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RESUMO

Devido ao uso frequente de agroquimicos, € importante o controle dos mesmos.
Desta forma, métodos analiticos instrumentais, principalmente quando envolvem as
analises por cromatografia liquida, sao capazes de avaliar qualitativa e
quantitativamente misturas destas substancias. Assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar um método de extragdo para determinacdo simultdnea de
residuos de agroquimicos em farinha de trigo integral. O método QUEChERS foi
modificado na etapa de extracao, usando no lugar do sulfato de magnésio, o sulfato
de sdédio na primeira etapa, além disso o método modificado nao realizou a etapa de
clean up. Apés foi validado o método modificado e as condigbes cromatograficas
utilizadas. Para a extragdo foi usado acetonitrila contento 1% de &cido acético,
sulfato de sédio, acetato de sddio e citrato de sddio sesquihidratado. Na etapa de
validacéo foi seguido os seguintes parametros: seletividade, linearidade, limite de
deteccado, limite de quantificagdo, precisdo, exatiddo e robustez. A faixa linear
avaliada neste trabalho foi de 1,0 a 200 pg L'. Os agroquimicos analisados
apresentaram r? de no minimo 0,99, foi considerado aceitavel pelas normas da
ANVISA. O limite de quantificagdo do método apresentou valores iguais e/ou
menores que os limites maximos de residuos estabelecidos pela legislagéo brasileira
(ANVISA). Dos agroquimicos analisados na farinha de trigo integral, 84% destes
apresentaram percentuais de recuperagado entre 70-120%, com repetibilidade e
precisao intermediaria com RSD < 20%. Os agroquimicos 2,4-D, Cartap Hidrocloride,
Ciproconazol, Etil Paraquat, Fenitrotiona e Parationa-metilica, nao foram
quantificados com seguranca nos niveis de fortificagdo avaliados apresentando
valores médios de recuperacio, fora da faixa confiavel para analise de residuos.
Avaliando as amostras coletadas na regido da Serra Gaucha, todos os agroquimicos
detectados nas farinhas de trigo integrais, foram Carbendazim, Clorpirifos,
Deltamitrina, Imidacloprido, Malationa, Pendimentalina, Pirimifos-metil, Triamedifom
e Triadimenol, apresentaram valores abaixo do LMR estabelecido pela ANVISA,
Codex Alimentarius e Unido Européia. O método desenvolvido e validado mostrou-
se adequado podendo assim ser aplicado na determinagdo de residuos de
agroquimicos em de farinha de trigo integral.

Palavras-chave: LC-MS/MS, residuos de agroquimicos, farinha de trigo integral,
método QUEChERS



ABSTRACT

Due to the frequent use of agrochemicals, it is important to control the same.
Thereby, instrumental analytical methods, particularly liquid chromatography
analyzes, are able to qualitatively and quantitatively evaluate mixtures of these
substances. The objective of this study was to develop and validate a method of
extraction for simultaneous determination of pesticide residues in whole wheat flour.
The QUEChERS method was modified in the extraction stage using in place of
magnesium sulfate, sodium sulfate in the first step also the modified method not
performed the step of clean up. After the modified method was validated and the
chromatographic conditions used. For the extraction was used acetonitrile with 1%
acetic acid, sodium sulfate, sodium acetate and sodium citrate sesquihydrate. Was
not carried out the clean up step. The method was validated by evaluating the
following parameters: selectivity, linearity, limit of detection, limit of quantification,
precision, accuracy and robustness. The linear range evaluated in this study was 1.0
to 200 mg L. Agrochemicals analyzed showed r? of at least 0.99 is considered
acceptable by the rules of ANVISA. The quantification limit of the modified
QuUEChERS method showed equal and/or lower than the maximum residue limits
established by Brazilian legislation (ANVISA) values. Of agrochemicals analyzed in
whole wheat flour, 84% presented with percentage recovery between 70-120%, with
repeatability and intermediate precision with RSD < 20%. The 2,4-D agrochemicals,
Cartap Hidrocloride, Cyproconazole, Ethyl Paraquat, Parathion-methyl and
fenitrothion, were not quantified with safety in fortification levels evaluated presenting
mean recovery values outside the reliable range for residue analysis. Evaluating the
samples collected in Serra Gaucha region, all agrochemicals detected in whole-
wheat flour, were carbendazim, chlorpyrifos, Deltamitrina, Imidacloprid, Malathion,
Pendimentalina, Pirimiphos-methyl, and Triamedifom Triadimenol, had values below
the MRL established by ANVISA, Codex Alimentarius and the European Union. The
developed and validated method was adequate and can therefore be applied in the
determination of agrochemicals residues in whole wheat flour.

Key-words: LC-MS/MS, agrochemicals residues, whole wheat flour, QUEChERS
method
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1 INTRODUGAO

Entre os alimentos mais consumidos mundialmente esta o trigo. Este cereal é
o segundo mais produzido no mundo, perdendo somente para a soja. Segundo FAO,
em 2013, este cereal teve uma producdo de 740 milhdes de toneladas. Neste
mesmo periodo a produg¢ao de arroz atingiu cerca de 477,3 milhdes de toneladas e a
producao de soja atingiu respectivamente 985,4 milhdes de toneladas (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento; Food and Agriculture Organization, 2014).

No Brasil, sdo produzidas em torno de 8 milhdes de toneladas de trigo ao ano,
enquanto que a soja tem uma produgao de 74,0 milhdes de toneladas, e 0 arroz com
7,3 milhdes de toneladas ao ano (CONAB, 2014).

O trigo € uma espécie de cereal que possui um ciclo anual de produgéo, com
cultivo realizado entre as estacdes de inverno e primavera. Este cereal passa por um
processo de moagem, resultando em farinha, farinha integral, e farelo. Destes
produtos processados podem ser elaborados paes, bolos, biscoitos e massas, e
também pode ser comercializado para racao animal (EMBRAPA, 2014).

Para atender a qualidade no processo de producéo desta cultura, tem-se
observado o uso elevado de pesticidas para o controle de pragas durante o cultivo e
armazenamento (SILVA et al., 1996).

Tem-se registrado no periodo da poés-colheita, a utilizacdo de inseticidas
organofosforados e piretréides para o controle de pragas em graos armazenados.
Dentre eles destacam-se os compostos Clorpirifos, Deltametrina e Pirimifos-metil
(EMBRAPA, 2014).

A determinacio destes residuos de pesticidas é realizada através de técnicas
e métodos altamente sensiveis, capazes de identificar e quantificar a concentragao
destes residuos (KOLBERG, 2008).

A avaliacdo dos niveis destes residuos faz-se necessario, pelo fato dos
produtores ndo obedecerem ao intervalo de seguranga ou periodo de caréncia dos
pesticidas, o qual ocorre entre a ultima aplicagdo do agroquimico e a colheita do
grao. Uma vez que para evitar as perdas no campo tém sido descumpridas as

normas, como aplicacdo de quantidades acima dos limites estipulados pela



17

legislacao brasileira, bem como pela aplicagédo de produtos n&o permitidos para a
referida cultura (BARBOSA, 2004).

Ao longo dos ultimos anos tem-se observado o desenvolvimento de técnicas e
métodos para o preparo de amostra, em andlise de residuos de pesticidas,
baseados na reducdo do uso de solventes organicos para a extracdo de agrotoxicos.
Um exemplo dessas técnicas, € o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Ruged and Safe). Este método é baseado em uma extracdo a base de
acetonitrila, seguida de particdo liquido-liquido, com adi¢gdo de MgSO,4 e/ou NaCl, e
por fim seguida de uma etapa de purificagdo com extracdo em fase solido
dispersiva. Foi adotado nos Estados Unidos como o método oficial da Association of
Official Analytical Chemists para a determinagdo de residuos de pesticidas em
alimentos.

O método QUEChERS sofreu diversas modificagdes, ao longo de seu
desenvolvimento, com o objetivo de ser empregado como um método multirresiduo
para a extragdo de agrotoxicos em alimentos, usando técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massas.

Na determinagédo de residuos de pesticidas, o desenvolvimento de métodos
analiticos constitui-se de uma etapa muito importante, onde a investigacdo deve
incluir a validagao do método desenvolvido. Desta forma, se um método existente for
modificado, deve-se assegurar de que as caracteristicas de desempenho do método
atendam aos requisitos para as operagdes analiticas pretendidas (INMETRO, 2011).

O desenvolvimento de novos métodos de extragao e analise de residuos de
pesticidas se faz necessario para reduzir o uso de reagentes quimicos e solventes
organicos, e até mesmo reduzir etapas de extracao.

Neste trabalho investigou-se uma modificagdo do método QUEChERS para a
determinagao de 37 pesticidas em farinha de trigo por LC-MS/MS, com o intuito de
omitir e substituir etapas analiticas complicadas empregadas nos métodos

tradicionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método de extracao para determinacio simultidnea

de residuos de agroquimicos em farinha de trigo integral por LC-MS/MS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um método de extracdo de residuos de agroquimicos em
farinha de trigo integral;

e Desenvolver e otimizar um método de cromatografia liquida acoplada a
analisador de massas sequencial para analisar residuo de pesticidas em farinha
de trigo integral;

¢ Validar o método de acordo com os pardmetros da Resolugcdo n° 899, de
29 de maio 2003 — “Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos” da
ANVISA.

e Demonstrar a aplicabilidade do método na determinagédo de residuos de

pesticidas em amostras de farinha de trigo integral.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir sera apresentada uma revisdo da literatura contendo tdpicos

relacionados ao desenvolvimento do método.

3.1 TRIGO

O cultivo do trigo segue paralelo a histéria da antiguidade e da modernidade.
Foi registrado o plantio desta cultura no Egito, em jazigos de mumias, na Suiga em
habitagdes lacustres (BRUM & MULLER, 2008).

Por volta do ano de 1534, foi registrado o uso do trigo no Brasil, quando as
caravelas de Martim Afonso de Souza transportavam os primeiros graos, os quais
foram lancados nas terras da Capitania de Sao Vicente, que atualmente é localizada
no litoral dos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana (KOLBERG, 2008).

O trigo é considerado o cereal mais importante para a alimentacdo humana,
produzido nas regides de clima temperado, sua produgéo esta em torno de 18% em
relacdo a produgcéo mundial de cereais. Em segundo lugar aparece o arroz com 13%
da produgdo. Apds vem o milho com 12% em relagdo a produgcdo de graos
(Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, 2014).

A produgao mundial de trigo para a safra 2013-2014 foi de 740 milhdes de
toneladas (CONAB, 2013). Dentro desta producdo os Estados Unidos € o maior
produtor deste grédo, com uma produgcdo de 57,97 milhdes de toneladas ao ano
(Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, 2014).

O Brasil produz anualmente cerca de 5 a 6 milhdes de toneladas de trigo. Em
torno de 90% da producgao deste cereal é cultivado na regiao sul do pais. Segundo a
CONAB, os estados do Parana e Rio Grande do Sul sao os maiores produtores de
trigo, (Figura 1) (CONAB, 2013).
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Existem mais de 20 mil variedades de grdo de trigo. O género Triticum

aesrivum L., € a espécie mais cultivada no mundo, o equivalente a quatro quintos da

producao mundial. Este género é frequentemente usado em fabricagcdo de bolos,

paes e produtos de confeitaria, por ser uma variedade de baixa dureza, denominada

trigo mole e por conter um elevado conteudo de amido. Contudo o género Triticum

durum é utilizado na produgdo de massas em geral, como lasanhas, macarréo, por

ser uma espécie que forma um gluten mais resistente, permitindo uma textura firme

apos o cozimento (ABITRGO, 2014).

A farinha de trigo, em base seca, € composta por aproximadamente 78% de

carboidratos, 1,5% de residuo mineral, 13% de proteinas, 3% de lipidios, essa
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composi¢cao pode alterar conforme a variedade do trigo e a safra dos mesmos
(NEVES, 2013).

A composicao do grdo de trigo é composta de endosperma (83%), farelo
(14%) e germe (3%). O endosperma inclui o endosperma amilaceo e a camada de
aleurona. Ja o farelo € composto por seis tecidos diferentes e o germe geralmente
inclui o escutelo e o embrido. Da moagem do trigo é obtida a farinha, e para a
obtengdo da farinha integral, o trigo € processado com a casca, amido e germe
(Figura 2) (EMBRAPA, 2014).

casa — 9+ L L endosperma

pelicula

germe

Figura 2. Composic¢ao do trigo
Fonte: EMBRAPA

3.2 RESIDUOS DE PESTICIDAS EM TRIGO E DERIVADOS

Nos ultimos anos houve um aumento significativo do uso de pesticidas na
produgcdo de alimentos. Conforme ABRASCO em 2012, o Brasil € o maior
consumidor de pesticidas agricolas do mundo e aumenta sua utilizacdo a uma
velocidade duas vezes superior a dos demais paises.

