveniente do processo de extracédo foi
realizado o teste t pareado comparando as curvas obtidas para os analitos apenas no
solvente puro e nos extraidos com fortificacéo.

Para essa avaliagcdo foram utilizados as quatro concentracfes estudadas nos
testes de preciséo e extadidao. A Tabela 16 mostra o resultados obtidos para os testes
t pareado, onde as concentracdes sao iguais para efeito de comparacéo.

Tabela 16: Teste t pareado para analise do efeito matriz proveniente do processo de extracao.

Equacédo daretapara Equacédo dareta

Analito padrdes externos para extracao
Carbendazim y =1,50x - 0,22 y=0,97x + 0,28 1,07
Tiabendazol y=2,61x-0,32 y=2,65x - 0,18 0,08
Fuberidazol y = 4,05x — 0,97 y=4,07x — 0,92 0,02

Carbofuran y =6,28x - 0,70 y=6,74x - 1,02 0,02

Carbaril y =10,66x — 1,21 y=13,09x — 0,97 0,58

1-Naftol y= 7,36x-1,03 y=6,04x — 0,64 0,56

Flutriafol y= 1,29x - 0,04 y=1,34x — 0,27 0,05

O teste t apresentou um t tabelado de 1,79, mostrando que nao ha efeito de matriz
dos padrdes externos e dos padrdes extraidos para essas concentracdes trabalhadas.
As curvas obtidas podem ser vistas na Figura 23, onde o carbendazim, carbaril e
1-naftol apresentaram visivelmente um desvio nas curvas, mas que de acordo com 0s
testes estatiticos foram consideradas significativamente iguais. As retas de cor
preta, sdo os pontos de padrbes externos, ou seja, os padrdes prepaparados em

solventes, e as curvas coloridas, representam os padrdes extraidos.
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Figura 23: Regressdes obtidas para o efeito matriz. Em (==) estdo as retas para 0s
padrBes em solventes, e em colorido, as retas apds extragdo. Carbendazim ( == ),

Tiabendazol (=), Fuberidazol (==), Carbofuran (=), Carbaril (

Flutriafol (=).

), 1-Naftol (—) e
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4.4 Aplicagdo do método desenvolvido nas amostras

4.4.1 Efeito matriz nas amostras

Foi realizado um teste de efeito matriz comparando os dados das amostras de
hortalicas com os resultados obtidos para os padrdes extraidos. Para contornar o
efeito matriz da amostras foi realizado adicéo de padréo.

A seguir serdo discutidos os resultados por analito mostrando os valores
estatiscos, testes t e F, para 8 graus de liberdade.

Para o teste t pareado o valor de t critico para 8 graus de liberdade é de 1,86. Para
o teste F, o valor tabelado é de 3,44, sendo os dois avaliados a um nivel de 95% de

confianca.

4.4.1.1 Carbendazim
As fortificacBes das amostras foram realizadas em trés pontos, 3, 6 € 9 mg L.
A Tabela 17 apresenta os valores do teste t e F, e a recuperacdo média para cada

cultura quando néo houve efeito matriz.

Tabela 17: Andlise estatistica para o efeito matriz do carbendazim, concentra¢éo encontrada
para o analito nas diferentes culturas e recuperacdo média.

Concentracao Recuperacdo Média

Carbendazim (mg L) t F (%)
Alface <LOQ 1,74 0,21 99,1
Couve 0,21 2,09 0,002 Efeito matriz

Cenoura ND 0,22 0,35 66,3

Beterraba ND 1,35 0,37 88,4
Tomate <LOQ 3,76 0,29 Efeito matriz
Pimentéo 0,24 3,66 0,25 Efeito matriz

Sendo: ND- N&o detectavel e LOQ- Limite de Quantificacdo

Com base nessas informag0des, conclui-se que o carbendazim apresentou efeito
matriz nas amostras de tomate, couve e pimentdo, além disso o ponto de maior
fortificacao foi retirado da amostra de couve devido a inconsisténcia no resultado

Na Figura 24 pode-se observar as regressdes geradas para representar as
diferencas provenientes de amostras com efeito matriz. Em preto, esta a regressao
obtida com os padrdes fortificados, e as cores, azul, verde, laranja, magenta, vermelho

e amarelo, representam as regressoes para alface, couve, cenoura, beterraba, tomate
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e pimentdo, respectivamente. Os pontos que estdo em zero, Sao 0S pontos

encontrados na amostra sem fortificacao.
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Figura 24: Regress0fes obtidas para o carbendazim nas culturas de alface ~—=), couve
(=), cenoura (), tomate (=), beterraba (=) e pimentdo () e em (=) estédo
os padrbes que foram apenas extraidos.

