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RESUMO
Ha anos os métodos analiticos para determinacdo de defensivos agricolas em
alimentos vém sendo desenvolvidos e validados com rapidez com o intuito de
otimizar os métodos tradicionais que por sinal apresentavam morosidade, alto
custo e elevado volume de solvente. A complexidade das propriedades dos
alimentos dificulta a quantificacdo de defensivos agricolas, sendo assim
necessario um eficiente preparo de amostra antes de serem analisados no
equipamento (Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas) para
gue remova 0 maximo possivel de interferentes da amostra. O preparo de
amostras utilizando o método QUEChERS apresenta versatilidade e robustez
pois ele permite suas execucdes em diversos laboratérios, sua praticidade e
confianga se concretizou, a prova sao as centenas de citagcbes em varios
trabalhos cientificos desde seu desenvolvimento. O resultado fica ainda mais
satisfatorio quando é aliado a Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM). A eficacia desse método de extracdo e deteccdo para
investigacdo de defensivos agricolas em alimentos € importante tanto para o
segmento bidtico quanto para o abiotico do planeta. Diante disso, esse trabalho
averiguou alguns parametros analiticos de validacdo como a linearidade que
contou com o coeficiente de correlacao préoximo a 0,99 para curvas de calibracéo
preparadas em solvente puro e no extrato da propria matriz e efeito matriz em
mais de 400% e seguidamente aplicou em amostras reais, no qual nao se
verificou presenca de ametrina e nenhum outro pesticidas nas amostras
investigadas. O Limite de Detecc¢éo e Limite de Quantificacdo foram de 30 ug L
1 e 100 pg L, respectivamente, para ambas as curvas (no solvente e na matriz
do milho). Fica como perspectiva futura o estudo de recuperacéo pois devido ao
curto espaco de tempo e alguns imprevistos durante a conducédo da pesquisa
nao foi possivel ser verificada. Ao ser realizada uma avaliagdo qualitativa
utilizando o método de varredura (modo Scan) e por comparacdo dos espectros
obtidos com os da biblioteca NIST foi detectado alguns contaminantes organicos
com similaridade entre o0s espectros de massas de 32,5% e 23,8%

respectivamente para o Dibutyl Phthalate e Oximetazoline.

Palavras-Chave: Defensivos agricolas, Alimentos, Agricultura e Preparo de

amostras.



ABSTRACT
For years, analytical methods for determining agricultural pesticides in food have
been rapidly developed and validated to optimize traditional methods, which were
characterized by slowness, high cost, and a large volume of solvent. The
complexity of food properties complicates the quantification of agricultural
pesticides, necessitating efficient sample preparation before analysis to remove
as many interferents as possible. The QUEChERS method demonstrates
versatility and robustness, allowing for its execution in various laboratories. Its
practicality and reliability have been evidenced by numerous citations in scientific
papers since its development. The results are even more satisfactory when
coupled with Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The
effectiveness of this extraction and detection method for investigating agricultural
pesticides in food is important for both the biotic and abiotic segments of the
planet. In this context, this study investigated some analytical validation
parameters, such as linearity, which exhibited a correlation coefficient close to
0.99 for calibration curves prepared in pure solvent and in the extract of the matrix
itself. The matrix effect was over 400%, and the method was subsequently
applied to real samples, revealing no presence of ametryn or any other pesticides
in the investigated samples. The limits of detection (LODs) and quantification
(LOQs) were 30 pg L and 100 ug L2, respectively, for both curves (in solvent
and in the corn matrix). Future perspectives include the study of recovery, as it
was not possible to verify it due to the short time frame and unforeseen events
during the research. A qualitative evaluation using the scanning method and
comparing the obtained spectra with the NIST library revealed the presence of
some organic contaminants, with mass spectrum similarities of 32.5% and 23.8%

for Dibutyl Phthalate and Oxymetazoline, respectively.

Key words: Crop Protections, Food, Agriculture and Sample Preparation.



SUMARIO

N 270 5 1007\ @ 1RO 09
2 REVISAO DA LITERATURA . .....cviiieeeceee ettt e 11
2.1 PESHCIUAS. ...ttt ettt e e e e e e e e s 11
2.2 Importancia da cultura do MilN0...........cooooiiiiiii s 16
2.3 Método QUECRERS..........ooiiiiiiie et e e e 18

2.4 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
R RE2 1Tz L TP 21
2.4.1 AplicagBes do método para analisar pesticidas em

AlIMENTOS. ... e e e e e 22
2.5 Validacao de métodos analitiCoS. ........ccouiiiieiiiiieeiiiiiieieee e e 24
2.5.1 SeletiVIdAE. ... oo i i e e e e e arearaane 25
YA = (=1 (o |V =1 4 2SR 26
2.5.3 LINGAMNUAUE. ......oeeeieeeiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e 26
2.5.4 SeNSIDIATE. .........cuueeiiie e 27
2.5.5 PrECISEOD. ...ciiiiiiie et 28
2.5.6 EXAUAGO.....ciiiiiiiiii i 29
3 OBUIETIVOS. ..ottt ettt et e e e e e et e e e e e aan e e e s nreeeeaaeann 30
T R @ o] =3 11V Zo I o = - 1SR 30
3.2 ObjetiVoS €SPECITICOS. .. .uuuuieiiiiiiie e 30
4 PARTE EXPERIMENTAL ..ottt s e e e seeee e e e e ennnees 31
4.1 Preparo da solucao estoque para analise em CG-EM..........ccccccceeevveeennnnn. 31

4.2 Preparo das solucfes padrdes para obtencéo da curva analitica no solvente

L = 11T L1 2SR UPPPPPPPPRR 31
N 1013 1 =T [ <] o PP 31
4.4 CondicBes CromatografiCas..........uuccieiieeeiieeeeeee et e 32
4.5 Metodologia de extracao e limpeza pelo método QUEChERS. .................. 33
e (=T (o I 1Y/ F= L1 2 PP SPTRRRRN 35
4.7 Parametros de validacdo do método CG-EM...........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiniiiiiie, 35
4.7.1 SeletiVIdade.......coooii i 36
A W [ g 1Y 14 o F= o = PRSPPI 36
R B = 1 [0 = Lo J PR 36
O O e Yol [T o J PP RPN 37

4.7.5 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ) ........ccvvvueerrennn. 37



5 RESULTADOS E DISCUSSOES.......cooiiiieceeeeeeeeeee et 38
5.1 Analises qualitativas dos compostos encontrados nas amostras de



1. INTRODUCAO

Agricultura é uma préatica econdémica que consiste na producao de alimentos
qgue ao decorrer da histéria da humanidade cultivou terras férteis de vales de rios
e otimizou suas técnicas e procedimentos que aprimoraram os solos tornando-
0s mais produtivos. Com o aumento populacional cada vez mais crescente,
surgimento das industrias e fortalecimento das cidades, a agricultura tornou-se
um setor dependente de inovagfes nos insumos agricolas, estabelecendo uma
interrelacdo com os demais setores (LIMA; SILVA; IWATA, 2019).