Pesticida, segundo Codex Alimentarius, € uma substancia utilizada para
prevenir, destruir, atrair, repelir ou controlar qualquer praga, incluindo espécies de
plantas indesejaveis a plantagdo, insetos ou animais, durante a etapa de
plantio/produgdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e processamento do
alimento ou da racéo animal (FAO, 2014).

A utilizacdo desses agroquimicos vem sendo a unica acdo usada em campo

para combater e prevenir as pragas agricolas. Porém, estes agroquimicos sao
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potencialmente téxicos ao ser humano e animais, causando efeitos nocivos no
sistema nervoso central e periférico, imunodepressor ou cancerigeno (BARBOSA,
2004).

Os cereais produzidos sem os cuidados com as Boas Praticas Agricolas
recomendadas pelo Ministério da Agricultura e Agropecuaria apresentam residuos
de pesticidas. Isto ocorre pela aplicacao incorreta do produto pelo produtor ou até
mesmo pelo desrespeito aos prazos de caréncia entre a aplicagdo e a colheita
(KOLBERG, 2008).

O controle da contaminacao dos alimentos por esses agroquimicos no Brasil
€ quase inexistente. Desta forma, pode-se afirmar que os orgados federais nao
possuem controle dos Limites Maximos de Residuos de pesticidas em alimentos,
sejam estes cultivados no pais ou mesmo importados (ANVISA, 2014).

Os Limites Maximos de Residuos (LMR) sao definidos como a concentragao
maxima de residuos de pesticidas, presente nos alimentos e que pode ser
consumida sem prejuizo a saude, ao longo de sua vida. Estes limites, conforme a
ANVISA, sao estipulados, através de avaliagbes toxicoldgicas e de risco para cada
produto liberado para uso (ANVISA, 2014).

Para garantir a seguranga dos alimentos aos consumidores quanto ao nivel
de residuos de pesticidas, os LMRs sdo definidos pela Food and Agriculture
Organization (FAO), pela Comissédo do Codex Alimentarius e pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS). No Brasil, a regulamentacdo do LMR e do intervalo de
seguranca para pesticidas € responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) através do Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos — PARA, e do Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) através da Instrugdo Normativa n° 26, de oito de outubro de dois mil e dez, e
Instrucdo Normativa n° 27, de onze de dezembro de dois mil e doze, as quais
seguem o programa de monitoramento de residuos de agrotéxicos e afins em
alimentos de origem vegetal.

Os Limites Maximos de Residuos entre 0,01 e 0,05 mgkg'1, representam
atualmente, uma apreciavel diminuicdo em relacido aos limites precedentes. Os
métodos de multirresiduos devem ser eficazes em detectar os compostos em
concentragdes de 5 a 10 vezes inferior ao LMR, garantindo assim a identificagédo e a
quantificacado exata (HERNANDO, 2001).
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No Brasil ndo existem valores de LMRs estabelecidos para alimentos
processados como a farinha de trigo, mas somente para grao de trigo. Apenas o
Codex Alimentarius e Unidao Européia possuem limites para alimentos processados.
A Tabela 1 apresenta os pesticidas selecionados para este estudo e os Limites
Maximos de Residuos para a cultura de grdo de trigo, dos compostos avaliados
(ANVISA, Codex Alimentarius e Uniao Européia, 2013).

Tabela 1. Pesticidas selecionados para este estudo e Limites Maximos de Residuos (LMR)
em grao de trigo

ANVISA, CA: Codex Alimentarius; EU: Unido Européia

LMR LMR LMR
(mgkg™) (mgkg")  (mgkg™)
Nome Grupo quimico ANVISA CA UE
2,4-D (acido )
diclorofenoxiacético) Acido ariloxialcandico 0,2 2 0,05
Acetamiprido Neonicotindide 1 - 0,03
Azoxistrobina Estrobilurina 0,05 0,2 0,3
Metilcarbamato de
Bendiocarb benzodioxol - - -
Benyazon Benzotiadiazinona 0,01 0,1 0,1
Bioaletrina Piretréide - - -
Bromoxinil Benzonitrila - - -
Carbendazim Benzimidazol 0,1 0,05 0,1
Metilcarbamato de
Carbofurano benzofuranila 0,1 - 0,02

Carboxine Carboxanilida 0,2 - 0,01




Continuacao tabela 1

LMR LMR LMR
(mgkg”) (mgkg™) (mgkg”)
Nome Grupo quimico ANVISA CA UE
Cartape Bis(tiocarbamato) 0,01 - -
Ciproconazol Triazol 0,05 - 0,1
Clorpirifos Organofosforado 0,2 0,5 -
Isotiocianato de metila
Dazomete (precursor de) - - -
Deltametrina Piretroide 1 2 2
Acido
Diclofope ariloxifenoxipropidnico 0,02 - -
Diclorvos Organofosforado - 10 0,01
Diuron Uréia 0,05 - 0,2
Paraquat - - - -
Fenotrina Piretroide - - 0,05
Fenitrotiona Organofosforado 1 6 -
Forato Organofosforado 0,05 - -
Foxim Organofosforado - - 0,01
Imidacloprido Neonicotindide 0,5 0,03 0,1
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Continuacao tabela 1

LMR LMR LMR
(mgkg”) (mgkg”) (mgkg™)
Nome Grupo quimico ANVISA CA UE
Malationa Organofosforado 8 10 8
Metamidofos Organofosforado 0,1 - -
Metilcarbamato de
Metomil oxima 0,1 2 0,02
Metribuzin Triazinona 0,1 - 0,1
Parationa-metilica Organofosforado 0,1 - -
Pendimentalina Dinitroanilina 0,1 - -
Pirimifos-metil Organofosforado 10 - 5
Fosforotioato de
Pirazofos heterociclo 0,02 - 0,05
Pirimicarbe Dimetilcarbamato 0,05 - 0,5
Procloraz Imidazolilcarboxamida 0,5 - 0,5
Tebuconazol Triazol 0,1 0,15 0,2
Triadimefom Triazol 0,1 - 0,2
Triadimenol Triazol 0,5 - -

Fonte: ANVISA; CA: Codex Alimentarius; EU: Unido Européia
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Com o objetivo de prevenir a agao de efeitos toxicos dos agroquimicos em

humanos, surgiu a necessidade de controlar os niveis residuais desses produtos em

amostras de alimentos. Geralmente este controle vem sendo feito com o auxilio de

métodos de extracdo e com uso de técnicas cromatograficas.

O desenvolvimento de método para analise de pesticidas em alimentos pode ser

prejudicado por alguns fatores, tais como, a definigdo do residuo a ser analisado e a

presenca de matriz complexa. Desta forma, a combinacao de varios métodos é que

demonstra melhores respostas para analise multirresiduo (NIELL, 2014).

Alguns exemplos de métodos de extracdo de agroquimicos em amostras de

alimentos podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Levantamento de alguns agroquimicos detectados em alimentos no Brasil

Técnica
Amostra Método de extragao Analitica Agroquimicos Referéncia
QUECHERS Azoxistrobina
modificado - etapa ~ GC-MS modo  Bifentrina
Trigo clean up com C18 SIM Deltamettrina KOLBERG, 2008
Came, ~ QUECHERS oo
rim, modificado - g I_ (faC' ° "
figado, etapa clean up LC/MS-MS modo iclorofenoxiacético)
ovo com C18 ESI Triamedifon PRESTES, 2011
QUECHERS 2,4-D (acido
modificado - dlclorofenO.X|acet|co)
etapacleanup  LC/MS-MS modo Deltamettrina RODRIGUES,
Cebola com C18 ESI Tebuconazole 2010
Parationa-metilca
Bioaletrina
GC-MS, GC-MS/MS Fenotrina
Metamidofds
QUECHERS Metomil
Soja modificado LC-MS/MS Carbendazin PIZZUTTI, 2006
mini-Luke
Uva modificado GCxGC-FID Fenitrotiona FRIGGI, 2008
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Técnicas cromatograficas vém sendo cada vez mais usadas para a
determinagao de residuos de agroquimicos em alimentos. A escolha da técnica esta
relacionada com a estrutura quimica do composto a ser analisado. Com a
problematica de detectar diferentes classes de pesticidas e quantifica-los em baixas
concentragdes, em nivel de partes por milhdo ou e até partes por bilhdo, torna-se
necessaria a utilizacdo de técnicas altamente sofisticadas, como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, devido as suas excelentes

caracteristicas de eficiéncia de separacéo e sensibilidade (CHEN et al., 2011).

3.3.1 Preparo das amostras para analise de pesticidas

Tao importante como o método de analise € o procedimento de extracdo. A
tarefa de desenvolver um método para determinar pesticidas nao é simples, devido
as diferentes propriedades quimicas, a solubilidade, volatilidade, polaridade dos
mesmos, € a ampla variedade de matrizes, o que pode conduzir a perdas durante o
processo. Os analistas desempenham esfor¢cos para descobrir como transferir
simultaneamente todo o residuo dos pesticidas da matriz para a fase orgéanica e qual
o tipo de instrumento deve ser utilizado para a analise qualitativa e quantitativa dos
pesticidas (NIELL, 2014).

Considerando que as concentracdes do analito, nas analises de pesticidas,
sdo na maioria das vezes baixas, e, que, as amostras requerem uma etapa prévia
de preparo, minimizando as interferéncias. Desta forma, deve-se promover o
fracionamento e o enriquecimento com todos os analitos de interesse, eliminando os
interferentes provindos dos componentes da matriz. Qualquer perda de analito que
ocorrer na etapa de preparo, ndo pode ser compensada por outra subsequente.
Desta forma, esta etapa é fundamental para o processo analitico (PIZZUTTI, 2006).

No caso da analise do trigo, os graos devem ser moidos para facilitar o
acesso do solvente as particulas da farinha. Amostras com baixo teor de umidade
(<80%) requerem adigcdo de agua antes de iniciar a etapa de extracao, objetivando
melhorar a capacidade de extracdo dos compostos. A agua hidrata as particulas da
farinha, e com isso, facilita o acesso do solvente na extracdo dos agroquimicos a
serem analisados. Para cada 10 gramas de amostras, recomenda-se adicionar 10
mL de agua (ANASTASSIADES et al., 2003a).
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A aplicacdo de extragdes com solventes organicos sao escolhidas nas
analises de rotina devido a simplicidade, rapidez e recuperacdes adequadas para
uma larga faixa de polaridades. Um método multirresiduos consiste em
homogeneizar a amostra com solvente orgéanico, empregando agitagdo manual ou
por equipamentos. A adicdo de agua antes da etapa de extragcdo pode melhorar em
alguns casos a dessorcao dos pesticidas da matriz. Os solventes mais indicados ao
uso sdo a acetonitrila, metanol, acetona, acetato de etila, entre outros. A escolha do
solvente esta relacionada a compatibilidade com os analitos, evitar interferéncias da
matriz ao extrato final, eficacia na etapa de limpeza, volatilidade e seguranga para o
analista (FUKUI, 2013).

3.3.2 Método de extragdo (QUEChERS)

Anastassiades, et al. (2003) desenvolveram um método que proporcionou
resultados de alta qualidade com um numero minimo de etapas e um baixo consumo
de solventes e colunas. Ao método foi dado o nome QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe), com as vantagens de ser rapido, facil, barato,
eficiente, robusto e seguro.

Este método visa atender aos Limites Maximos de Residuos, estabelecidos
pelas legislagdes internacionais e nacionais, e visa também atender a obtengéo de
extratos que podem ser analisados por Cromatografia Liquida e/ou Gasosa
acopladas a detector de Massas (GC-MS/MS e LC-MS/MS) (NIELL, 2014).

A metodologia do método QUEChERS resume-se nas etapas de extracao,
particdo e clean up.

A primeira etapa do método usa um solvente orgéanico, que possibilita a
extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da
amostra. Estudos indicam que a acetonitrila tem vantagem de analisar em LC-
MS/MS do que a acetona e acetato de etila e pode ser utilizada também em
sistemas de GC-MS/MS (ANASTASSIADES et al., 2003; LEHOTAY et al., 2001).

Com o uso da acetona, a particdo é controlada com a adi¢cao de cloreto de
sédio e solventes apolares, poréem a desvantagem neste processo € a diluigdo do
extrato e o consumo de um maior volume de solventes. Ja o uso de acetonitrila, ndo

requer a adicao de solventes apolares no processo de particao. Conforme o solvente
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utilizado na etapa de particdo obtém-se melhores percentuais de recuperacio para
analitos polares (PRESTES, 2011; PIZZUTTI, 2006).

Na segunda etapa do método é empregado o uso de sais secantes
como sulfato de sddio. Além deste sal, pode ser utilizado o sulfato de magnésio, que
possui maior capacidade de remover agua quando comparado a outros sais, além
disso, este sal reduz o volume na fase aquosa, ocorrendo no processo de hidratagao
uma reacao exotérmica, aquecendo a amostra entre 40 a 45°C durante as etapas de
extragao/particao (ANASTASSIADES et al., 2003). A adigao de sais neste processo &
frequentemente usado, devido a rapidez, facilidade e baixo custo, além de nao diluir
o extrato da amostra e proporcionar uma separagido das fases organica e aquosa
(PRESTES, 2011).