O carbendazim apresenta efeito de matriz ser o analito com menor retencdo na
coluna, podendo sofrer interferéncia de outras substancias presentes na matriz.

Para a couve e 0 pimentdo a concentracdo obtida foi de 0,21 e 0,24 mg.Kg,
respectivamente. O calculo para obtencdo das concentracbes estd descrito na
Equacéo 12, na secéao 3.4

Segundo os 6rgdos normalizadores, como 0 PARA [10] e o Codex [30], ndo ha
autorizacdo para o uso desse agrotoxico nessas culturas, e para o cédigo europeu [6],
valores acima de 0,01 mg.Kg* ndo sdo aceitos

4.4.1.2 Tiabendazol
Para o Tiabendazol, as concentragfes escolhidas para fortificacdo foram de 4, 8
e 12 mg L%, sendo realizado o mesmo procedimento de pré concentracdo descrito na

secado 3.4. A Tabela 18 é apresentado os resultados das analises estatisticas
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Tabela 18: Andlise estatistica para o efeito matriz do tiabendazol, concentracdo encontrada
para o analito nas diferentes culturas e a recuperacdo média.

Concentracao Recuperacdo Média

Tiabendazol (mg L) t F (%)
Alface ND 0,01 0,21 110,3
Couve 0,44 1,11 2,52 60,47

Cenoura ND 0,67 0,99 92,57
Beterraba <LOQ 0,09 0,97 113,7
Tomate 0,03 1,87 1,82 Efeito matriz
Pimentao ND 0,10 0,96 108,8

Sendo: ND- Nao detectavel e LOQ- Limite de Quantificacdo

Na cultura de couve pode-se observar uma recuperacao abaixo de 70%, mas o que

indicam os testes estatisticos é que ndo ha efeito de matriz nessa amostra; apenas o

tomate apresentou um valor de t-Student um pouco acima do valor tabelado (1,86).
Na Figura 25 é possivel ver as regressdes obtidas para os pontos de fortificacdo

escolhidos.

0 4 8 12
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Figura 25: Regressdes obtidas para o tiabendazol nas culturas de alface (=), couve
(=), cenoura (—), tomate (=), beterraba (=) e pimentdo (), em (=) estéo
os padrbes que foram apenas extraidos.

Foram encontrados para a amostra de couve uma concentracdo de 0,04 mg kg,
e 0,03 mg kg* para a amostra de tomate. Para essas culturas, segundo o PARA [10]
e 0 Codex [30] ndo ha autorizacdo para esse analito, sendo autorizado apenas na
cultura de pimentdes, além disso, essas concentracdes estdo acima do permitido pela

comissédo europeia de 0,01 mg kg™ [6].
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4.4.1.3 Fuberidazol
As andlise estatisticas para esse analito podem ser verificadas através da Tabela
19

Tabela 19: Analise estatistica para o efeito matriz para o fuberidazol, concentracéo
encontrada para o analito nas diferentes culturas e recuperacdo média.

Concentragao Recuperacdo Média

Fuberidazol (mg L) t F (%)
Alface <LOQ 0,52 1,21 97,6
Couve ND 6,95 36,35 Efeito matriz

Cenoura ND 1,92 0,99 Efeito matriz

Beterraba ND 0,66 1,44 96,0
Tomate 0,05 0,29 1,02 99,0
Pimentao ND 1,42 1,78 83,7

Sendo: ND- N&o detectavel e LOQ- Limite de Quantificacédo

As regressodes obtidas, comparando os resultados das hortalicas com os padrdes
extraidos, podem ser vistos na Figura 26. E visivelmente notdrio que o efeito matriz

ocorre nas culturas de cenoura e couve.
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Figura 26: Regressodes obtidas para o fuberidazol nas culturas de alface (=), couve
(=), cenoura (—), tomate (=), beterraba (—) e pimentdo (), em (=) estédo
os padrbes que foram apenas extraidos.

Os 6rgaos normalizadores, PARA e Codex ndo apresentam limites maximos para
essas culturas, no entanto, de acordo o cédigo europeu, fica estabelecido, que o valor
maximo para agrotéxicos em alimentos é de 0,01 mg kg, dessa forma a concentracéo
encontrada no tomate foi de 0,05 mg kg?, o que mostra que essa amostra possui

concentracdo do analito superior ao permitida [6,10,30].
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4.4.1.4 Carbofuran
As amostras reais foram fortificadas em trés niveis com concentracdes de 2, 4 e
6 mg L. A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos para o teste t e F, assim como,
a concetracdo encontrada na amostra sem fortificacdo (quando foi possivel ser

detectada).