Sendo assim, para garantir alimento e atender a demanda social se faz
necessario o uso de defensivos agricolas que no qual teve inicio nos Estados
Unidos (EUA) na década de 50 com a “Revolugao Verde”, esse ponta pé inicial
fez uso de larga escala de agroguimicos com o intuito de modernizar e aumentar
a produtividade na agricultura. Uma década depois o Brasil inicia com essa
pratica e desde entdo 0 nosso pais € um dos que ocupa as primeiras posicdes
dos maiores consumidores de pesticidas do mundo (SILVA; KRAMER, 2023).

No ano de 2021 o Brasil teve o maior nimero de registro de pesticidas desde
a série historica iniciada em 2000 pelo Ministério da Agricultura, foram 14% a
mais que em 2020, totalizando 562 pesticidas liberados sendo 33 inéditos
(SALATI, 2022). Apesar dos beneficios e vantagens, ha também o lado negativo,
pois 0 uso intensivo e equivocado gera problemas ambientais, agravando-se
entdo no sistema bidtico e abidtico do planeta como solo, corpos d’agua, ar,
animais e humanos, provocando danos irreversiveis (DUTRA; SOUZA, 2022).

No Brasil ha trés o6rgdos competentes que regulamentam, fiscalizam e
estabelecem limites maximo de residuos (LMR) a respeito dos agroquimicos que
sdo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

O milho é um commodities que se destaca em posicdes privilegiadas entre
as producBes agropecuarias do Brasil. O cereal além de diversificar a culinaria

humana contém parcela majoritaria nas racdes para bovinos, aves e outros
animais (EMBRAPA, 2021). A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB)

(2023) afirma que as exportacdes do cereal em out/23 alcancaram 8,45 milhdes

de toneladas, contra 8,76 milhdes atingidas no més anterior, e 6,79 milhdes



ocorridas no mesmo periodo do ano passado. Entre jan-out/23, as exportacdes
somaram 42,4 milhdes de toneladas, contra 31 milhées ocorridas no mesmo
periodo do ano anterior, acréscimo de 36,8%. Esse incremento se deu devido a
demanda por proteina animal e o avango do etanol de milho. Até a semana de
11/11 45,8% da area do milho da primeira safra tinha sido semeada, contra
53,9% no mesmo periodo do ano anterior.

Portanto, com o uso crescente de pesticidas no Brasil e esse grao ter tanta
utilidade e importancia, o trabalho objetivou averiguar alguns parametros de
validagdo utilizando o herbicida ametrina, pois a cultura do milho é uma das
autorizadas pela ANVISA para aplicacado deste defensivo, e, posteriormente,
aplicar em amostras reais obtidas na cidade de Araguaina (estado do Tocantins),
utilizando como método de preparo de amostras 0 QUEChERS e a Cromatografia
a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) como sistema de

deteccéo e quantificacao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pesticidas

De acordo com Peres e Moreira (2003) pesticida corresponde a toda e
qgualquer substancia que é utilizada para controlar, prevenir e/ou destruir pragas,
incluindo vetores que prejudicam a saude ambiental e humana e séo capazes de
provocar danos nas plantagbes, processamento, estocagem, transporte e
distribuicdo de alimento, madeira, seus derivados e em produtos agricolas.

O termo pesticida inclui nematicidas (combate a nematoides), fumigantes
(combate as bactérias do solo), avicidas (combate a aves), herbicidas (combate
as plantas invasoras), fungicidas (combate a fungos), moluscicidas (combate aos
moluscos), acaricidas (combate aos acaros), algicidas (combate a algas),
inseticidas (controle de insetos) além de regularidades de crescimento,
desfoliantes (combate as folhas indesejadas) e dissecantes (BRAIBANTE;
ZAPPE, 2012).

A ANVISA recomenda consumir alimentos da época, ou seja, da safra atual,
pois em média costumam adquirir menor carga de pesticidas. A inviabilidade da
obtencao de alimentos organicos néo pode ser pretexto para reduzir o consumo
de verduras, frutas e legumes realizado pelo sistema convencional de cultivo
(ANVISA, 2020).

O registro de pesticidas no Brasil é realizado de acordo com a Lei n°
7.802/89 e com o Decreto n°® 4.074/02. Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a Lei 7.802/89 conhecida como “Lei dos
Agrotéxicos” dispbe sobre pesquisa, experimentagcdo, producdo, embalagem,
rotulagem, transporte, armazenamento, comercializacéo, propaganda comercial,
utilizacdo, exportacdo, importacdo, destino final das embalagens e residuos,
classificacao, controle, inspecéo, fiscalizacdo de agrotoxicos, seus componentes
e afins, entre outras providéncias (MAPA, 2017).

Esse decreto, que regulamenta a respectiva lei, estabelece competéncias
aos 6rgaos envolvidos no registro, que sao eles: Ministério do Meio Ambiente,
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), ANVISA, Ministério
da Saude e Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
(IBAMA).
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Porém, no dia 08 de outubro de 2021 o Diario Oficial da Unido (DOU)
publicou o Decreto n° 10.833/21 que atualiza o decreto de 2002 e atende
sobretudo o0 avango no conhecimento cientifico e a necessidade de
harmonizacao com critérios e diretrizes reconhecidos por outros paises que sao
referéncias quando se tratam desse assunto. Umas das vantagens advindas
desse decreto foi a racionalizagdo do trabalho de analise de defensivos agricolas
gue continua sendo realizado pelos trés 6rgaos retro citados.

O intuito é evitar o retrabalho entre os 6rgaos, propondo obrigacdes em

consonancia com a competéncia de cada um proporcionando maior efetividade
nos servicos prestados. Outro ponto relevante é o enfrentamento dos problemas
relacionados ao prazo para analises de pedidos de registros que atualmente é
regulamentado em 120 dias e esse prazo nao compatibiliza com a
complexibilidade e especificidade inerente ao processo e isso resulta em acdes
judiciais contra os 6rgdos responsaveis. A ANVISA destaca alguns prazos
médios que sao adotados em outros paises como:
EUA (2,6 anos), Japéao (3,3 anos), Unido Europeia (4 anos), Chile (2,6 anos) e
Argentina (1,7 anos). Outro aspecto importante é a previsao de treinamento
obrigatério dos aplicadores de defensivos agricolas que no qual receberdo
certificados e serédo cadastrados para serem acompanhados em sua atividade
profissional. Para a ANVISA essa determinacéo trara resultados positivos para
a protecéo da saude do trabalhador rural, residentes proximos e também para a
saude dos consumidores (ANVISA, 2021).