O método QUECHERS original demonstra excelentes resultados em
diferentes tipos de alimentos, porém alguns compostos apresentaram instabilidade e
problemas na recuperacao, devido ao pH da matriz. Desta forma, percebeu-se que o
uso de tampdes com pH 5,0, resultavam em recuperacgdes, em torno de 70%, para
compostos dependentes do pH, independentemente da matriz utilizada
(ANASTASSADES, 2007).

Lehotay et al. (2005a) desenvolveram o método QUECHERS acetato, onde a
adicdo de acetato de sodio realiza o efeito tamponante (pH 4,8), evitando a
degradacéo de certos pesticidas, como por exemplo captana, clorotalonil e folpete.
Este método foi adotado em 2007 pela Association of Official Analytical Chemist
como um método oficial para a determinagdo de residuos de pesticidas em
alimentos. Em seguida, Anastassiades et al. (2007), desenvolveram o método
QUECHERS citrato, que, com a utilizagdo de citrato de sédio di e sesquiidratados,
provocam efeito tamponante (pH 5,0-5,5). Em 2008, o European Commitee for
Standarisation, oficializou o método. Assim, o citrato sesquihidratado foi escolhido
como tampao na extragao para o método QUEChERS citrato.

Apos a adicdo dos sais e do tampao, é realizada a etapa de limpeza (clean
up), a qual tem como o objetivo, reduzir as interferéncias da matriz e os limites de
deteccdo. O adsorvente utilizado tem por objetivo remover os acidos graxos,
agucares e outros co-extratos da matriz, através de ligagdes de hidrogénio. Porém
pode resultar na perda parcial de alguns compostos, bem como no aumento dos
custos e de tempo de extracdo dos agroquimicos. Além disso, uma limpeza ma

condicionada leva a efeitos adversos relacionados a qualidade dos dados gerados,
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mascarando os picos dos agroquimicos por componentes que co-eluem da matriz,
gerando falsos positivos e quantificagéo incorreta (LEHOTAY, et al., 2010a ; NIELL,
2014).

A aplicacdo do método QUECHERS te sido reportada para analise
multirresiduo de pesticidas em varios alimentos. Em 2009, Hernandez-Borges et al.,
utilizaram QUECHERS e Gas Chromatography Nitrogen and Phosphorus Detector
(CG-NPD) para a determinacdo de onze agrotoxicos em banana, e encontraram
valores de limites de quantificacdo (LOQ) na faixa de 0,01 a 0,14 mg kg™, e
percentuais de recuperagédo entre 67 e 118% e RSD < 16%. Também com este
método QUECHERS, foram quantificados 36 agrotdxicos em mel, através de Gas
Chromatography Electron Capture Detector (GC-ECD) e Gas Chromatography
Nitrogen and Phosphorus Detector (GC-NPD), com a obtencédo de percentuais de
recuperacao entre 70 e 120% e RSD = 22% (BARAKAT et al., 2007).

Foi utilizado o método QUECHERS para extrair diflubenzurona e triflumurona
em tomate, através de LC acoplada a sistema de fotoderivatizagao pds-coluna com
detector de quimioluminescéncia. A recuperacido apresentou entre 79,7 e 94,2%,
com valores de RSD < 10%, e valores de limite de detecgéo (LOD), na faixa de 0,05
a 0,26 ug kg™ e valores de limite de quantificagdo (LOQ) entre 10 e 20 ug kg™
(LEHOTAY, 2007).

3.3.3 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

As técnicas por GC-MS e LC-MS sao muito bem estabelecidas para a analise
de alimentos. As anadlises realizadas por GC sdo apropriadas para compostos
volateis e termicamente estaveis. Contudo, muitos compostos nao apresentam estas
caracteristicas, além de serem muito polares. Desta forma, esses compostos podem
ser separados pela técnica de LC (ALDER, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma das técnicas mais
utilizadas na determinacdo de compostos nao volateis. Porém, apesar de ser uma
excelente técnica de separagao, necessita de uma técnica confirmatéria quando a
analise for qualitativa (LANCAS, 2009).

O acoplamento da cromatografia liquida com o espectrdbmetro de massas

permite a identificagdo da composicdo quimica de um determinado composto
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isolado, ou de varios compostos em misturas complexas, através da determinacao
de suas massas moleculares, pela movimentacao através de um campo elétrico ou
magnético. Essa movimentagao ocorre pela separagao dos ions de acordo com sua
relacdo massa/carga (m/z). Este acoplamento permite um aumento da seletividade e
sensibilidade (SKOOG et al., 2008).

A sequéncia mais usada, para determinacdo de residuos de pesticidas em
alimentos é a fonte de ions, seguida de analisador de massas, detector e por fim
processador de sinais.

As fontes de ionizacdo foram desenvolvidas com o intuito de resolver a
incompatibilidade entre as vazdes empregadas no sistema cromatografico, elas
auxiiam na remocdao do solvente e no interfaceamento entre a coluna
cromatografica e o espectrémetro de massas. Estas fontes facilitam na transferéncia
da amostra que elui da coluna cromatografica para a fase gasosa (interface coluna-
MS) e a ionizagdo da amostra (LANCAS, 2009).

Das fontes de ionizagbes, a eletronebulizagdo (electrospray, ESI) permite a
formagao de ions na pressao atmosférica. Com uma voltagem em torno de 3.000 e
5.000 V, o analito passa pelo capilar e atinge a pressao atmosférica em forma de um
spray aerossol. As goticulas formadas sao dessolvatadas e os ions fluem em dire¢cao
ao espectrometro de massas, estes sdo movidos pelas atracdes eletrostaticas e pela
presséo reduzida (LANCAS, 2009; PRESTES, 2011).

Na técnica de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (atmospheric pressure
chemical ionization, APCI), o vaporizador converte o eluato do cromatégrafo liquido
em uma fase gasosa. Este aquecimento vaporiza o liquido e as moléculas do
solvente na fase gasosa sdo ionizadas. As moléculas ionizadas passam por um
capilar de vidro que leva para dentro do analisador de massas (HARRIS, 2008).

A técnica de APCI determina massas molares menores do que 2000
unidades. E 6tima para analisar moléculas idnicas, polares e apolares, podendo ser
usada no modo positivo e negativo. Ela € menos utilizada do que a técnica ESI,
mesmo sendo aplicada em moléculas polares e apolares, o fato de serem
empregadas altas temperaturas desfavorece a técnica, sendo menos utilizada em
anadlise de biomoléculas grandes e termicamente instaveis (NUNEZ, 2005;
PRESTES, 2011).
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Dos tipos de analisadores de massas, o espectrdmetro de massas triplo
quadrupolo, tem como vantagens a avaliagdo de um numero significativo de analitos
por segmento, com o uso de fragmentos para quantificagdo e confirmagao.

O sistema triplo quadrupolo, apresenta acoplamento de dois ou mais
analisadores de massas em conjunto (tandem). Desta forma, este sistema, em
algumas misturas complexas, faz-se necessario. O analisador triplo-quadrupolo é
muito eficiente nestes casos, por quantificar e qualificar com rapidez os analitos,
mesmo em baixas concentragdes. Neste analisador, o primeiro quadrupolo age
como um filtro de massas selecionando o ion de interesse. O ion nesta etapa é
fragmentado por colisio com um gas inerte na célula de colisdo, e no terceiro
quadrupolo os fragmentos produzidos sdo analisados (SKOOG et al., 2008).

As vantagens da extracdo usando método QUEChERS com as técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria atdbmica, tem sido descritas para
analises multirresiduos.

NIELL e colaboradores utilizaram QUEChERS baseado no método de analises
de multiresiduo em pesticidas presentes em cera de abelha, quantificados através
de LC-MS/MS e GCxGC-TOF (NIELL, et al., 2014). Rodrigues (2010), realizou o
estudo da otimizagao e validagdo de métodos empregando Dispersao da matriz em
fase sélida (MSPD), QUEChERS modificado e LC-ESI-MS/MS para determinar
pesticidas em cebola. Prestes (2011) desenvolveu um método de extragao
QuEChERS modificado para determinagao simultanea de residuos de agrotéxicos e

medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal por LC-MS/MS.

3.4 VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS

A validacao de métodos tem por objetivo assegurar a confiabilidade dos
resultados obtidos, delineando procedimentos de validacdo do processo analitico
empregado, garantindo assim a qualidade das medi¢des quimicas, através da sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade (PRESTES, 2011).

As agéncias reguladoras do Brasil e de outros paises vem estabelecendo

normas com diretrizes a serem adotadas no processo de validagdo que possibilitem
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a obtencgdo, de forma clara e objetiva, de evidéncias de que um método analitico é
adequado para o uso desejado (CHIARADIA, 2009).

A validacao deve garantir, através de estudos analiticos, que o método atenda
as requisicdes das aplicagbes analiticas, garantindo a confiabilidade dos resultados.
No Brasil a norma que rege a realizacdo de estudos de validacdo em métodos
analiticos e bioanaliticos, é a Resolugao RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003; Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia, 2003).

As variaveis, seletividade, linearidade, limite de deteccado (sensibilidade),
limite de quantificagdo, precisao, exatiddo e robustez sdo os principais parametros

utilizados na validagcdo de métodos.

3.4.1 Seletividade

A seletividade de um método pode ser definida, segundo ANVISA (2003),
como a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto na
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacéao e
componentes da matriz.

Para avaliar a seletividade do método, faz-se uma comparagédo com amostras
que foram contaminadas com agroquimicos, em relagdo com uma amostra que nao
contém agroquimico, comparando resultados positivos com negativos (ANVISA,
2003).

3.4.2 Linearidade e curva analitica

Segundo ANVISA, 2003, a linearidade é a capacidade de uma metodologia
analitica demonstrar que os resultados sdo diretamente proporcionais a
concentragao do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

A linearidade gera resultados diretamente proporcionais em relacdo a
concentracado do analito, em uma determinada faixa de concentragcdo. Ela é

determinada pelas curvas analiticas, que sao graficos de calibragdo, onde a
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resposta do equipamento esta relacionada com as diferentes concentracbes do
analito (PRESTES, 2011).

A curva de calibracdo é construida através de solugdes analiticas dos
pesticidas, em solvente ou no extrato da matriz. A curva preparada em solvente
proporciona um sinal do instrumento com a concentragdo do analito, sem considerar
a interferéncia da matriz (ORSO, 2011).

3.4.3 Limite de detecgdo (LOD) e Limite de quantificagao (LOQ)

Em analises de tragos, quando as medidas em amostras s&o em niveis baixos
(ug/kg), é importante identificar o menor valor de concentragdo do analito que pode
ser detectado ou quantificado pelo método (INMETRO, 2011).

O limite de deteccgao é caracterizado pela menor concentragdo da substancia
em exame que pode ser detectada. O limite pode ser calculado pelo método
baseado na relacdo 3 vezes razao sinal:ruido. Porém neste método somente pode
ser aplicado para sistemas analiticos que apresentam ruido para a linha base. Além
deste, pode ser estabelecido por meio de analise de solugcbes de concentracdes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel de confianga
(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

Ja o limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisao e exatiddo. Também é considerado como o
menor valor de concentracao em que o analito pode ser quantificado com certo limite
de confianca. Pode ser determinado por meio do ruido da linha de base
considerando como limite de quantificagdo a concentracdo que produza relagao
sinal:ruido superior a 10:1 (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

3.4.4 Precisao

A precisdo avalia a dispersdo dos resultados de ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou solugdes analiticas de
referéncia, analisadas em condigbes definidas (INMETRO, 2011).

Na precisdo, um parametro adequado € a repetibilidade e a reprodutibilidade,

a qual é definida como a concordancia entre os resultados dentro de um curto
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periodo de tempo com o0 mesmo analista e mesma instrumentagdo. Desta forma, a
repetibilidade do método é verificada através de nove determinagdes, contemplando
o intervalo linear do método, 3 concentracbes, baixa, média e alta, com 3 réplicas
cada (ANVISA, 2003).

Valores de RSD (do inglés Relative Standard Deviation), de até 20% sé&o
aceitaveis, quando utilizado métodos empregados para a determinagcdo de
pesticidas em niveis de tragos (PRESTES, 2011).

3.4.5 Exatidao

Exatiddo do método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Também é definida como a
concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia verdadeiro.
Representa a existéncia de erros sistematicos, e € um dos critérios mais importantes
para o julgamento do desempenho de um método analitico (ANVISA, 2003; RIBANI
et al., 2004).

Caso houver indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatidao
pode ser avaliada através dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo, onde é
realizada a adicao de uma quantidade conhecida de um padrao certificado do analito
de interesse a matriz. Apds a etapa de extracao e analise instrumental, a resposta é
comparada com aquela dada pela analise do padrao de referéncia, dissolvido em um
solvente puro (CODEX ALIMENTARIUS, 2013).

A exatidao do método pode ser determinada apds o estudo da linearidade e
da especificidade, sendo avaliada a partir de no minimo 9 determinacbes
contemplando o intervalo linear do procedimento, sendo 3 concentragdes, baixa,
média e alta, com 3 replicatas cada (ANVISA, 2003).