Tabela 20: Andlise estatistica para o efeito matriz para o carbofuran, concentracéo
encontrada para o analito nas diferentes culturas e recuperagdo média.

Carbofuran Corzr(;]egntl_r%gao t = Recuperg)z;;\o Média
Alface <LOQ 0,60 1,35 88,7
Couve 0,31 2,00 1,28 Efeito matriz
Cenoura 0,01 0,29 1,34 94,2
Beterraba 0,10 0,48 1,23 100,7
Tomate 0,01 0,43 1,29 90,2
Piment&o <LOQ 0,48 1,12 116,3

Sendo: ND- Nao detectavel e LOQ- Limite de Quantificacdo

A Figura 27, mostra as regressfes para cada amostra, com os efeitos de matriz.

Em preto, esta a curva dos padrdes extraidos.

60
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Figura 27: Regressfes obtidas para o carbofuran nas culturas de alface (=), couve
(=), cenoura (—), tomate (=), beterraba (—) e pimentdo (), em (™) estéo
os padrbes que foram apenas extraidos.

Foram detectadas a presenca de carbofuran, em todas as amostras de hortalicas,

mas apenas no couve e na beterraba houve a quantificagéo
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Pelo Codex,a utilizacdo de carbofuran é feita em culturas de alface (5 mg Kg?)
cenoura (0,5 mg Kg?), tomate (0,5 mg Kg?) e beterraba (0,1 mg Kg?). J& para o PARA
apenas as culturas de cenoura e tomate, dentre as amostras em trabalho, podem fazer
uso desse agrotoxico com concetracbes de até 0,5 mg Kg! e 0,1 mg.Kgl,
respectivamente. Para a cultura de beterraba esse inseticida ndo é autorizado [30].

Dessa forma, foi detectada uma concentracédo de 0,31 mg Kg! na amostra de
couve e aproximadamente 0,0lmg Kg?, nas amostras de beterraba, cenoura e

tomate, essas, abaixo do limite permitido.

4.4.1.5 Carbaril

Para o carbaril, um inseticida, que pode ser utilizado em culturas, como algodéo,
abacaxi, batata, alho, couve-flor,pepino, e tomate, uma das hortalicas escolhidas
nesse estudo [10]. Foram realizados testes estatisticos, afim de identificar as amostras
gue apresentaram efeito matriz, ou seja, valores de t tabelado maiores que 1,86.

Para a realizacao desse teste, foram feitas fortificagcdes na amostras reais em trés
niveis de concentracdo, 1,3 e 5 mg L%. Na Tabela 21 encontram-se os valores de t, F,
a recuperacdo média obtida para cada cultura, e a concentracdo encontrada em cada

amostra.

Tabela 21: Valores do teste t e F para o analito carbaril, recuperacdo média e concentracao
encontrada em cada amostra

Carbaril Cor(lrt;zntl_r_zla)gao i F Recuper(a(l)z;;lo Média

Alface ND 0,84 1,53 79,3

Couve 0,01 0,21 1,40 101
Cenoura <LOQ 0,93 1,66 76,8
Beterraba <LOQ 0,70 1,49 82,7

Tomate ND 2,04 2,41 Efeito matriz
Pimentao ND 0,81 1,44 78,9

Sendo: ND- Nao detectavel e LOQ- Limite de Quantificacdo

Observa-se que a amostra de tomate apresenta um valor para t maior do que o
esperado, embora o teste F, esteja de acordo com o valor tabelado, isso significa, que
os valores para o teste F ndo apresentam variancia nos resultados obtidos nos niveis
de fortificacdo, mas distingue-se dos valores obtidos apenas com os padrdes

extraidos. Na Figura 28 observa-se as regressoes obitidas para cada amostra.
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Figura 28: Regressdes obtidas para as culturas de alface (==, couve (=), cenoura

(=), tomate (=), beterraba (=) e pimentdo ( ), em (=) estdo os padrbes que

foram extraidos do carbaril

Apenas na amostra de couve foi possivel quantificar o Carbaril, embora ndo haja
registro do limite méximo desse analito permitido nessa cultura, nem no Codex, nem
em avaliacdes realizadas pelo PARA, dessa forma uma concentragao de 0,01 mg kg
1, foram encontrada nessa amostra, em outras culturas, ndo foi detectado, ou o valor
encontrado ficou abaixo do LOQ [10,30].