Além dessas competéncias a ANVISA avalia e classifica,
toxicologicamente, os pesticidas, seus componentes e afins. Os resultados dos
estudos e célculos que classificam os pesticidas para estabelecer sua
classificacéo toxicologica é consistida pelo indice de Ingestdo Diaria Aceitavel
(IDA) de cada ingrediente ativo (I1A) (ANVISA, 2020).

Em relacdo a toxicidade, um residuo é considerado como téxico quando
substancias reconhecidamente nocivas estdo presentes em seu lixiviado, ou
ainda, quando contem em sua composicdo substancias em concentracdes
comprovadas como letal ao homem ou o residuo apresentar Dose Letal — DLso
para ratos menor que 50 mg.Kg* ou Concentracéo Letal — CLso de inalacéo para
ratos menor que 2 mg.L* ou uma DLso dérmica para coelhos menor que 200 mg

Kg?l. Esses parametros representam um principio ativo que esta relacionado
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com a morte de 50% da populacéo submetida aos testes, depois da ingestéo ou
contato com o produto em um intervalo de 24 — 48 horas (FLOHR et al, 2005).

A agricultura evolucional apresenta novas técnicas de equipamentos e
aumento do numero de pesquisas agrondmicas, uma variedade de insumos,
como fertilizantes e pesticidas. Também trouxe mudangas nos modos de
trabalho, nas cargas e riscos relacionados as novas atividades que mais adiante
passaram a cogitar na saude, principalmente do trabalhador rural. No meio
ambiente o uso exorbitante de pesticidas tem ocasionado comprometimentos a
contaminacdo da agua, solo e também dos seres vivos, levando a extin¢cdo de
espécies de menor amplitude ecoldgica (STOPPELLI; MAGALHAES, 2005).

A Anvisa publicou no Diario Oficial da Unido, a reclassificacao toxicolégica
dos pesticidas ja registrados no Brasil. Essa medida decorre devido do novo
marco regulatorio do setor que foi atualizado e os critérios se tornaram mais
claros a respeito de avaliacdo e classificacéo toxicologica de pesticidas no pais
(ANVISA, 2022).

A reclassificacdo foi necessaria, pois o Brasil passou a adotar os
parametros de classificacdo toxicologica de pesticidas com base nos padrdes do
Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (Globaly Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals — GHS). Assim sendo, o Brasil passou a ter regras adequadas com
as de paises da Asia, Unido Europeia, entre outros, fortalecendo a
comercializacdo de produtos nacionais no exterior (ANVISA, 2022). Depois da
avaliacdo da Anvisa, 0s humeros da reclassificacéo toxicologica dos pesticidas
ficaram conforme a tabela 1 (ANVISA, 2022).

13



Tabela 1 — Classificacao toxicolégica dos pesticidas em funcdo da toxicidade

aguda oral (DLso).

Categoria

DLso/ (mg/Kg

o Toxicidade Faixa Colorida
Toxicologica p.c.)
Extremamente
1 . <5 Vermelha
Toxico
2 Altamente Toxico Entre 5 e 50 Vermelha
Moderadamente
3 o Entre 50 e 300 Amarela
Toxico
4 Pouco Toéxico Entre 300 e 2000 Azul
Improvavel de
Entre 2000 e
5 Causar Dano Azul
5000
Agudo
N Produto N&o
N&o Classificado > 5000 Verde

Classificado

Fonte: ANVISA (2022), modificado pelo autor.

Este trabalho tem como foco a investigacdo do pesticida ametrina,

considerando suas propriedades fisico-quimicas, grupo quimico relacionado,

classificacdo toxicoldgica, a praga alvo que combate e o indice de Ingestdo

Diaria Aceitavel (IDA). Esses dados estédo resumidos nas Tabelas 2 e 3, sendo

a Tabela 3 dedicada as propriedades fisico-quimicas e ao organismo-alvo e a

Tabela 2 fornecendo outras informacdes a respeito deste insumo agricola.
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Tabela 2 — Informac0des a respeito do pesticida ametrina.

NOME FORMULA FORMULA GRUPO CLASSE CULTURA LMR IDA CLASSIFICACA APLICACAO

COMUM  BRUTA  ESTRUTURAL QUIMICO (mg/ (mg/k O
kg) gc.p) TOXICOLOGICA
Ametrina  CoH17NsS Triazina  Herbicida Milho 0,04 0,072 11 Pré e po6s
CH,S._ N, NHCH,CH, A
(Ametryn) Y emergéncia e
NN
Y é baseado na
NHCH(CH,),

inibicdo

fotossintética

das plantas
invasoras.
Fonte: PPBD, 2023.
Tabela 3- Propriedades fisico-quimicas do herbicida em estudo e grupo quimico.
PONTO DE FUSAO °C PONTO DE DENSIDADE MASSA ORGANISMO-ALVO
EBULICAO °C (g mlY) MOLECULAR
87,7 337 1,18 227,12 Erva Daninhas

Fonte: PPDB, 2023.
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2.2 Importancia da cultura do milho

O milho é uma graminea e pertence a espécie (Zea mays L.) e a familia
Poaceae; esta cultura é mundialmente consumida e € uma das mais produzida
em nosso planeta. H& registros do cultivo do milho datados de mais de 5.000
anos a.C., esses registros foram encontrados na regido litoral do México. A
cultura do milho serviu por anos os povos da regido, principalmente grupos
importantes como os Maias e Astecas e até outros grupos indigenas de toda a
América (INOUE, 2021).

Segundo O Globo (2023) sua expanséo para as demais partes do mundo
ocorreu no periodo de colonizacao do continente americano com as conhecidas
‘grandes navegacdes” feitas entre o século XV e XVII. Foi com a chegada de
Cristovdo Colombo que o milho seguiu em diregdo a Europa e la teve papel
importante, tanto pela alimentacdo das populacdes mais humildes quanto para
racdo animal. Ha relatos de que o milho chegou ao Brasil bem antes do
“‘descobrimento” porque o cereal ja fazia parte dos povos indigenas,
principalmente dos guaranis. Os portugueses chegaram com outras formas de
consumo e os produtos a base de milho passou a fazer parte de seu sustento.