Os intervalos de recuperacao entre 70 e 120% sao aceitos com a precisao de
até 20% para a maioria dos métodos analiticos, inclusive para analise de pesticidas
(PRESTES, 2011; SANCO, 2010).

3.4.6 Robustez
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Segundo ANVISA, 2003, na robustez de um método analitico € avaliada a
capacidade em resistir a pequenas variagcdes nos parametros analiticos. Para
examinar as causas da variabilidade dos resultados, varios fatores devem ser
avaliados, como por exemplo, no preparo da amostra pode ser avaliado os fatores
de estabilidade das solugdes analiticas ou o tempo de extragdo. Na espectrometria,
pode-se avaliar a variagao de pH da solucdo, ou a temperatura, ou até mesmo
diferentes fabricantes de solventes. E na cromatografia liquida, avalia-se a variagao
de pH da fase modvel, a variacdo da composicao da fase mével, diferentes lotes ou

fabricantes de colunas, temperaturas ou até mesmo vazao da fase mével.

4 MATERIAIS E METODOS

As amostras de trigo utilizadas no processo de validagdo do método
multirresiduo, devem ser amostras isentas de qualquer tipo de residuo de pesticidas
que possa interferir no processo. Estas amostras foram preparadas para a obtengcao
das curvas de calibracdo e também foram utilizadas no preparo das fortificagbes
para avaliacdo do percentual de recuperacdo do método de extracdo. As amostras
de trigo foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) — Trigo, cultura BRS 327, colheita 2011 e 2012. Para a validagao e para
a aplicacao do método foram utilizadas amostras de farinhas de trigo integral de
duas marcas provenientes de Moinhos localizados na Serra Gaucha. Foram
escolhidas culturas de trigo cultivadas em duas regides, centro-leste e centro-norte
do Rio Grande do Sul. O periodo da coleta destas farinhas foi entre novembro de
2013 e margo de 2014.

4.1 INSTRUMENTAGAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estao
descritos abaixo:
v Agitador Vortex — 2x® (Velp Cientifica, Italia)
v/ Balancga analitica de precisao - BEL Engineering (Piracaba - SP, Brasil)

v' Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804R (Hamburgo, Alemanha)
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Micropipetadores com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Moinho de facas Quimis IKA A11 Basic (S&o Paulo, Brasil);
Sistema de purificagcdo de agua Milli-Q Millipore Reference (Billerica, MA,
Estados Unidos);
Sistema LC-MS/MS: Cromatégrafo a Liquido de ultra-alta eficiéncia (HPLC)
Shimadzu (Japé&o), equipado com:
» Detector MS, SPD-20 com fonte ESI, utilizando o modo de ionizagao
por eletronebulizagdo (ESI);
» Amostrador automatico SIL 20AXR, bomba LC-20ADXR, forno para a
coluna e sistema de desgaseificagcdo CTO-20;
» Coluna analitica Shim-pack XR-ODSIL, 2,2 ym, 3,0 x 100 mm;
» Espectrémetro de massas triplo quadrupolo Shimadzu, LC-MS 8030
(Japao);
» Sistema de aquisicao de dados através do Software Release 5.4.2 SP6
— LabSolutions LCMS for LCMS-8030;

» Sistema gerador de nitrogénio de marca Peak Scientifc NM 32LA

4.2 REAGENTES, SOLVENTES E MATERIAIS UTILIZADOS

NN NN
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Acetato de sddio anidro p.a. (Vetec, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (Panreac, Barcelona, Espanha);

Acido acético glacial (Synth, Brasil);

Acido férmico = 98% (Sigma Aldrich, Estados Unidos);

Agua ultrapura, purificada em sistema Mill-Q Milipore Reference
(resistividade de 18,2 MQ cm);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

Gas argbnio pureza 99,9992% usado como gas de colisdo no sistema LC-
MS/MS (Air Product Ltda, Brasil);

Hidrogenocitrato de sddio sesquiidratado (Sigma Aldrich, Estados Unidos);
Metanol grau HPLC (Panreac, Barcelona, Espanha);

Padrées solidos dos agroquimicos, conforme tabela 3;

Sulfato de sédio anidro (Neon, SP, Brasil);
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v" Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 mL (TRP,
Espanha);

v" Vidrarias comum de laboratério.

4.3 PESTICIDAS ANALISADOS

A selecao dos pesticidas investigados neste trabalho foi baseada na ANVISA
que dispbde os agroquimicos permitidos para uso na cultura trigo. Devido a grande
quantidade de agroquimicos liberados para esse cereal, que totaliza 188 compostos,
foi realizada uma selecdo dos mais utilizados em campo. Assim para o
desenvolvimento do trabalho, alguns padrbes foram adquiridos Sigma-Aldrich
(Estados Unidos) e outros foram cedidos pela EMBRAPA Meio Ambiente marca Dr.
Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha).

Os pesticidas selecionados estao listados na Tabela 3, com a sua férmula

molecular, massa molar, pureza e marca.



Tabela 3. Pesticidas selecionados e analisados em LC-MS/MS

Pesticidas Formulas Massa molar Pureza Marca
(gmol!) (%)

24-D CsHsCl203 221,04 99,8 Sigma-Aldrich
Acetamiprido C10H11CIN4 222,67 99,9 Sigma-Aldrich
Azoxistrobina C22H17N30s 403,00 99,5 Dr. Ehrenstorter
Bendiocarbe C11H13NO4 223,23 99,4 Sigma-Aldrich
Bentazon C10H12N203S 240,28 99,9 Sigma-Aldrich
Bioaletrina C19H2603 302,41 96,6 Sigma-Aldrich
Bromoxinil C7H3Br2NO 276,91 99,9 Sigma-Aldrich
Carbendazim CoH9N302 191,00 97,0 Dr. Ehrenstorter
Carbofurano C12H15NO3 221,00 99,5 Dr. Ehrenstorter
Carboxine C12H13NO2S 235,07 99,9 Sigma-Aldrich
Cartap Hidrochloride C7H1sN302S2HCI 273,80 - Sigma-Aldrich
Ciproconazol C15H18CIN30O 291,78 99,8 Sigma-Aldrich
Clorpirifos CoH11CIsNO3PS 350,59 99,9 Sigma-Aldrich
Dazomete CsH10N2S2 162,28 99,9 Sigma-Aldrich
Deltametrina C22H19Br2NOs3 504,80 98,0 Dr. Ehrenstorter
Diclofope C16H14Cl204 341,19 99,2 Sigma-Aldrich
Diclorvos C4H7CI204P 220,87 98,5 Dr. Ehrenstorter
Diuron CoH10CI2N20 232,90 97,5 Dr. Ehrenstorter
Etil Paraquat C12H14CI2N2 256,90 - Sigma-Aldrich
Fenotrina C23H2603 350,45 94 .4 Sigma-Aldrich
Fenitrotiona CoH12NOsPS 277,04 97,5 Dr. Ehrenstorter
Forato C7H1702PS3 260,38 95,8 Sigma-Aldrich
Foxim C12H15N203PS 298,30 98 Sigma-Aldrich
Imidacloprido C9oH10CIN50O2 255,45 99,2 Dr. Ehrenstorter
Malationa C10H1906PS2 330,11 99,5 Dr. Ehrenstorter
Metamidofos C2H8NO2PS 141,00 97 Dr. Ehrenstorter
Metomil CsH10N202S 162,07 99,7 Dr. Ehrenstorter
Metribuzin CsH14N40OS 214,07 99,5 Dr. Ehrenstorter
Parationa-metilica CsH10NOsPS 263,00 98,5 Dr. Ehrenstorter
Pendimentalina C13H19N304 281,13 99,2 Dr. Ehrenstorter
Pirimifos-metil C11H20N303PS 305,33 99,3 Sigma-Aldrich
Pirazofos C14H20N305PS 373,08 97,5 Dr. Ehrenstorter
Pirimicarbe C11H18N402 238,00 99,1 Dr. Ehrenstorter

39
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Continuagao Tabela 3

Pesticidas Formulas Massa molar Pureza Marca

(gmol™) (%)
Procloraz C15H16CI3N302 376,35 97,0 Dr. Ehrenstorter
Tebuconazol C16H22CIN3O 307,45 98,5 Dr. Ehrenstorter
Triadimefom C14H16CIN30O2 293,45 98,6 Dr. Ehrenstorter
Triadimenol C14H18CIN30O2 295,45 98,0 Dr. Ehrenstorter

4.4 PREPARO DAS SOLUGOES ANALITICAS

As solucdes analiticas do padrao foram preparadas na concentracido de 0,1
gL em solucdo de metanol grau HPLC e &cido férmico 0,1%. Estas solucdes foram
armazenadas em frasco d&mbar e estocadas a -18°C.

Para o estudo da validagao do método proposto, as solu¢cdes analiticas foram
diluidas obtendo na concentragao final de 10 mgL'1 contendo todos os pesticidas a
serem estudados. Com esta solugao de trabalho, foram realizadas diluicbes para
otimizar os parametros do espectrobmetro de massas, fonte de ionizacao, preparo

das curvas analiticas e fortificagdo das amostras.

4.5 OTIMIZAGAO DO SISTEMA LC-ESI-MS/MS PARA A
DETERMINACAO DOS AGROQUIMICOS EM FARINHA DE
TRIGO INTEGRAL

As determinagdes foram realizadas, empregando a Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas sequencial (LC-MS/MS). Em relagédo aos
sistemas acoplados a detectores convencionais, este apresenta maior
detectabilidade e seletividade, minimizando a co-eluicdo de substancias encontradas
na analise cromatografica. No espectrdbmetro de massas, a confirmacgao dos analitos
de interesse em niveis de tragos (PRESTES, 2011).

A tabela 4 demonstra os principais parametros do sistema cromatografico LC-
MS/MS.
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Tabela 4. Condi¢gdes empregadas no sistema cromatografico LC-MS/MS

Parametros LC-MS/MS

Shim-pack XR-ODSII, 2,2 um, 3,0 x 100
Coluna analitica mm

A: agua com 5 mmolL" de formiato de

amoénio e 0,1% acido férmico

B: metanol: 4gua com 5 mmolL™" de

formiato de aménio e 0,1% acido férmico
Fase movel (90:10)

75% (A) e 25%(B) de 0 a 1 min.
5% (A) e 95% (B) de 7,5 a 12 min.

Gradiente de eluicao 75% (A) e 25%(B) de 15 a 18 min.
Vaz&o 0,200 mLmin™
Volume de injecao 10 uL
Tempo de corrida 18 min
Fonte de ionizagao ESI

Espectrémetro de massas, do tipo Triplo
Detector Quadrupolo, operando no modo MS/MS
Voltagem capilar 4500 eV

4.5.1 Escolha da fase movel

Neste trabalho, a escolha da fase movel foi obtida avaliando alguns trabalhos
realizados com o método de extracdo QUEChERS. A fase movel A foi composta de
agua com 5 mmolL™ de formiato de aménio e acido férmico 0,1% (v/v), e a fase
movel B metanol agua com 5 mmolL™" de formiato de aménio e 0,1% acido férmico

(90:10), com vazao de 0,200 mLmin™'. A tabela 5 demonstra a programacao linear.
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Tabela 5. Gradiente utilizado para eluigdo dos compostos

Tempo
(min) % A % B
0,01 75 25
1 75 25
7,5 5 95
12 5 95
15 75 25
18 75 25

% A: Solugao de agua 5 mmolL™" de formiato de aménio e 0,1% &cido férmico
% B: metanol: 4gua com 5 mmolL™" de formiato de aménio e 0,1% &cido férmico
(90:10)

4.5.2 Condicoes do espectrometro de massas

Para obter condi¢cdes 6timas de analise de cada um dos pesticidas avaliados,
foram realizadas injecbes diretas no espectrdbmetro de massas, com solugao
analitica padréo 0,5 mgL'1 de cada composto. Foi selecionado o modo de ionizagéo
da fonte (eletronebulizacao positiva e/ou eletronebulizagdo negativa), através das
infusdes realizadas. Também foi selecionada a voltagem do capilar, energias de
colisdo, para fragmentar o ion percussor e gerar os ions produtos, temperatura de
fonte e temperatura e pressao do gas de dessolvatagdo para secagem do solvente.

Depois desta avaliagdo foram selecionados os ions. Para a quantificagao, foi
selecionado o ion mais intenso e, para a qualificagdo, o segundo ion mais intenso de

cada composto.

4.6 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAGAO QUEChERS EM
AMOSTRAS DE FARINHA DE TRIGO INTEGRAL

Neste trabalho foram realizadas modificacées no método QUEChERS original,
proposto por ANASTASSIADES et al. (2003). Para a extragao dos pesticidas, foi
preparada uma mistura de graos de trigo que foram moidos com auxilio de um
moinho de facas, obtendo um farelo fino, para tornar a amostra o mais homogénea

possivel.
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Apds o processo de moagem foram adicionados 15 mL de agua para cada 10
g de trigo. Esta proporgdo foi baseada em estudos realizados em matrizes que
possuem um teor de umidade abaixo de 80%. Esta mistura ficou em repouso
durante 1 hora.