4.4.1.6 1-Naftol

Como discutido no capitulo 2, na secédo 2.1.1.2, o 1 naftol ndo € um agrotdxico,
mas é produto de degradacdo do carbaril, ocasionado pela variacdo de pH,
temperatura e fotolise, essas mudancas ocasionam a hidrolise do carbaril, realizando
a formacéo do 1-Naftol [71]. N&o ha limites estabelecidos para esse analito

A Tabela 22 mostram os valores do teste t e F, a recuperacdo meédia, e as
concentragdes encontradas nas amostras. Da mesma forma que os outros analitos
também foram realizadas fortificacdes em trés niveis, 2,4 e 6 mg L, assim como a

pré concentracdo dos extratos obtidos, afim de obter concentragcfes proximo ao LOQ.
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Tabela 22: Valores do teste t e F para o analito 1-naftol, recuperacdo média e concentracao
encontrada em cada amostra

1-Naftol Cor(lr(;]egntl_r_%gao t = Recuper(%z?o Média
Alface ND 4,16 7,49 Efeito matriz
Couve 0,01 0,77 0,71 1124
Cenoura ND 0,57 0,86 79,0

Beterraba ND 0,45 1,01 84,8

Tomate <LOQ 0,11 1,01 93,9

Pimentao ND 0,92 1,27 76,3

Sendo: ND- N&o detectavel e LOQ- Limite de Quantificacédo

Embora néo conste na lista de agrotoxicos do PARA e do Codex o LMR para esse
analito, ainda sim, foram encontradas na amostra de couve uma concentracao de 0,01
mg kg?

A Figura 29 mostra as regressdes para cada amostra, confirmando que a amostra

de alface, em azul, possui efeito de matriz.
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Figura 29: Regressdes obtidas para o teste efeito matriz nas amostras de alface (=),
couve (=), cenoura (=), beterraba (=), tomate ( ==) e pimentdo (). Em (=),
estdo os padrdes nos trés niveis de fortificagdo de 1-naftol

4.4.1.7 Flutriafol
Para o Flutriafol, foram realizadas fortificac6es nas concentragcdes de 5,10 e 15
mg L%, para a verificacdo do efeito de matriz, comprovada pelo teste t emparelhado,
e pelo teste F. A Tabela 23 apresenta os resultados obtidos para os testes de efeito
matriz, a recuperacdo meédia para cada amostra e a concentracdo encontrada na

amostra sem fortificagao.
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Tabela 23: Valores do teste t e F para o analito flutriafol, recuperacdo média e concentracdo
encontrada em cada amostra.

Elutriafol Corz;zntl_r_?)g;ao t = Recuper(%z?o Média
Alface <LOQ 0,89 1,34 82,1
Couve ND 0,83 0,99 79,6
Cenoura <LOQ 0,39 1,17 91,8
Beterraba 0,12 0,25 1,13 102,0
Tomate 0,05 0,27 1,24 107,1
Pimentao ND 0,00 1,03 101,5

Sendo: ND- N&o detectavel e LOQ- Limite de Quantificacédo

Pelo tetes t e F o Flutriafol ndo apresentou nenhum efeito de matriz, mesmo assim
pode-se avaliar na Figura 30 as regressdes obtidas comparando os resultados

encontrados pelos padrdes extraidos e as curvas obtidas das amostras reais.
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Figura 30: Regressodes obtidas para o teste efeito matriz nas amostras de alface
(===, couve (=), cenoura (—), beterraba (=), tomate (=) e pimentdo ().
Em (=) estdo os padrbes nos trés niveis de fortificacdo do flutriafol.

N&o foi detectado flutriafol nas amostras de pimentdo e couve, mas para as
amostras de beterraba e tomate quantificou-se 0,12mg kg?! e 0,05 mg kg,
respectivamente.

De acordo com o PARA [10] apenas nas culturas de tomate é autorizada a
utilizacdo de pesticida, com limite maximo permitido de 0,1 mg kg? e para o Codex
[30] apenas o pimentdo, que nédo foi detectado dentre as hortalicas em estudo, tem

autorizacdo para o uso desse analito.



85

Para a cultura de beterraba ndo h& especificacdes nesses 6rgdos normalizadores,
citados anteriomente, mas, pelo codigo europeu, o limite maximo de residuos excede
o valor estabelecido de 0,01 mg kg

E apresentado na Tabela 24 um resumo das concentra¢cdes encontradas nas
amostras de couve, alface, cenoura, beterraba, tomate e pimentdo, assim como as
concentracfes permitidas pelo PARA e pelo Codex [10,30], comparando os limites

maximos de residuos permitidos para cada cultura.



Tabela 24: Resumo das concentragdes (mg kg?) encontradas a partir da metodologia desenvolvida e os limites estabelecidos para os érgdos

normalizadores como o PARA e Codex.