Nos dias de hoje existem centenas de espécies de milho com os mais
variados formatos de gréos e texturas. Ele também é conhecido por outros
nomes como: elote, jojoto, maiz, choclo e corn e pode alcancar em média 2,5
metros de altura (GLOBO RURAL, 2022). A Republica Federativa do Brasil
ocupa a terceira posicao de maior produtor mundial, ultrapassado apenas pelos
Estados Unidos e China.

No Brasil o cereal representa um importante commodities agricola e €&
cultivado em varias regides da Federacdo e em diferentes sistemas de producao.
Dependendo da regido sua producdo ocorre em uma ou duas épocas do ano ou
safras agricolas, que séo: a 12 safra ou safra de veréo que é realizado em todos
0s estados na época tradicional durante o periodo chuvoso, na regido sul inicia-
se no final de agosto e vai até os meses de outubro/novembro; e a 22 safra, ou
“safrinha” que ocorre principalmente entre janeiro e maio, indo até meados de
abrii de acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA, 2012).

E importante levar em considerac&o as condicdes climaticas e caracteristicas

do solo durante as épocas de plantio, pois elas sdo significantes na sua
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producdo. A radiacdo solar, a umidade do solo, precipitacdo pluviométrica,
variagbes de temperaturas determinam o alcance de 6timos niveis para que a
capacidade genética do milho se expresse o maximo. Os estados que mais se
destacam como maiores produtores sdo: Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e
Paran&. A producado desse cereal estd cada vez mais aumentando devido sua
alta demanda nacional e internacional, pois tem mdltiplas utilidades como
alimentacdo humana, racdo animal e adicionalmente para producao de etanol
(EMBRAPA, 2012).

O Tocantins se destaca como uma fronteira agricola com expansao
significativa em area plantada e producédo de graos. A producdo do milho tem se
destacado nos ultimos anos, a estimativa é de 2,26 milhdes de toneladas na
safra de 2022/23, 15% a mais em comparacao a safra 2021/22 e o estado vem
ganhando éxito cada vez mais na cultura, sobretudo na segunda safra (safrinha),
a area semeada esse ano alcangou 400 mil hectares, 14% a mais que 0 ano
anterior segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2023;
Tocantins. Secretaria da Comunicacao, 2023). Sua ascensao no ramo se deve
a escolha correta da época de plantio e das cultivares (espécies de plantas
melhoradas geneticamente) utilizadas em cada regido (EMBRAPA, 2016).

As vendas internacionais de milho em janeiro deste ano atingiram o recorde
de 6,17 milhdes de toneladas, um volume 126% maior que no mesmo periodo
do ano anterior, quando o pais exportou 2,73 milhdes do cereal (CONAB, 2023).
A CONAB afirma que a demanda teve como principal origem os importadores da
China, que abriram seus mercados para o cereal no final de 2022, foram
negociados aproximadamente 1,16 milhdo de toneladas, seu maior embarque foi
em dezembro. Segundo a CONAB (2023) esse desempenho também aconteceu
em virtude da boa safra de inverno no pais, que disponibilizou seu embarque.

Por ser uma das maiores producdes mundiais e a busca por alcancar a
demanda populacional, o sistema de producdo de milho requer o uso de
pesticidas que, sem o conhecimento prévio do seu descarte no ambiente, pode
trazer riscos sérios de contaminacdo em aguas superficiais e subterraneas,
comprometendo assim, a qualidade da agua para a geracao atual e futura. Nesse
contexto, o pesticida investigado no presente trabalho é o AMETRINA,
recomendado pela ANVISA para aplicacdo em plantas infestantes na cultura do

milho e que segundo o Ministério da Agricultura e Pecuéaria (MAPA, 2011) a
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guantidade indicada para impedir a proliferagdo de algumas plantas infestantes

no milho é de 3 a4 L/ha.

2.3 Método QUEChERS

Ha décadas o aprimoramento de métodos analiticos tendo em vista a
determinacao de residuos de pesticidas em alimentos vem crescendo. Métodos
apresentados por outros autores no século XX eram caracteristicos por ser
necessario utilizar alto volume de solventes, alto custo econdmico e demora em
suas diversas etapas. Com o intuito de substituir esses tradicionais métodos,
Anastassiades et al. em 2003 apresentou um procedimento que revolucionou o
modo de preparo de amostra para entdo extrair pesticidas em alimentos
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

O método é conhecido como QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) que quer dizer: rapido, facil, econémico, eficaz, robusto, seguro.
O objetivo € atender as demandas estabelecidas por leis internacionais de LMR
(Limites Maximos de Residuos) e foi idealizado para ser analisado por
Cromatografia Liquida e/ou a Gas acopladas a Espectrometria de Massas em
Série (CG-MS/MS e CL-MS/MS) (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

O método é constituido por trés etapas, que sdo elas: extracdo, particao
e limpeza. Onde a extracdo é feita com acetonitrila (ACN), logo depois vem a
etapa de particdo que é adicionado sais (ex.: sulfato de magnésio MgSO4 e
sulfato de sodio NaSO4), um novo meétodo de limpeza chamado de Extracdo em
Fase Sdélida Dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction, D-SPE) foi proposto
junto com o método QUEChERS.

A ACN usada na primeira etapa como solvente possibilita a extracao de
menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra como
pigmentos, ceras e gorduras, ela também favorece a extracdo de grande faixa
de pesticidas com diferentes polaridades e quando adiciona &cido, permite
recuperacfes convincentes de pesticidas com problemas de estabilidade; ela
pode ser utilizada sem problema algum na analise por CG-MS/MS e é mais
adequada a CL-MS/MS do que acetona e acetato de etila (PRESTES; ADAIME;
ZANELLA, 2011).

A etapa de particdo é feita adicionando sais para promover o efeito salting

out e dependendo da natureza do solvente que é de extrema importancia, obtém-
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se favoraveis percentuais de recuperacdo de analitos polares e diminui a
solubilidade destes compostos na fase aquosa do préprio alimento, bem como a
guantidade de agua deste. A aplicacdo de sais secantes como cloreto de sédio
(NaCl), tem o propésito de melhorar a recuperacéo de pesticidas polares.

O MgSOs (anidro) foi escolhido para compor o método QUEChERS pela
sua capacidade de remover agua quando comparado a outros sais, além de
reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratacdo gera uma reacao exotérmica,
podendo chegar a temperaturas de 40 e 45 °C na amostra durante as etapas
extracao/particdo, favorecendo entdo a extracao principalmente de compostos
apolares. Na extracdo com ACN, é bastante util a adi¢cdo de sais pois apresenta
baixo custo, facilidade e rapidez além da vantagem de nao diluir o extrato da
amostra e proporcionar a separacao de fases organicas e aquosa (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011).