Em seguida procedeu-se a metodologia proposta, sem a etapa de clean up. A
figura 3 mostra a representagdo esquematica do método de extragago QUECHERS
utilizado para analise de residuos de agroquimicos em amostras de farinha de trigo

integral.

QuEChERS |

modificado
: | 10 g amostra |
Extracao g +
I 10 mL acetonitrila
L o AT
- i Agitagdo manual |
1 & 1
3 g NaSO: ; C___1minuto __ ;
Particdo ; 1,7 g CHsCOONa
e .
| 0,59 CeHeMNasOr.1,5Hz0 s e e
' i Agitagdo manual !
- ' 1 minuto i
| ' Centrifugagao |
l 1 mL sohrenadanheJ i_ﬂ_rr]ip_- a 4000 rpm _E
Anilise |

Cromatografica

Figura 3. Representagédo esquematica do método de extragdo utilizado para analise de

residuos de agroquimicos em amostras de farinha de trigo integral.

4.7 VALIDAGAO DO METODO

A validacdo de um procedimento analitico consiste na avaliacdo da
capacidade do processo analitico em produzir resultados confiaveis e adequados
com a qualidade desejada, sendo compativeis com a precisdo e exatidao,
consideradas como satisfatérias (INMETRO 2011).
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Neste trabalho foram avaliadas as variaveis, seletividade, linearidade, limite
de deteccéo, limite de quantificacao, precisido, exatiddo e robustez, para validacao
do método (INMETRO, 2011; ANVISA, 2003).

A linearidade avaliou-se a partir das solugdes analiticas preparadas tanto em
solvente curva padrdo quanto nos extratos da matriz curva adicdo matriz, nas
concentracdes 1; 5; 10; 50; 100; 200 ug L™

Foram realizados os calculos da média das areas, do RSD (%), da equagéao
da curva analitica, coeficiente de determinagéo (r?), e da faixa de linearidade, para
cada composto analisado por LC-MS/MS.

A precisao do instrumento foi avaliada em fung¢ao da dispersao dos resultados
de ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra. A precisdo do método
foi avaliada através da repetitividade das amostras fortificadas nas concentragdes
10, 50 e 100 pg kg™'. Foram realizadas seis extragdes de cada nivel de fortificacgo e
cada extrato foi injetado uma vez. A precisdo intermediaria do método foi
determinada avaliando as extracdes das amostras fortificadas e dos padrbes dos
agroquimicos em dias diferentes.

A exatidao foi avaliada através de ensaios de fortificagao e recuperacao das
amostras, utilizando o método QUEChERS modificado, adicionando uma quantidade
conhecida de um padréao certificado do analito de interesse a matriz. Os ensaios de
fortificagcao foram realizados a partir da solugao analitica com concentragdo 10000
ug L contendo todos os agroquimicos, em trés niveis diferentes de concentragao,
obtendo as seguintes concentracées nas amostras de farinha de trigo integral: 10,
50 e 100 ug kg™

A exatidao é expressa em percentagem conforme equacao 1,

Exatido (R(%)) _ (Concentragéo média experimental) +100 (1)

concentragéo tedrica

O método proposto foi aplicado pra estas amostras fortificadas conforme
descrito anteriormente.

O efeito matriz foi avaliado através da comparagao entre as areas obtidas das
solugbes analiticas em solvente (acetonitrila) e nos extratos da farinha de trigo

integral. O calculo foi efetuado conforme a equacao 2.
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X1—-x2

Efeito Matriz (%) = (*-=) « 100 (2)

X2

Onde:

X4 = Média das areas da solucdo analitica de cada composto avaliado, preparado no
extrato da matriz, em uma dada concentracao;

X2 = Média das areas da solugao analitica de cada composto avaliado, preparada

em solvente, em uma dada concentracao;

Para avaliar a robustez, foi realizado o teste de Youden, que permite ordenar
a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais. O teste foi realizado
conforme a Tabela 6, sendo o resultado de efeito a diferenga entre a média dos
resultados das 4 analises com os fatores normais e a média dos resultados das 4
analises com fatores variados, conforme a Equacgéao 3.

_ St+tt+u+tv w+x+y+z
Afa = sttiwsy _ wexty ©

Os parametros modificados para o teste foram: marca de solvente (A/a),
utilizando duas marcas diferentes de metanol; fase movel (formiato) (B/b), sendo
utilizada variacdo de 4,5 mmolL" de formiato de aménio para a fase; tempo de
centrifugacao pos extragao (C/c), com o tempo normal 8 minutos e o tempo variado
6 minutos; fase movel (acido) (D/d), sendo utilizada variagédo de 0,05 mL de acido
formico para a fase alterada; agitacdo na extragéo (E/e), com agitacdo mais lenta;
temperatura de coluna (F/f), sendo a temperatura normal 30 °C e a temperatura
alterada 27 °C e vazao fase movel (G/g), sendo utilizada uma vazao de 0,180

mLmin™.
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Tabela 6. Combinagdes de analises para teste de robustez.

Fator Combinacgao ensaiada

1 2 3 4 5 6 7 8

Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C C C c
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E

F/f F f f F F f f F

Gl/g G g g G g G G g
Resultado s t u v w X y z

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIAGAO DOS PARAMETROS DO SISTEMA
CROMATOGRAFICO LC-MS/MS EM FARINHA DE TRIGO
INTEGRAL

Neste trabalho, devido a polaridade dos compostos, investigou-se o modo ESI.
Este sistema é mais indicado para a avaliacdo de compostos neutros ou polares.
Nesta fonte a producéo de ions do analito ocorre na fase liquida, e ao passar pelo
sistema de injecdo sao transformados em ions gasosos, que em seguida sao
introduzidos no espectrometro de massas (PRESTES, 2011; SHEROL, 2010).

A Tabela 7 apresenta os 37 agroquimicos analisados por LC-MS/MS. Os
resultados para cada analito foram avaliados pelo modo de ionizagdo ESI+ e ESI-,
usando modo de aquisicdo monitoramento de reagbes multiplas (MRM), ions

precursores e ions produtos, energia de colisdo e tempo de retencgao.
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Tabela 4. Perfil de ionizagao dos agroquimicos quantificados por LC-MS/ em farinha de trigo
integral

12 transigao
Quantificagdo

22 transicao

Confirmagao

Compostos tr Modo fon ion  Energia fon fon Energi
(min) ionizagdo precursor produto de precursor produto ade
(+/-) (m/z) (m/z) colisdao (m/z) (m/z) colisao
(eV) (eV)
24-D 9,6 - 219 125 20 219 160 20
Acetamiprido 6,5 + 223 126 20 223 56 20
Azoxistrobina 8,9 + 404 372 20 404 329 35
Bendiocarbe 7,8 + 224 109 20 224 167 20
Bentazon 8,1 - 239 132 35 182 197 35
Bioaletrina 11,8 + 303 135 20 303 107 20
Bromoxinil 9 - 276 79 30 276 81 30
Carbendazim 6,1 + 192 160 20 192 132 20
Carbofurano 7,8 + 222 165 20 222 123 35
Carboxine 8,2 + 236 143 20 236 87 35
Cartap 3,3 + 238 73 20 238 150 35
Hidrochloride
Ciproconazol 7.8 + 291 70 20 291 125 20
Clorpirifos 12,3 + 352 200 20 352 125 20
Dazomete 54 + 163 90 10 163 120 10
Deltametrina 12,6 + 523 281 20 523 181 20
Diclofope 11,7 + 358 281 10 358 120 20
Diclorvos 7,8 + 221 109 20 221 127 20
Diuron 9 + 233 72 35 233 160 20
Etil Paraquat 7,5 + 185 171 10 185 158 20
Fenotrina 14,5 + 351 183 20 351 144 20
Fenitrotiona 11 + 278 125 20 278 109 25
Forato 11,1 + 261 199 10 291 171 10
Foxim 10,7 + 299 129 20 299 153 20
Imidacloprido 6,2 + 256 175 20 256 209 20
Malationa 9,5 + 331 127 20 331 99 35
Metamidofos 4.4 + 142 94 15 142 12 15
Metomil 54 + 163 88 15 163 106 15
Metribuzin 18,7 + 215 187 20 215 171 20
Parationa-metilica 14,1 + 281 264 10 281 138 10
Pendimentalina 12,6 + 282 91 35 282 148 35
Pirimifos-metil 11 + 306 164 20 306 108 20
Pirazofos 11 + 374 222 20 374 194 20
Pirimicarbe 8,2 + 239 72 20 239 182 20
Procloraz 10,7 + 376 308 20 376 70 20
Tebuconazol 10,6 + 308 70 35 308 125 30
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Continuagao tabela 7

12 transigao
Quantificagao

22 transicao
Confirmagao

Compostos tr Modo fon fon Energi fon fon  Energi
(min) ionizagdo prec produto ade precurso produto ade

(+/-) ursor (m/z) colisa r(m/z) (m/z) colisa

(m/z) o (eV) o (eV)

Triadimefom 9,7 + 294 69 20 294 197 20

Triadimenol 9,9 296 70 35 296 99 20

Conforme a Tabela 7 pode-se observar que em alguns agroquimicos as duas
transicbes foram selecionadas. A quantificagdo dos agroquimicos foi determinada
pela transicdo mais intensa, e a confirmacdo destes compostos foi realizada pela
segunda transicdo. A quantificagdo juntamente com a confirmagdo gera uma
confiabilidade ao método, pois é dificil apresentar dois compostos com os mesmos
fragmentos, o analisador triplo-quadrupolo é muito eficiente nestes casos, por

quantificar e qualificar com rapidez os analitos, mesmo em baixas concentragoes.

5.2 OTIMIZAGAO DO METODO QUEChERS

Na Tabela 8 faz-se uma comparacao entre as etapas do método QUEChERS

modificado, realizado neste trabalho, em relagdo ao QUuEChERS original
empregados por ANASTASSIADES et al. (2003). Avaliando os dois métodos, é
possivel afirmar que o meétodo modificado utiliza uma quantidade menor de
reagentes, dentre eles o padrao interno e o adsorvente PSA. Neste trabalho teve
uma reducdo de 4% em cada extracdo em termos de custos, em relagédo a
metodologia aplicada por ANASTASSIADES e colaboradores. A Figura 4 apresenta
as etapas envolvidas no procedimento para o método QUEChERS modificado

utilizado nesse trabalho.



Tabela 5. Comparagdo método QUEChERS original e método proposto

ANASTASSIADES

QuEChERS et al. 2003 Neste trabalho
Amostra 10,0 g 10,0 g
Acetonitrila 10,0 mL 10,0 mL
Agitagao 60 s 60 s
MgSQO, 4049 -
NaSO, - 309
NaCl 1049 -
Acetato de sodio - 1,79
Citrato de sddio - -
Hcitrato de soédio - 0,5¢
Agitacao 60 s 60 s
Padrao interno Tirfenilfosfato -
Agitacao 30s -
Centrifugacao 5 min 5000 rpm 8 min 4000 rpm

Aliguota do extrato
PSA

MgSO,
Centrifugacao
Analise

1,0 mL

25,0 mg

150,0 mg
1min 6000 rpm
GC/MS

1,0 mL

LC-MS/MS
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Neste trabalho nao foi realizado uma avaliacdo entre os métodos através das
extragbes, somente foi relizado um comparativo dos reagentes e quantidades
utilizadas em cada método. Desta forma, pode-se avaliar que o método proposto
utiliza uma quantidade menor de reagentes, além de também dispensar um menor o

tempo de extracao.
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0sg

CEHSNIZOT Cartritugagio
3 g Nas0od 1.7 g CH3DDOMNa AgRaza0 60 s min. ) Earang

Determinagho LC-MEkES

Figura 2. Esquema do procedimento realizado para o método QUEChERS modificado

Kanrsa et al., (2013) com a aplicagédo do método QUEChERS modificado para
a determinacao de residuo de carbaril em amostras de vegetais, relatam a obtengao
de recuperagbes satisfatorias em torno de 70 a 120%. Wang et al., (2013)
determinaram 51 residuos de pesticidas carabamatos em vegetais, por
cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massas. Cunha e Fernandes
(2013) avaliaram residuo de bisfenol A e bisfenol B em vegetais enlatados e frutas
por cromatografia gasosa e espectrometria de massa utilizando QUEChERS. Yang et
al., (2014) validaram o método de extragdo, QUEChERS modificado, para a
deteccdo de metomil, tiametoxam, acetamiprido, carbofurano, fostiazato, metalaxil,
azoxistrobin, dietofencarbe, propiconazol e difeconazol em alimentacédo infantil.

Jovanov et al., (2014) desenvolveram um método multirresiduo utilizando
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QuEChERS modificado, para determinar residuo de inseticidas em licor de mel.
Todos estes trabalhos citados obtiveram recuperacoes satisfatérias, apresentando

valores entre 70 a 120%.