Agrotoxicos CBz TBZ FBZ CBO CB NFT FLT
: PARA Codex
Hortalicas
CBZ (5 mg Kg?)
Alface <LOQ ND <LOQ | <LOQ ND ND <LOQ NA
CBO (5mg Kg?)
Couve 0,21 <LOQ ND 0,31 <LOQ <LOQ ND NA NA
CB (0,2 mg Kg?)
Cenoura ND ND ND | <LOQ | <LOQ ND <LOQ | CBO (0,5 mg Kg?)
CBO (0,5 mg Kg*
CBZ (0,1 mg Kg?)
Beterraba ND <LOQ ND <LOQ <LOQ ND 0,12 NA
CBO (0,1 mg Kg?)
CBZ (0,2 mg Kg?) CBZ (0,5 mg Kg?)
CBO (0,1 mg Kg?) CBO (0,5 mg Kg?)
Tomate <LOQ <LOQ 0,05 <LOQ ND <LOQ 0,05
CB (0,1 mg Kg?)
CB (5 mg Kg?)
FLT (0,1 mg Kg?)
: « CB (5mg Kg™)
Piment&o 0,24 ND ND | <LOQ ND ND ND TBZ (2 mg Kg™)
FLT (Amg Kg?)

NA- Nenhum dos agrotoxicos trabalhados, sdo autorizados para essa cultura
LOQ- Limite de Quantificacdo

ND- Analito ndo dectado na amostra real, sem fortificagcéo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Conclusdes

Neste trabalho foi desenvolvida e validada uma metodologia baseada na
cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos, para
quantificar sete pesticidas (carbendazim, tiabendazol, fuberidazol, carbofuran,
carbaril, 1-naftol e flutriafol) em amostras de alface, couve, cenoura, beterraba, tomate
e pimentao

Para o preparo das amostras foi utilizado o método de extracdo liquido-liquido
com particdo em fase solida (QUEChERS), o qual apresentou melhores resultados de
recuperacdo, comparados ao método DLLME. Ainda realizou-se a otimizacdo da
metodologia de extracdo, em busca da reducdo da massa de amostra, bem como a
reducao de solvente extrator. A etapa de limpeza do QUEChERS com C18 ou PSA foi
suprimida pois os mesmos influenciam na recuperacao de compostos planares como
tiabendazol e fuberidazol.

A aplicacdo da metodologia as amostras reais permitiu a quantificacdo de 0,21 mg
kg de carbendazim e 0,31 mg kg de carbofuran na amostra de couve, assim como
0,12 mg kg* de flutriafol na amostra de beterraba, 0,05 mg kg? de fuberidazol e
flutriafol na amostra de tomate e 0,24 mg kg' de carbendazim na amostra de
pimentao.

Todas as concentracdes quantificadas estdo dentro dos limites permitidos pelos
orgdos normalizadores, mas foi possivel identificar que o uso dos agrotoxicos nao
segue as normas técnicas de aplicacdes definidas para cada cultura.

Na etapa de validacdo do método analitico pode-se concluir que:

¢ O método proposto possui boa seletividade;

e As curvas analiticas apresentaram significancia nas regressfes de acordo com
os resultados obtidos pela ANOVA

e O coeficiente de variagéo foi inferior a 5%, como definido pela ANVISA sendo
trabalhados quatro niveis de concentracdes para 0s estudos de precisdo e
exatidao.

e As taxas de recuperacdes dos agrotoxicos extraidos apresentaram bons

resultados com valores médios entre 77,5 e 110%
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e Na avaliacdo de estabilidade as solucfes padrdo apresentaram-se estaveis

durante o periodo de 4 semanas.

5.2 Propostas Futuras

e Desenvolver um método que empregue uma quantidade maior de pesticidas,
associando a calibracdo de ordem superior, para reduzir o tempo da corrida
cromatografica.

e Avaliar a metodologia proposta em outros alimentos.

e Realizar data fusion para melhorar os parédmetros de qualidade analitica,

principalmente seletividade e sensibilidade.
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APENDICE A - Cromatograma das amostras de hortalicas
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Figura A.1: Cromatograma registrado de 0 a 6,3 minutos (280 nm); 6,3 a 11,6 minutos
(300 nm) e 11,6 a 24 minutos (210 nm) das amostras de: a) alface, b) beterraba e ¢)
couve, sem fortificacao (==) € com fortificacdo no nivel Maximo (=)
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Figura A.2: Cromatograma registrado de 0 a 6,3 minutos (280 nm); 6,3 a 11,6 (300
nm) e 11,6 a 24 minutos (210nm) das amostras de: a) pimentdo, b) tomate, sem
fortificacao (==) e com fortificacdo no nivel maximo (==).