De acordo com os mesmos autores uma das etapas constituintes do
QUEChERS é a D-SPE, que possibilita que a limpeza e a reducédo de agua
residual, conhecida como clean up, sejam efetuadas de uma maneira simultanea
e rapida, favorecendo assim a precipitacdo de coextrativos polares. O sorvente
PSA (primary, secondary amine) retém as interferéncias da matriz e depois da
agitacdo manual e centrifugacéo, o extrato estara pronto para ser injetado no
sistema cromatografico. PSA possui uma estrutura bidentada e um elevado
efeito quelante, por conta dos grupos amino primario secundario. Portanto, a
retencéo de acidos graxos livres e outros compostos polares presentes na matriz

€ muito intenso. Segue adiante, a figura 01:

Figura 01: Estrutura do PSA (N-propiletilenodiaminossilano):

Fonte: Autor, 2023.

A etapa de limpeza garante uma maior vida (til para insersores e para

coluna cromatografica, diminui a contaminagdo do sistema cromatogréfico,

19



minimiza o efeito matriz além de promover confiabilidade e robustez aos
resultados obtidos. Se os componentes ndo volateis da matriz ficarem aderidos
no sistema de inje¢cdo e na coluna cromatogréafica, as respostas do sistema
podem alterar e a manutencgdo técnica do equipamento ficar mais frequente
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Sendo assim, pode-se observar o método original apresentado por
Anastassiades et al. (2003), de acordo com a (figura 02) a seguir:

Figura 02: Método QUEChERS original.

Extracao 10g aTnstm
10 mL acetonitrila

Particao

Limpeza

Fonte: PRESTES; ADAIME; ZANELLA, (2011).

Durante o desenvolvimento da primeira versdo do método QUEChERS,
somente 25 pesticidas foram avaliados comumente por CG-MS/MS. Apesar da
versado original ter obtido resultados satisfatérios para amostras de diferentes
tipos, algumas aplicagbes mostraram que determinados compostos indicaram
problemas de estabilidade e/ou recuperacéo de com acordo com o pH da matriz
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).
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As frutas e os vegetais séo identificados com pH natural que varia entre 2,5
e 6,5. Contudo, o ajuste do pH também esta relacionado com a presenca de
coextrativos na fase organica, uma vez que se analisa uma maior presenca de
acidos graxos e gorduras quando a extracdo é efetuada em meio acido. O pH é
essencial tanto nos compostos sensiveis a degradacao em meio alcalino, quanto
para compostos sensiveis em meio acido.

Assim sendo, € recomendado uma faixa de pH entre 4 e 5 para que seja
proporcionada boas recuperacdes (70 - 120%) para pesticidas sensiveis em
meio acido e também garantir a estabilidade para aqueles que se encontram em
meio alcalino. O acetato de sodio e 0 acido acético estdo contidos naturalmente
em Varios vegetais e frutas, a utilizacdo deste tampao evita que eventuais
reagentes sejam usados e interferéncias néo favoraveis venham a ocorrer.

O tamponamento dos extratos com pH 4-5 com acido acético (pKa= 4,75) e
acetato de sodio (NaAc) tem sido adotado (Prestes et al, 2009), também,
Anastassiades et al. (2003) recomendaram o método QUEChERS citrato, este
emprega uma mistura de citrato de sodio dihidratado e hidrogenocitrato
sesquihidratado como consequentes pelo efeito tamponante (pH 5,0 —5,5). Esse
método foi oficializado como referéncia na Unido Europeia. Outra modificacéo
muito importancia foi a adigdo de Cis, juntamente com amina primaria secundaria
(PSA) na etapa de limpeza (D-SPE) para viabilizar uma limpeza mais efetiva de
determinadas matrizes, principalmente as que contém gorduras em sua
composicao.

A combinacédo do método QUEChERS com limpeza a baixa temperatura, com
0 intuito de reduzir os coextrativos lipidicos, também foi empregado. Mas, a
adicdo de Cig na etapa de D-SPE se destaca por ser mais facil e rapida, além
de promover uma remocado igualmente dos lipidios (PRESTES; ADAIME;
ZANELLA, 2011).

2.4 Cromatografia a Gas acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia nada mais € que um método fisico-quimico de analise
amplamente aplicado tanto na separag¢do de compostos quimicos quanto na
identificacdo e quantificacdo das espécies separadas. Ou seja, se faz analise
gualitativa e quantitativa. A palavra cromatografia € oriunda das seguintes

palavras gregas: chroma (cor) e grafein (escrita). E uma técnica analitica de
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separacdo que quando se une a técnicas hifenadas (termo que se refere a
acoplamento de duas ou mais técnicas analiticas com o intuito de otimizar
técnicas convencionais) torna-se importante na investigagdo de compostos
quimicos (Nascimento et al, 2018). Os componentes que sao utilizados na
separacdo sdo distribuidos em duas fases denominadas: fase estacionaria e
fase movel que tem destino definido (MOTA, 2022).

Sendo uma das primeiras técnicas a ser acopladas a Cromatografia a Gas,
a Espectrometria de Massas (CG-EM) ainda hoje é a mais empregada nas
analises. Esta técnica € parcialmente simples, em virtude que as propriedades
de funcionamento do cromatdgrafo a gas tém capacidades compativeis com a
necessidade de alto vacuo do espectrdmetro de massas. Atualmente, cerca de
toda cromatografia a gas € a base de colunas capilares, com fase estacionaria
associada quimicamente as paredes da coluna para que ndo haja perdas.
Colunas estas podem ser diretamente unidas a maior parte das fontes de ions

por meio de um anel de compressao (AMORIM, 2019).

2.4.1 Aplicacdes do método para analisar pesticidas em alimentos

Um trabalho realizado por Facco (2017) utilizando o método QUEChERS
modificado, aplicando como etapa de limpeza o congelamento e o sorvente
EMR-Lipid no milho, avaliou 45 defensivos agricolas em niveis de concentracao
distintos e obteve percentuais de recuperacao de 69,1 a 120,4% e RSD <20,6%.
Os limites de deteccéao (LD) e quantificacdo (LQ) do método foram de 3 a 30 ug
kg? e de 10 a 100 pg kg, respectivamente. Foram aplicados em gréos de milho
inteiros e quebrados, farinha de milho e uma de pipoca com intuito de aferir seu
desempenho. Dentre as amostras analisadas, somente uma apresentou
carbendazim e fipronil em concentracao inferior ao LQ do método estabelecido.
Segundo o autor 0 método proposto se mostrou eficiente para a determinacao
de residuos dos agrotéxicos em amostras de milho podendo ser aplicado em
analises de rotina.