5.3 VALIDAGAO DO METODO QUEChERS PROPOSTO

Neste trabalho foi realizada a validacdo do método QUEChERS proposto para

analise de agroquimicos em farinha de trigo integral, conforme a Figura 5.

QuEChERS |
modificado

10 g amostra J

L
z = Fortificagao ' Amostras .
Extracéao | 10,50 e 100 pg ng L Branco J

_ ) J -
—m 10 mL Acetonitrila
Partigcao 3
e | (1% HAc) J ; )

L]

3g NaSO. i, ' Agitagdo manual E
+ - I minuto____,

1,7 g CHs;COONa
Lﬁ-ﬁﬂ._ C:HsNasO7.1,5H:0 J

Agitacao manual

] [}
-~ - ' i
1 mL sohrenadanteJ - 1 minuto :
e ' Centrifugagao |
1 8min. a 4000 rom |

Analise

Cromatografica

Figura 3. Representagdo do método QUEChERS maodificado utilizado para a extragéo de

agroquimicos nas amostras de farinha de trigo integral

Através da avaliagdo dos cromatogramas obtidos, avaliou-se a seletividade do
método, conforme as Figuras 6, 7 e 8. Os resultados demonstram que a auséncia de

interferentes com mesmos ions de quantificacdo e identificacdo no tempo de
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retencao dos compostos avaliados em amostras “branco” analisadas por LC-MS/MS
identifica uma elevada seletividade. Além disso, pode-se observar que o
cromatograma do diluente (fase modvel), figura 7, ndo apresenta picos assimétricos,

garantindo a seletividade.

Mz Irtensity © 3.060

10000
00—

5000

Figura 4. Cromatograma obtido por LC-MS/MS das amostras branco da farinha de trigo
integral.

Max Intensity © 760

0,0 25 50 75 10,0 125 150 min

Figura 5. Cromatograma obtido por LC-MS/MS do diluente utilizado nos ensaios.
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s Intensity 10,662

T

0.0 25 50 75 10,0 125 15,0 min
Figura 6. Cromatograma obtido por LC-MS/MS das amostras fortificadas na concentragao

10 ugkg™ na farinha de trigo integral

O cromatograma das amostras branco apresentaram tragcos dos compostos
Foxim, Pirimifés-metil, Tebuconazol e Triamedinol.

Os valores de coeficiente de determinacao (r?) para as equagdes das curvas
analiticas em solvente (acetonitrila) e nos extratos das amostras de farinha de trigo
integral foram determinados a partir das solugdes de concentracoes
1,0;5,0;10;50;100;200 pgL™ e estao relacionados na Tabela 9.
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Tabela 6. Coeficientes de determinagao r?> das curvas analiticas a partir das avaliagbes dos

agroquimicos em farinha de trigo integral analisados por LC-MS/MS.

Pesticida Coeficiente de determinagio r? Equagio da reta
solvente matriz solvente matriz
24-D 0,9984 0,9728 43644x +2024 66682x+1685
Acetamiprido 0,9981 0,9977 82683x +16990 65983x-42463
Azoxistrobina 0,9989 0,9975 69555x +13236 32615x-12413
Bendiocarbe 0,9936 0,9955 64891x +21479 62646x-41742
Bentazon 0,9993 0,9927 8259x +1757 7133x -1750
Bioaletrina 0,9991 0,9926 12892x +2017 10580x +3690
Bromoxinil 0,9949 0,9947 838x +1565 805x -1925
Carbendazim 0,9982 0,9981 54900x - 13845 40482x-26992
Carbofurano 0,9981 0,9902 59064x +12949 44121x-12570
Carboxine 0,9942 0,9973 115458x +40268 95382x-19324
Cartap Hidrochloride 0,9967 0,9926 33198x + 6864 30198x + 9864
Ciproconazol 0,9986 0,9903 73619x + 3039 65619x + 4567
Clorpirifos 0,9979 0,9996 14065x +1797 3788x +1119
Dazomete 0,9985 0,9973 2800x - 1075 9676x-6788
Deltametrina 0,9903 0,9889 2550x -45 1491x +1313
Diclofope 0,9967 0,9965 7108x + 4111 2733x-3688
Diclorvos 0,9950 0,9879 2232x +3703 2702x-5203
Diuron 0,9968 0,9905 31632x + 5080 20427x-4285
Etil Paraquat 0,9975 0,9897 1892x +6789 2309x+8907
Fenotrina 0,9919 0,9956 16157x -1954 7923x - 2672
Fenitrotiona 0,9978 0,9976 4352x -7890 5674x+1094
Forato 0,9958 0,9775 2308x +2859 1634x-3630
Foxim 0,9951 0,9981 67376x +24654 27856x -11727
Imidacloprido 0,9963 0,9985 9737x +6114 13619x-2469
Malationa 0,9980 0,9943 54078x +20117 32475x-26623
Metamidofos 0,9954 0,9955 33573x + 8973 7505x-5926
Metomil 0,9943 0,9993 31019x -954 37379x-3262
Metribuzin 0,9965 0,9967 9371x +3547 4990x-3045
Parationa-metilica 0,9985 0,9907 11713x +1004 13789x+4352
Pendimentalina 0,9976 0,9879 819x +701 248x+2956
Pirimifos-metil 0,9969 0,9979 50786x +11994 17215x+6104
Pirazofos 0,9986 0,9852 24285x +3315 24296x -2716
Pirimicarbe 0,9940 0,9964 93371x + 32351 73242x-50846
Procloraz 0,9967 0,9951 32021x +8906 34908x-1315
Tebuconazol 0,9985 0,9996 18496x +4249 19548x-52
Triadimefom 0,9929 0,9879 13057x +3100 20040x+3120
Triadimenol 0,9988 0,9959 12356x + 1306 18354x-1938
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Através dos dados obtidos para a construgao das curvas analiticas, e analise
das equacbes das retas no LC-MS/MS é possivel concluir que o modelo de
regressao linear com adigdo de padrao na matriz analisada, é adequado para as
determinagdes analiticas em estudo. Os apresentaram r> de no minimo 0,99, sendo
que 65% apresentaram este parametro acima de 0,995. Desta forma, a correlagéo
esta de acordo com as orientagdes da ANVISA que recomenda r? igual a 0,99 e do
INMETRO que recomenda r acima de 0,90. Todos os agroquimicos analisados
apresentaram faixa linear entre 1,0 a 200 ng'1_

Na Tabela 10 sao demonstrados os limites de detecg¢ao (LOD;) e quantificacao
(LOQ)) do instrumento, apresentados em pgL™, e os limites de quantificagdo (LOQp)

dos meétodos, apresentados em pgkg'1, para os agroquimicos estudados.
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Tabela 7. Limites de detecgao e quantificagdo instrumental e do método.

LMR pgkg™
Pesticida LOD,ugL”  LOQugL”" LOQ,ugkg’  ANVISA

24-D 2,41 7,89 10,00 200
Acetamiprido 0,01 0,03 10,00 1000
Azoxistrobina 0,04 0,11 10,00 50
Bendiocarbe 0,03 0,09 10,00 -
Bentazon 0,06 0,18 10,00 10
Bioaletrina 0,32 0,96 10,00 -
Bromoxinil 0,80 2,43 10,00 -
Carbendazim 0,54 1,63 10,00 100
Carbofurano 0,02 0,05 10,00 100
Carboxine 0,03 0,09 10,00 200
Cartap Hidrochloride 0,27 0,82 10,00 10
Ciproconazol 2,33 8,07 10,00 50
Clorpirifos 0,07 0,22 10,00 200
Dazomete 2,60 7,96 10,00 -
Deltametrina 0,48 1,44 10,00 1000
Diclofope 0,18 0,56 10,00 20
Diclorvos 0,20 0,61 10,00 -
Diuron 0,06 0,18 10,00 50
Etil Paraquat 3,57 9,97 10,00 -
Fenotrina 0,19 0,57 10,00 -
Fenitrotiona 2,98 9,67 10,00 1000
Forato 0,07 0,21 10,00 50
Foxim 0,03 0,08 10,00 -
Imidacloprido 0,85 2,57 10,00 500
Malationa 0,02 0,07 10,00 8000
Metamidofos 0,36 1,09 10,00 100
Metomil 0,59 1,78 10,00 100
Metribuzin 0,16 0,48 10,00 100
Parationa-metilica 1,67 4,53 10,00 100
Pendimentalina 1,73 5,25 10,00 100
Pirimifos-metil 0,01 0,03 10,00 10000
Pirazofos 0,05 0,15 10,00 20
Pirimicarbe 0,02 0,05 10,00 50
Procloraz 0,03 0,10 10,00 500
Tebuconazol 0,03 0,08 10,00 100
Triadimefom 0,05 0,15 10,00 100
Triadimenol 0,24 0,72 10,00 500

O limite de quantificagdo do método QUEChERS modificado apresentou

valores iguais e/ou menores que os limites maximos de residuos estabelecidos pela
legislacao brasileira (ANVISA). Avaliando os resultados observa-se que todos os

compostos foram detectados na faixa de concentragédo entre 1,0 a 200 ug L Desta
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forma, os valores estimados de LOD; e LOQ; para todos os compostos foram de 0,01
ugL™ a 9,97 pgL™". Os valores de LOQy,, foram 10 pgL™, este valor foi determinado
como sendo a menor concentracdo que, ao ser fortificada na matriz, apresentou
recuperacgoes entre 70 e 120%, com RSD menor ou igual a 20%.

Conforme SANCO, (2007), para avaliar a precisao e a exatidao em validagao
de métodos analiticos empregados para analise de residuos de pesticidas em
alimentos, sdo estabelecidos percentuais de recuperagéo na faixa de 70 a 120%,
com valores de RSD inferiores a 20%.

A precisdo foi avaliada em funcdo da repetitividade e da precisao
intermediaria baseada nas recomendagdes da ANVISA, como apresenta a Tabela
11.



Tabela 8. Percentuais de recuperagao e desvio padrao relativo (RSD) para a precisao

intermediaria

Niveis de fortificacdo (ugkg™)

10,0 50,0 100,0

Compostos rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
24-D 73,0 40,5 50,8 26,7 56,9 35,3
Acetamiprido 89,7 92 94,4 11,2 100,4 12,3
Azoxistrobina 103,8 18,8 105,0 18,8 1177 18,7
Bendiocarbe 87,6 14,4  108,6 17,5 99,0 17,4
Bentazon 84,6 174 99,7 12,1 104,2 8,3
Bioaletrina 83,0 18,0 100,7 18,2 98,6 17,1
Bromoxinil 102,0 12,8 106,3 11,3  103,7 8,7
Carbendazim 88,2 7.8 1028 9,0 106,0 8,1
Carbofurano 87,5 14,9 97,0 17,7 95,8 16,1
Carboxine 88,6 11,9 108,6 12,1 111,3 15,8
Cartap Hidrochloride 50,9 256 54,2 26,7 56,1 33,7
Ciproconazol 45,9 346 558 18,7 55,9 19,8
Clorpirifos 95,4 17,2 113,0 19,3 1014 19,0
Dazomete 76,6 11,3 832 11,9 947 8,2
Deltametrina 89,5 19,2  102,3 19,3 950 19,7
Diclofope 112,4 18,0 116,7 17,6 103,9 19,7
Diclorvos 82,0 172 76,3 21,8 79,8 19,0
Diuron 90,6 18,2  106,1 11,8 103,9 11,3
Etil Paraquat 34,9 26,7 43,8 290 50,9 36,7
Fenotrina 86,8 19,4 99,2 17,2 95,1 19,6
Fenitrotiona 55,6 423 65,0 38,0 56,7 47,6
Forato 85,5 17,8  103,1 16,4 101,0 15,0
Foxim 86,1 19,3 87,2 19,0 1132 17,3
Imidacloprido 90,9 10,9 103,44 11,7 106,2 17,2
Malationa 89,1 17,7 91,6 18,3 104,5 15,7
Metamidofos 93,7 19,6 93,0 85 99,1 6,6
Metomil 91,7 9,7 9,4 76 1035 5,3
Metribuzin 88,1 16,6  101,0 10,7 1117 13,4
Parationa-metilica 66,7 43,0 59,7 31,5 67,0 35,9
Pendimentalina 109,8 17,7 1215 196 119,5 16,4
Pirimifos-metil 96,6 176 96,8 19,3 84,1 15,3
Pirazofos 94,9 15,3 91,4 18,0 102,0 19,7
Pirimicarbe 103,5 17,4 1044 12,8 106,8 15,9
Procloraz 92,0 11,9 87,7 16,5 109,6 9,4
Tebuconazol 107,5 18,8 109,2 19,9 1112 15,7
Triadimefom 88,5 16,1 93,6 17,7 1113 16,5

Triadimenol 89,3 18,0 101,2 13,7 110,8 11,0
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A Tabela 11 mostra que 84% dos agroquimicos analisados na farinha de trigo
integral apresentaram percentuais de recuperagdo para a precisao intermediaria
entre 70-120% (RSD < 20%). O composto Diclorvos n&o apresentou RSD satisfatério
na concentragao de 50 pgkg'1, (21,8%), e o Pendimentalin, na concentragdo de 50
ugkg'1, teve percentual de recuperagdao de 121,5%, ficando fora da faixa
recomendada. Os agroquimicos 2,4-D, Cartap Hidrocloride, Ciproconazol, Etil
Paraquat, Fenitrotiona e Parationa-metilica, ndo foram quantificados com seguranga
nos niveis de fortificagdo avaliados, pois apresentaram valores médios de
recuperacao fora da faixa permitida para analise de residuos (70-120%) e precisao
intermediaria, acima de 20%. Os pesticidas mais utilizados em campo para a cultura
de trigo sdo o Pirimifos-metil e Deltametrina, os quais foram quantificados com
seguranca.