Uczay (2019) empregou o método QUEChERS para a determinacdo de
avermectinas: abamectina, benzoato de emamectina, eprinomectina,
invermectina e doramectina em amostras de soja, feijao e milho. Na etapa de
limpeza foram avaliados cinco diferentes sorventes: Cig+SPA, Florisil, Silica,

Supel, QUE Z-Sep+ e EMR-Lipid, em sua forma ativada e nao ativada. Com a
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etapa de limpeza utilizando EMR-Lipid, foram obtidos os limites de detecc¢&o de
1,2 ug kg! para abamectina, doramectina, benzoato de emamectina e
invermectina, e de 2,4 ug kg para eprinomectina. Exatiddo e precisdo avaliados
nos niveis 4, 8, 20, 40 e 80 ug kg expuseram resultados satisfatérios.

Os resultados aplicados na soja referente ao EMR-Lipid ativado e Florisil, os
cinco compostos exibiram recuperacdes entre 70-120% para a maioria, com
RSD <20%. A aplicacdo de C18+PSA apresentaram recuperacdes mais baixas,
69% para abamectina, 63% invermectina e 64% para doramectina. Para Z-Sep+
foram satisfatérios os resultados, excetuando a eprinomectina que a
recuperacao foi em média 67%. No caso da silica as recuperagfes foram acima
de 70% para todos 0s compostos.

Para o feijao, os sorventes C18+PSA, EMR-Lipid, Silica e Florisil atingiram
algumas recuperacdes médias inferiores a 70% e acima de 120%. O C18+PSA
teve 64% de recuperagcdo na emamectina, O EMR-Lipid alcangou todas as
recuperacdes superior a 70% com a invermectina e a doramectina acima de
120%, sendo 122 e 123%, respectivamente. A Silica atingiu 131% para a
invermectina e o Florisil 66% para a emamectina e RSD superior a 30% para a
eprinomectina. O Z-Sep+ foi 0 Unico sorvente que alcancou recuperacdes entre
70-120%.

Todos os cincos sorventes analisados alcancou recuperacdes significativas
para o milho. O desvio padréo foi convincente para todos os analitos, exceto para
eprinomectina, ao aplicar C18+PSA onde foi adquirido um desvio maior que
20%. Quanto ao analito emamectina, a utilizacdo do Florisil e C18+PSA
reproduziram as menores recuperacées, sendo respectivamente 79 e 73%. Para
a abamectina, o C-Sep+ atingiu a menor recuperacao (86%).

Outro trabalho executado por Castricini et al (2021) decidiram determinar
residuos de bifentrina em banana também empregando o método QUEChERS e
conseguiram porcentagens de recuperacéao 88,16%, 103,4% e 89,32% na casca,
na polpa e em casca + polpa, respectivamente. As solu¢cdes padrdo estoque de
bifentrina (92,2% m/m) — FMC do Brasil, foram preparadas em acetonitrila na
concentracdo de 500 mg L e armazenadas a 4 °C. A partir das solucdes
estoque, foi preparada a solugdo de trabalho contendo o piretroide na
concentracdo de 50 mg L. A etapa de fortificacdo nada mais é que a adicdo de

uma concentracdo conhecida de bifentrina a amostra, para posteriormente
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recuperar o analito e para essa etapa foram usadas bananas oriundas de cultivo
sem pesticidas e sem ensacamento dos cachos. As amostras divididas em
casca, polpa e casca + polpa foram fortificadas com bifentrina na concentracao
de 5 mg L e colocadas em repouso por um tempo de 3 horas para propiciar a
interacao da bifentrina com a matriz e a evaporacao do solvente.

Outra analise feito por Amaral (2023) desenvolveu e validou um método
analitico para a determinacdo multirresiduo de pesticidas em amostras
comerciais de batata aplicando o método QUEChERS. Neste trabalho o autor
empregou para a limpeza a técnica de extracéo de fase soélida dispersiva (d-SPE)
usando como sorvente o C18. Foi validado o método para 82 compostos e 0s
resultados corroboraram que o método teve resposta linear no intervalo de 0,5 a
20 ug kg?. A precisdo e exatiddo foram examinadas nos niveis de fortificacéo
10, 25 e 50 micro gramas kg™. (n=7), em ensaios de repetitividade e de precisdo
intermediaria, exibindo recuperacgdes entre 70-120%, com RSD < 20% para a
maior parte dos pesticidas e niveis. O limite de quantificacdo foi de 10 ug kg*

para a maioria dos defensivos agricolas.

2.5 Validacdo de métodos analiticos

A avaliacdo metodoldgica analitica também conhecida como validacéo e
um fator primordial para garantir a confiabilidade e qualidade das medicfes
guimicas de um determinado método analitico. Isso acontece devido a
necessidade de uniformizar parametros aplicados com o objetivo de expressar
gue um meétodo de ensaio, segundo suas circunstancias em que é submetido,
tenha peculiaridades necessarias para certificar a obtencdo de resultados com a
gualidade imposta (MENDES, 2004).

Um certo método € posto como validado se seus atributos estiverem
concordando com o0s pré-requisitos propostos por o6rgdos reguladores. A
finalidade da validacdo se propde em expressar que o método € apropriado ao
seu proposito. A validacdo deve ser contemplada quando executa adaptacfes
em métodos ja validados ou desenvolvidos, uso de diferentes equipamentos ou
inclusao de técnicas (BRITO et al, 2003).

Segundo o guia para cumprimento da resolucdo — RDC n° 166 de 24 de
julho de 2017 da Anvisa publicada no Diario Oficial da Unido, a validacdo

analitica tem o intuito de fornecer evidéncias documentais de que o método
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desenvolvido ou adaptado é adequado para o uso pretendido. Contudo, é preciso
testar alguns parametros do método analitico, conforme estabelecido na
RESOLUCAO (ANVISA, 2017).

Para o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
(INMETRO) é essencial que os laboratérios se permitam de critérios, objetivos e
meios para constatar, através da validacdo, que os métodos de ensaio que
aplicam encaminhem a resultados adequados e confidveis a qualidade
pretendida (INMETRO, 2020). No Brasil existem agéncias credenciadas para
aferir a competéncia dos laboratérios de ensaio e concedem manuais e guias
para o mecanismo de validacao que sao: ANVISA e o INMETRO.

Os parametros de desempenho devem estar devidamente descritos no
procedimento e relatorio de validacdo e tem de incluir quando aplicavel:
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo (LD) e limite de
guantificacédo (LQ) (INMETRO, 2020).

2.5.1 Seletividade

A seletividade de uma técnica instrumental de separacéo € a competéncia
de identificar, de maneira inequivoca, o analito em exame na existéncia de
componentes que sdo capazes de interferir com a sua determinacdo em uma
amostra complexa (RIBANI et al, 2004).

Se uma determinada técnica realiza dados para varios compostos, porém
difere a resposta do analito da de outras, € denominado seletividade (INMETRO,
2003). A seletividade assegura que o pico de resposta seja exclusivamente do
analito de interesse, pois se a seletividade ndo for garantida, todos os demais
parametros de desempenho analitico estardo seriamente comprometidos
(ALCANTARA, 2018).

As estratégias usadas para expressar a seletividade vdo depender da
finalidade desejada da andlise. Geralmente, a verificacdo da seletividade do
modo analitico tem de ser realizada a partir da comparacdo entre 0s sinais
(resposta instrumental) oriundos da leitura da amostra processada e do analito

de interesse, em solucdo organica ou aquosa (MAPA, 2011).
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2.5.2 Efeito matriz

Aplicavelmente, o efeito matriz € um estudo de seletividade que se dedica
analisar possiveis interferéncias causadas pelas substancias que constituem a
matriz amostral produzindo, basicamente, fenémenos de diminuicdo ou
ampliacdo do sinal instrumental (MAPA, 2011), visto que a existéncia de
compostos ndo monitorados e que coeluem da matriz podem afetar a deteccao
dos analitos (CASSIANO et al, 2009).

O meio adotado para analise do efeito matriz depende da disponibilidade do
analito, da matriz sem o analito e de amostras de referéncia nas concentracoes
de interesse (INMETRO, 2020). Para Pinho (2009) é essencial quantificar
exatamente residuos de defensivos agricolas em amostras, sendo preciso o
desenvolvimento de técnicas para contornar o problema da alta recuperacéo de
determinados pesticidas, porém, nenhum deles pode ser considerado universal,
embora haja varias técnicas na literatura. Sendo assim, nao é possivel eliminar
por completo o efeito de matriz na quantificacdo de qualquer pesticida nos

diversos tipos de matrizes.

2.5.3 Linearidade

A linearidade pode ser descrita como a capacidade que a técnica tem de
oferecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito em
guestdo, dentro de um intervalo especificado (MAPA, 2011). Essa resposta
analitica é correlacionada ao método determinado, podendo ser absorbancia,
area do pico, volume utilizado de agente titulante, entre outros (ANVISA, 2017).
E importante ressaltar que, se uma estabelecida resposta ndo varia de acordo a
concentracdo do analito, ela ndo é conveniente.

Esse critério é considerado por meio de uma relagdo matematica entre o
sinal e a concentracdo do composto quimico em andlise. Essa relacdo €&
manifestada como wuma equacdo de reta denominada curva de
calibracdo/analitica, adquirida a partir de sinais medidos para distintas
concentracgfes ja conhecida da espécie quimica (BRITO et al, 2003).

A qualidade da linearidade e de uma curva analitica é examinada a partir da
inspecdo visual do grafico da reta de calibragdo e do gréfico de residuos

produzidos pela regressao linear. Os pontos experimentais deverdo estar
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aproximados e aleatoriamente distribuidos ao redor da reta ajustada (Mapa,
2011).

De acordo com o Conselho Regional de Quimica (CRQ) — IV REGIAO (2016)
a linearidade € adquirida por meio da padronizacdo interna ou externa e
formulada como expressao matematica usada para o célculo da concentragcéo
do analito a ser definido na amostra real. Segue adiante a equacgéo da reta que

relaciona as duas incégnitas: y = a + bx.

Sendo:

y = reposta medida (absorbéancia, area do pico, volume utilizado de agente
titulante;

X = concentracgao;

a = intersecao com o eixo y (coeficiente linear);

b = inclinacdo da curva analitica (coeficiente angular);

Normalmente, sdo precisos varios niveis de concentracdo, no minimo
cinco pontos para entdo construir a curva de calibragcdo. A quantidade de
replicatas em cada nivel de concentracdo tem de ser o mais proximo possivel

daquele empregado cotidianamente no laboratorio.

2.5.4 Sensibilidade
A sensibilidade de um método é designada pelos limites de deteccéo (LD)
e de quantificacdo (LQ), pois € necessario ter conhecimento do menor valor de
concentracdo do analito que pode ser detectado e quantificado (Ribeiro et al,
2008). Para Brito et al (2003) é a capacidade que a técnica tem de diferenciar,
com determinado nivel de confianca, duas concentracfes proximas, estando,
portanto, relacionada ao coeficiente angular do grafico analitico, esse critério
demonstra que o procedimento analitico é capaz de produzir variacdo no valor
da propriedade em monitoramento, ocasionada por pequeno incremento na
concentracdo ou quantidade do analito.
Segundo Barros (2002) Limite de Deteccédo (LD) € a menor concentracao do
analito em uma analise, que pode ser detectada, porém, ndo precisamente
guantificada, submetidas a certas condi¢bes experimentais. Enquanto Limite de

Quantificacdo (LQ) da técnica analitica € a menor concentracdo que pode ser
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guantificada com preciséo e exatiddo admissivel, sob determinadas condi¢cdes
experimentais.

Em geral, sdo efetuadas sucessivas diluicbes até se encontrar a menor
concentragdo ou menor valor de propriedade que pode ser distinto do branco e
essa abordagem sO deve ser empregada em procedimentos analiticos que
apresentem ruido de linha de base. A relagdo sinal-ruido é designada pela
comparacao dos sinais medidos de amostras com baixas concentragdes
conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos de amostras, determinando-se
a concentracdo minima em que o composto de interesse pode ser detectado com
confianca. Uma relacéo sinal-ruido de 2:1 ou até mesmo 3:1 é toleravel para a
estimativa do LD. Portanto, é fundamental salientar que a regido do ruido do
branco tem de ser a mesma do sinal medido (INMETRO, 2020).

Para o CRQ (2016) o LQ para um método analitico pode variar de acordo
com o tipo da amostra, mas normalmente corresponde em uma relacdo
sinal/ruido de 10:1.

Segundo Brito et al (2003) em técnicas sensiveis, como é o0 caso dos
cromatografos acoplado a espectrometria de massas, 0 composto de interesse
passa por varias etapas desde que € injetado até chegar ao detector, uma breve
diferenca na concentracdo do analito ocasiona grandes variagdes no valor da

resposta analitica medida, podendo gerar elevados valores de desvio padréo.