A Tabela 12 sao apresentadas as recuperagdes médias (n=6) percentuais, o
RSD% para os 37 agroquimicos em amostra de farinha de trigo integral fortificada
nos niveis 10, 50 e 100 ugkg™, extraidos pelo método QUEChERS modificado.

As recuperagdes foram calculadas utilizando as curvas analiticas dos extratos
da matriz. As recuperagbes foram avaliadas conforme validagdo de métodos
cromatograficos, onde devem estar entre 70 e 120% (PRESTES, 2011).



Tabela 9. Percentuais de recuperagao e desvio padrao relativo para a repetitividade do

método de extracdo de agroquimicos em farinha de trigo integral

Niveis de fortificacdo (ugkg™)

10,0 50,0 100,0
Compostos rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

24-D 437 39,0 48,0 29,4 44,0 26,8
Acetamiprido 85,0 12,7 98,9 10,3 1049 8,1
Azoxistrobina 98,8 25,6 112,9 8,8 108,8 24,0
Bendiocarbe 85,6 14,1 106,5 9,5 103,8 10,0
Bentazon 80,6 12,4 104,0 7,2 110,3 4,1
Bioaletrina 80,6 12,4 104,0 7,2 110,3 4,1
Bromoxinil 102,0 10,7 107,9 10,5 104,4 7.8
Carbendazim 86,2 7,7 102,5 5,6 106,7 4,0
Carbofurano 78,3 57 99,8 10,6 100,9 11,7
Carboxine 84,1 7.4 104,9 9,6 105,1 8,2
Cartap

Hidrochloride 49,9 32,7 57,3 46,1 54,2 43,0
Ciproconazol 40,0 54,6 55,7 19,4 56,9 18,2
Clorpirifos 91,6 14,9 116,5 8,5 88,5 2,0
Dazomete 71,8 7,2 87,1 11,6 95,8 6,3
Deltametrina 85,8 17,9 110,0 16,5 96,0 27,3
Diclofope 115,7 16,3 11,3 17,8 94,1 17,5
Diclorvos 80,7 19,1 60,6 1,4 72,2 15,4
Diuron 87,0 13,2 108,3 6,4 103,8 6,9
Etil Paraquat 34,0 25,9 48,0 31,7 49,6 36,0
Fenotrina 94,3 16,8 113,8 8,2 107,3 9,9
Fenitrotiona 54,0 46,8 63,0 49,9 55,8 51,7
Forato 83,8 12,6 114,6 17,3 102,3 19,9
Foxim 83,2 18,1 82,5 14,6 121,5 12,1
Imidacloprido 88,5 6,3 101,2 5,4 110,7 6,5
Malationa 92,7 11,6 83,3 13,9 104,5 10,7
Metamidofos 92,7 11,6 83,3 13,9 104,5 10,7
Metomil 91,3 11,3 100,3 7.6 106,7 6,2
Metribuzin 82,1 11,9  106,1 9,7 110,9 14,3
Parationa-metilica 6,6 31,1 62,8 27,5 64,7 33,1
Pendimentalina 117,8 13,8 91,3 14,3 113,8 16,4
Pirimifos-metil 86,3 15,2 87,2 14,1 85,6 18,5
Pirazofos 98,5 11,2 90,0 9,8 101,2 15,0
Pirimicarbe 1050 17,2 109,2 9,4 109,4 144
Procloraz 94,2 17,3 97,4 3,9 111,4 11,8
Tebuconazol 93,1 19,8 118,8 10,9 114,3 12,5
Triadimefom 87,9 10,9 101,0 12,8 110,4 11,0
Triadimenol 87,8 18,0 108,8 8,6 116,0 10,8

n = 6 (6 extragdes e 1 inje¢cdo de cada extrato)
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Figura 7. Percentual de agroquimicos em farinha de trigo integral fortificadas e extraidos
pelo método QUEChERS modificado, que apresentaram faixas de recuperagéo de <70%,
70-120% e >120%. As barras de erros indicam valores de RSD.

A Tabela 12 e a Figura 9 podem ser observados que 84% dos agroquimicos
analisados na farinha de trigo integral apresentaram percentuais de recuperagao
entre 70-120% (RSD = 20%). O composto Azoxistrobina nas concentragdes de 10
pgkg'1 e 100 pgkg'1 apresentou RSD acima do permitido, respectivamente 25,6% e
24,10%. Deltamitrina na concentracao de 100 pgkg'1 apresentou RDS 27,3%, acima
do estipulado. Diclorvos ndo apresentou recuperagao satisfatoria na concentragao
de 50 pgkg'1, apresentando 60,6% de recuperacao, e o Foxim, na concentracido de
100 ugkg™', teve percentual de recuperagdo de 121,5, ficando fora da faixa
recomendada. Os agroquimicos 2,4-D, Cartap Hidrocloride, Ciproconazol, Etil
Paraquat, Fenitrotiona e Parationa-metilica, ndo foram quantificados com seguranga
nos niveis de fortificagcdo avaliados, pois apresentaram valores médios de
recuperacao fora da faixa permitida para analise de residuos (70-120%) e RSD =
20%.

Jovanov et al.,, (2014) obtiveram recuperagdes abaixo de 70% para o
composto Tiametoxam, em amostras de licor de mel. Restrepo et al., em 2014,
avaliaram residuos de pesticidas em tomate, com extracao pelo método QUEChERS
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, e para esta matriz
apresentou RSD 37,7% para o composto Cipermetrin, e RSD 39,9% para a
Tolulfluanide. As recuperagbes para esta matriz para alguns compostos também

ficaram abaixo ou acima do Ilimite permitido (70-120%), apresentaram
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respectivamente 122,9% para Carbofurano, 23,8% para Clorotalonil, Cipermetrin
223,2%, Diclofope 65,9, Malationa 129,3% e Triamedifon 154,9%. Furlani et al., em
2011, avaliaram residuos de pesticidas em caldo de cana, usando método
QuEChERS, por cromatografia gasosa com detector captura de elétrons, para o
composto endosulfan apresentou recuperagdes em torno de 65%, valor este abaixo
do esperado. Walorczyk (2014), validou um método multirresido usando
QUuEChERS, em matriz de groselha, por cromatografia gasosa, obteve recuperagdes
abaixo do permitido de 70%, em torno de 68% para os compostos clorotalonil,
diclofluanida, tolifluanida e capatan. Lehotay et al., (2010) realizou uma comparagao
de métodos modificados usando QUEChERS, em amostras de frutas e vegetais, as
recuperacoes e RSD para os compostos Clorotalonil, Folpete, Pimetrozine,
Tolilfluanide, apresentaram respectivamente valores abaixo de 70%, e RSD acima
de 20%.

Em analises cromatograficas a taxa de recuperagdo em amostras de
alimentos, nem sempre é aceitavel devido aos efeitos da matriz na analise, conforme
mostram a Tabela 13 e a Figura 10. A quantificacdo dos agroquimicos pode ser
afetada pela presenca de compostos co-extraidos da matriz.

Valores acima de 10% podem ser significativos e deve ser determinado o
efeito matriz com muita atengdo. Sugere-se uma avaliagéo exata do efeito matriz,
evitando estimativas erréneas dos teores dos analitos, e com isso ser também mais
confiavel. Desta forma, para reduzir o efeito, € recomendavel o uso da curva
analitica preparada em extratos da matriz isenta de agrotoxicos (RIBANI et al.,
2004).



MS/MS
Compostos Efeito Matriz (%)
10 ppb 50 ppb 100 ppb

24-D -16,3 -14,3 -15
Acetamiprido -19,6 -20,9 -20,4
Azoxistrobina 1,8 -1,3 -0,8
Bendiocarbe -23,7 -12,9 -15,7
Bentazon 43,9 34,5 42,3
Bioaletrina 47 1 2,2
Bromoxinil -10,9 -6,1 -5,3
Carbendazim -23,1 -13,2 -11,7
Carbofurano 15,3 11,7 12,9
Carboxine -38,4 -32,8 -33,2
Cartap Hidrochloride -67,3 -54,2 -14,3
Ciproconazol 3,4 0,9 0,5
Clorpirifos 458 442 43,3
Dazomete -14,3 -6,9 -7,9
Deltametrina 19,4 16,7 17,2
Diclofope 31,5 33,6 31,4
Diclorvos 40,8 34,2 35,2
Diuron -34,8 -34,6 -33,6
Etil Paraquat 45,9 73,9 65,8
Fenotrina 21,9 23,4 22,2
Fenitrotiona 10,5 11,2 11,11
Forato -12,3 -8,9 -9,9
Foxim -38,0 -27,0 -25,0
Imidacloprido -14,5 -13,8 -12,5
Malationa 17,9 12,3 16,9
Metamidofos -57,8 -48,7 -49,2
Metomil 249 21,4 19,9
Metribuzin -17.,8 -12,5 -13,2
Parationa-metilica 9,7 6,9 9,25
Pendimentalina 28,7 23,9 22,9
Pirimifos-metil -12,8 -11 -11,4
Pirazofos -23,4 -12,3 -21,5
Pirimicarbe 5,9 2,1 0,9
Procloraz 5,9 3,4 2,8
Tebuconazol 7,1 5,4 5,6
Triadimefom -27,1 -23,9 -23,8
Triadimenol -12,5 -10,4 -12,8
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Tabela 10. Efeito Matriz dos agroquimicos em farinha de trigo integral analisados por LC-
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m 10 pgkg-1
W50 pgkg-1
100 pgkg-1

Figura 8. Percentual de efeito matriz em agroquimicos avaliados em farinha de trigo integral

fortificadas e extraidos pelo método QUEChERS modificado.

Dos resultados obtidos neste trabalho, 75% dos agroquimicos apresentaram
valores acima de 10%. A quantificacdo dos compostos pode ser afetada pela
presenca de composto co-extraidos da matriz. Desta forma, para reducao do efeito
matriz € recomendavel o uso de curva analitica preparada em extratos da matriz
isenta de agrotoxicos (RIBANI et al., 2004).

Em amostras de tomates, avaliadas por Restrepo et al., (2014) através de
extragdo pelo método QUEChERS e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, os resultados de efeito matriz foram significativos
apresentado acima de 10%, concluindo que a matriz avaliada é indicada a
realizacao da etapa de clean up. Prestes (2011) apresentou em seu estudo valores
adequados de efeito matriz em amostras de alimentos de origem animal utilizando
LC-MS/MS para a determinacao de residuos de pesticidas. Sherol (2010), avaliou o
efeito matriz em amostras de cebola, utilizando método QUEChERS modificado e
MSPD com LC-ESI-MS/MS, para a maioria dos compostos avaliados, nao foi
observado efeito matriz significativo, somente dois compostos, dimetoato e
azoxistrobina apresentaram efeito matriz na faixa de 60 e 110%. Kolberg (2008),
avaliou o efeito matriz em amostras de farinha de trigo, farelo e pao, utilizando
método multirresiduo empregando GC-MS, neste estudo o efeito matriz apresentou
valores onde demonstra um aumento de sinal para a grande maioria dos compostos,
e para a matriz pdo apresentou alguns valores de efeito negativo.

Para avaliacao da robustez, o efeito da variacdo para analito foi avaliado e

estdo representados na Tabela 14. O método apresentou robustez variavel para os
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parametros testados, a temperatura da coluna e vazao da fase médvel foram os

fatores que mais influenciam na resposta.



Tabela 11. Valores de efeito em porcentagem para cada analito.

Variavel
Composto Ala B/b Clc D/d E/e F/f Glg
2,4-D 16,6 14,3 10,0 40,5 26,8 29,4 19,3
acetamiprid 11,2 12,7 12,3 9,2 8,1 10,3 16,5
azoxistrobin 14,9 8,2 8,2 18,8 24,0 8,8 19,9
bendiocarb 17,5 141 17,4 14,4 10,0 47,6 11,9
bentazon 3,4 12,4 8,3 17,4 4.1 7,2 34,6
bioaletrin 18,2 8,1 171 18,0 10,7 14,3 23.8
bromoximil 11,3 10,7 8,7 12,8 7,8 10,5 34,2
carbadazin 10,6 7,7 8,1 7,8 4,0 27,5 12,3
carbofuran 17,7 5,7 16,1 14,9 11,7 36,7 32,1
carboxine 12,1 7,4 15,8 11,9 8,2 19,0 34,5
cartap 9,7 7,8 4,0 14,4 4,5 49,9 40,6
clorpirifos 19,3 14,9 19,0 17,2 2,0 8,5 28,7
cyproconazol 6,2 5,6 19,8 4.6 18,2 26,7 15,9
dazomet 3,3 7,2 8,2 11,3 6,3 25,6 24,0
deltametrin 19,3 17,9 19,7 19,2 27,3 16,5 38,0
diclofop 17,6 16,3 19,7 18,0 17,5 17,8 46,8
diclorvoz 14,4 14,3 11,7 17,2 15,4 11,4 47,6
diurion 9,6 13,2 11,3 18,2 6,9 43,0 34,0
fenitration 18,0 16,8 17,6 12,3 11,7 49,9 42,3
imidaclopd 8,1 6,3 17,2 10,9 6,5 16,5 51,7
malation 18,3 10,5 26,8 17,7 10,7 13,9 17,3
metamidofos 9,5 18,2 6,9 6,2 53 31,7 34,5
metonil 6,5 1,3 5,3 9,7 6,2 33,7 154
metribuzin 10,7 11,9 13,4 16,6 14,3 33,1 19,8
paraquat 19,0 15,9 16,7 16,7 16,0 31,7 36,0
paration 10,5 13,5 15,9 13,0 33,1 26,7 33,1
pendimentalin 19,6 13,8 16,4 17,7 16,4 14,3 26,7
phenotrin 17,2 16,8 19,6 19,4 9,9 8,2 36,7
phorate 16,4 12,6 15,0 17,8 19,9 17,3 25,9
phoxin 19,0 7,2 17,3 19,3 12,1 14,6 29,0
pirasofos 18,0 11,2 19,7 15,3 15,0 29,8 27,6
pirimicarb 6,3 17,2 15,9 17,4 14,4 32,7 26,8
pirimifos 19,3 15,2 15,3 17,6 18,5 141 34,5
procloraz 16,5 8,5 9,4 11,9 11,8 23,9 25,9

tebuconazol 19,9 19,8 15,7 18,8 12,5 10,9 26,8
triamedifon 11,9 16,5 11,8 16,1 11,0 12,8 34,5
triadimenol 3,9 18,0 11,0 18,0 10,8 54,6 19,8

marca de solvente (A/a), fase moével (formiato) (B/b), tempo de centrifugacéo pos
extragdo (C/c), fase movel (acido) (D/d), agitagao na extragao (E/e), temperatura de

coluna (F/f) e vazao fase movel (G/g)
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Para a aplicagdo do método foram analisadas amostras de farinha de trigo
integral de dois moinhos localizados na Serra Gaucha do Rio Grande do Sul. As
farinhas de trigo integral foram adquiridas de duas localidades diferentes para cada

moinho, conforme descrito no item 4. Na Tabela 15 sdo apresentados os resultados.
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Tabela 12. Analise de residuos de agroquimicos em amostras de farinha de trigo comerciais

Moinho 1 - Moinho 1- Moinho 2- Moinho 2-
amostra1 amostra2 amostra 1 amostra 2 LMR pgkg”" LMR pgkg' LMR pgkg™

Compostos ugkg™ ugkg™ ugkg™ ugkg™” ANVISA CA UE
24-D nd nd nd nd 200 2000 50
Acetamiprido nd nd nd nd 1000 - 30
Azoxistrobina nd nd nd nd 50 200 300
Bendiocarbe nd nd nd nd - - -
Bentazon nd nd nd nd 10 100 100
Bioaletrina nd nd nd nd - - -
Bromoxinil nd nd nd nd - - -
Carbendazim nd 2,7+0,47 nd nd 100 50 100
Carbofurano nd nd nd nd 100 - 20
Carboxine nd nd nd nd 200 - 10
Cartap Hidrochloride nd nd nd nd 10 - -
Ciproconazol nd nd nd nd 50 - 100
Clorpirifos nd nd 56,0+10,0 0,95+0,16 200 500 -
Dazomete nd nd nd nd - - -
Deltametrina 10,8+2,5 55¢1,0 20,2422 nd 1000 2000 2000
Diclofope nd nd nd nd 20 - -
Diclorvos nd nd nd nd - 10000 10
Diuron nd nd nd nd 50 - 200
Etil Paraquat nd nd nd nd - - -
Fenotrina nd nd nd nd - - 50
Fenitrotiona nd nd nd nd 1000 6000 -
Forato nd nd nd nd 50 - -
Foxim nd nd nd nd - - 10
Imidacloprido 1,4+0,4 1,4+0,06 nd nd 500 30 100
Malationa 3,5+0,2 nd 4,76+0,02 5,0+0,2 8000 10000 8000
Metamidofos nd nd nd nd 100 - -
Metomil nd nd nd nd 100 2000 20
Metribuzin nd nd nd nd 100 - 100
Parationa-metilica nd nd nd nd 100 - -
Pendimentalina nd nd 16,6+2,2 24,9+0,5 100 - -
Pirimifos-metil 678,7+64,8 491,9+41,7 36,9+1,7 151,5£21,3 10000 - 5000
Pirazofos nd nd nd nd 20 - 50
Pirimicarbe nd nd nd nd 50 - 500
Procloraz nd nd nd nd 500 - 500
Tebuconazol nd nd nd nd 100 150 200
Triadimefom nd nd 1,7¢0,4  2,2+0,2 100 - 200
Triadimenol 8,0+2,0 nd 8,5+0,45 20,9%1,6 500 - -

Concentragao tdesvio padrao
nd = n&o detectado

Através da Tabela 15, observa-se que todos os agroquimicos detectados nas

farinhas de trigo integrais, apresentaram valores abaixo do LMR estabelecido pela
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ANVISA, Codex Alimentarius e Uniao Européia. Além disso, os pesticidas detectados
nas amostras avaliadas foram quantificados com seguranga no estudo de validagao
do método aplicado.

Os compostos mais comuns para aplicagéo na cultura trigo sdo Pirimifés-metil
e Deltametrina, e na Tabela 15 confirma esse uso. Esses compostos sao utilizados
para pulverizar as instalagdes que recebem os graos de trigo, realizando o manejo
integrado de pragas (XXXVIlI Reunidao da Comissédo Sul-Brasileira de Pesquisa de
Trigo, 2005).
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6 CONCLUSOES

O procedimento de extragdo QUEChERS, desenvolvido neste trabalho para
determinagao de residuos de agroquimicos em farinha de trigo integral, demonstrou
que é realmente um método rapido, facil, e eficaz, necessitando um menor numero
de etapas analiticas, diminuido assim os erros, e que desta forma pode ser aplicado
em qualquer laboratério. Também demonstrou ser um meétodo barato, devido ao
baixo consumo de solventes organicos e de reagentes quimicos. O pequeno
consumo de reagentes e solugdes torna o método QUEChERS proposto, vantajoso

em comparag¢ao com os métodos de extracdo convencionais.

Os parametros avaliados para a validacdo do método foram considerados
satisfatérios para a grande maioria dos compostos, pois apresentaram valores de
acordo aos especificados na literatura por métodos cromatograficos. As curvas
analiticas demonstraram linearidade entre 1,0 a 200 ng'1, com valores de
coeficiente de determinagdo maiores que 0,99 para todos os compostos. As
recuperagdes encontradas mostraram-se dentro dos critérios de validagdo para a
maioria dos agroquimicos, apresentando resultados satisfatérios em relagdo a

recuperacao (70-120%) e precisao (< 20%).

O método validado mostrou também grande especificidade, preciséao e
sensibilidade aos compostos avaliados neste estudo, apresentando desta forma
valores de LOQ do método na concentragédo 10 pgkg'1, permitindo assim, que
amostras de farinha de trigo integral sejam analisadas dentro dos limites da

legislagdo em vigor.

O efeito matriz apresentou valores positivos para a maioria dos compostos, o
que caracteriza num aumento de sinal na analise cromatografica. Este parametro
confirma a necessidade de se empregar curvas preparadas no extrato da matriz, e
nao em solventes. As amostras de farinha de trigo adquiridas no mercado local

apresentaram a utilizacdo de agroquimicos dentro do permitido pela legislacao.

Portanto, conclui-se que, nas condi¢des testadas, o método mostrou-se
adequado a analise simultdnea dos agroquimicos em farinha de trigo integral,
permitindo a aplicagao em laboratérios de analise de residuos de pesticidas, pois

todos os itens avaliados para a validagdo encontraram-se dentro dos requisitos
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exigidos pela norma RE n°899 de 2003, desta forma, os objetivos tragados para este

trabalho foram atendidos satisfatoriamente.
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Anexo 1
Tabela - propriedades dos pesticidas
Kow -
pka coeficiente de  Solubilidade  Pressaoa  Soldbilidade Ponto
L . Constante . . . em metanol Ponto de de
Pesticida Férmula de acidez particao em agua a vapor a a 20°C Fus3o °C  Dearada
2 25°C octanol/agua 20°C (mg/L) 25°C mPa (mg/L) ég °C
pH7 a 20°C 9 ¢
24-D CgHeCl20s 2,87 1,48x10° 23180 0,0187 810000 139,3 200
Acetamiprido C10H11CIN4 0,70 6,31x10%° 2950 1,73x10% - 98,9 -
Azoxistrobina C22H17N3Os n.a. 3,16x10% 67 1,10x107 20000 116 345
Bendiocarbe C11H13NO4 8,80 501x 10 280 4,6 - 126,7 -
Bentazon C10H12N203S 3,28 3,47x107°" 570 0,17 1061000 140 210
Bioaletrina C19H2603 - 4,79x 10 04 4,6 43,9 - n.a. -
Bromoxinil C7H3BraNO 3,86 1,10x10°" 90 0,17 90000 188,7 -
Carbendazim CoHaN3O2 4,20 3,02x10%" 8 0,09 - 305 305
Carbofurano C12H1sNOs n.a. 6,31x10°%" 322 0,08 71700 153,1 276
Carboxine C12H13NO2S 0,50 2,00x10% 134 0,02 8900 91,5 210
Cartap C7H15N302S2HCI
Hidrochloride ; 112x10°" 200000 1,00 x 10 1 1875 ;
Ciproconazol C15H1sCIN3O n.a. 1,23x10%® 93 0,026 410000 1065 299
Clorpirifos CoH11ClsNOsPS g, 501x10% 1,05 1,43 290000 41,5 170
Dazomete CsH1oN2S2 n.a. 427x10%° 3500 1,1 21300 105 150
Deltametrina C22H19BraNO3 n.a. 398x10% 0,0002 0,0000124 - 101 -
Diclofope C16H14Cl1204 3,43 4,07x10°" 122700 0,0000031 - - -
Diclorvos C4H7C1204P n.a. 7,94x10° 18000 2100 - - 190
Diuron CoH10CLN,0 n.a. 741x10%2 356 1,15x 10 % 157 300
Etil Paraquat C12H14CI2N; n.a. 3,16 x 10 620000 0,01 - - 340
Fenotrina C23H2603 - 1,02x10%  0,0097 0,021 - 290 -
Fenitrotiona CoH12NOsPS n.a. 2,09x10% 19 0,676 500000 1 210
Forato C7H1702PS3 - 724x10% 50 112 miscivel -15 -
Foxim C12H15N203PS - 2,40 x 10 03 1,5 2,1 - 5 -
Imidacloprido CoH10CIN5O2 n.a. 3,72x10%° 610 40x10°% 144 230
Malationa C10H1906PS2 n.a. 562x10% 148 3,1 250000 -20 174
Metamidofos C2HsNO2PS - 1,62x10°" 200000 2,3 - 45 160
Metomil CsH10N2028 n.a. 1,23x10% 55000 0,72 1000000 79,6 192
Metribuzin CsH14N,OS 0,99 447x10% 1165 0,121 - 125 125
Parationa- CgH1oNOsPS
metilica ; 1,00x10% 55 0.2 ; 35,5 ;
Pendimentalina C13H19N304 2.80 158x10% 0,33 1,94 - 58 -
Pirimifos-metil C11H20N3OsPS 4 30 794x10% 11 2,00 x 10 % 250000 21 120
Pirazofos C14H20Nz0sPS 6,31x10% 42 0,22 - 51,5 160
Pirimicarbe C11H18N4O2 4,40 501x10% 3100 0,43 250000 91,6 -
Procloraz C1sH16ClsNsO2 3 80 3,16x10% 26,5 0,15 600000 48,3 220
Tebuconazol C16H22CIN3O 5,00 501x10%® 36 1,30x10 % 105 350
Triadimefom C14H16CIN3O2 - 1,51x10% 70 0,02 - 82,3 -
Triamedinol C14H1gCIN3O2 n.a. 151x10% 72 0,0005 - 132,5 270

n.a. = nao aplicavel
Fonte: IUPAC,
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Quadro - Compostos, formulas moleculares e estruturas quimicas dos

pesticidas
Composto Férmula Estrutura quimica
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