2.5.5 Precisao

A precisdo de um método analitico é o grau de concordancia em decorréncia
de medidas independentes em torno de um valor central, executadas diversas
vezes em uma amostra sob condi¢des pré-estabelecidas. Ela € apresentada em
termos de desvio padréo (Barros, 2002). Ainda de acordo com Brito et al (2003)

geralmente, é representado em termos do coeficiente de variagcdo (CV) de

inimeras medidas conforme com a equacao a seguir:

%V = %X 100 Equacéo (1)
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Sendo que:
S = desvio padréo das varias medidas;
M = média das véarias medidas;

Para Ribani et al (2004) sao toleraveis CV de até 20% dependendo da
complexibilidade da amostra. Umas das maneiras de estipular a precisdo é
através do método da repetitividade (ALCANTARA, 2018).

A repetitividade informa a precisdo nas mesmas condi¢cdes de operacéo
(analista, reagentes, equipamentos, mesmas condicdes ambientais e dia) em
pequeno intervalo de tempo. E também chamada de precis&o intra-ensaio e pode
ser analisada com no minimo nove determina¢des dentro do intervalo de trés

diferentes concentracdes e trés replicatas cada (BRITO et al, 2003).

2.5.6 Exatidao

A exatiddo do método analitico € a conformidade entre o valor estimado pelo
procedimento analitico e o valor de referéncia aceito do analito (BARROS, 2002).
Ela € sempre apresentada dentro de determinados limites, a um certo nivel de
confianga, se apresenta sempre relacionada a valores de precisdo. Estes tais
limites podem ser estreitos em altos niveis de concentracdo e mais amplos em
niveis de tracos (RIBANI et al, 2004).

Segundo Brito et al (2003) a avaliacdo da exatiddo de uma técnica analitica
baseia-se em quatro principais métodos que sdo o uso de material de referéncia
certificado (MRC), a comparacdo entre o procedimento proposto com um de
referéncia, na utilizacdo de ensaios de recuperacdo na matriz e por meio da
construcdo de uma curva analitica pelo método da adicdo padréo.

Este citado ensaio tem por finalidade corrigir o resultado suscetivel aos
erros sistematicos advindos de todas as etapas da corrida analitica até a
realizacdo da leitura do resultado instrumental (MAPA, 2011).

De acordo com a ANVISA (2014) a intermiténcia toleravel de recuperacédo
para andlise de residuos, normalmente sdo entre 70-120%, com precisao de até
mais ou menos 20%. Porém segundo Ribani et al, (2004) esse valor pode mudar
para um intervalo de 50-120% com precisdo mais ou menos de 15% dependendo
da complexibilidade analitica da matriz, e quando se trabalha a niveis de tracos

esse valor pode ser aceito.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Investigar a linearidade, efeito matriz e, posteriormente, analisar amostras
reais de milho provenientes das proximidades da cidade de Araguaina-TO
guanto a presenca do herbicida ametrina, utilizando a técnica de CG-EM e
empregando o método QUEChERS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os parametros de validacao linearidade e efeito matriz para o ametrina
em milho;

Aplicar em amostras reais para possivel analise quantitativa do composto alvo;
Analisar qualitativamente a contaminacdo por eventuais contaminantes

organicos nas amostras;
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4 PARTE EXPERIMENTAL

As praticas realizadas neste trabalho foram executadas no laboratério de
cromatografia (LabCrom) e demais laboratdrios do curso de licenciatura em
quimica da Universidade Federal do Norte do Tocantins na cidade de Araguaina
-TO.

4.1 Preparo da solucéo estoque para andlise em CG-EM

A solucdo padréo estoque consistiu de uma solucdo de Ametrina na
concentracdo de 1000 pg Lt em metanol cedida pelo Laboratério de Analise de
Tracos da Universidade Federal do Ceara (UFC), onde a partir desta, foi obtida
a solugdo estoque mais diluida de 10 ug L* e depois a de 1 pug L, ambos em

metanol grau cromatografico.

4.2 Preparo das solu¢cbes padréo para obtencao da curva analitica no solvente
e na matriz

Foi construida a principio a curva analitica no solvente para depois
comparar com a curva analitica na matriz e averiguar eventuais componentes da
amostra que provavelmente possam interferir no sinal alusivo ao herbicida
detectado no estudo. Foi estabelecido que nesse trabalho seria aplicado as
concentracdes em triplicata de 100, 150, 250, 500 e 1000 pg L, pois esta faixa
permitiu obter uma linearidade adequada, respeitando-se a faixa linear do
método, partindo-se do LQ do instrumento e resultando em cinco niveis de

concentracdo conforme a legislagcéo sugere.

4.3 Amostragem

Com a finalidade de concretizar um estudo quantitativo e qualitativo do
herbicida ametrina no milho, foram adquiridas comercialmente espigas de milho
in natura em trés locais distintos das dependéncias do municipio de Araguaina-
TO e uma do Goias, sendo a primeira proveniente da feira municipal (amostra
01), a segunda de um supermercado (Amostra 02), a terceira do estado de Goias
(Amostra 03) e a quarta de uma Fazenda Agricola préximo a Araguaina (Amostra
04). Foram adquiridas cinco espigas de cada local de amostragem, que foram

transportadas para o laboratério onde as mesmas foram raladas,
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homogeneizadas e armazenadas em recipientes previamente limpos, para

posterior processamento, como mostra a figura 03:

Figura 03: Espigas de milho raladas e homogeneizadas para os
procedimentos do método QUEChERS.

Fonte: Autor, 2023.

4.4 Condi¢des Cromatogréaficas

A metodologia cromatografica foi desenvolvida no sistema CG-EM / Agilent
Technogies (modelo 7890B do CG e 5977 do EM). O gas de arraste empregado
foi 0o gas hélio (99,99%) na vazéo de 1,2 mL min, coluna capilar HP5-MS da
Agilent com dimensdes de 30m x 0,25 mm d.i. (diametro interno) e 0,25 um de
espessura de filme da fase estacionaria composicdo 5% fenil e 95%
polimetilsiloxano. O injetor operou no modo splitless (sem divisdo de fluxo). O
espectrometro de massas operou no modo de ionizacao por impacto de elétron
(IE) a 70 eV, com fonte de ions a 230 °C e linha de transferéncia de 250 °C no
modo Full Scan (SCAN) e SIM, averiguando o ion m/z=227 equivalente ao
fragmento de quantificacdo do herbicida ametrina e o ion de confirmacao
m/z=44.

A principio injetou-se 1,0 pL da amostra com a temperatura do injetor mantida
a 250 °C com a seguinte programacao de temperatura: temperatura inicial 50 °C
durante 0 minuto, seguindo com aquecimento de 20 °C/min até 250 e perdurando

por 1 minuto, elevando-se a temperatura com aquecimento de 20 °C/min até 300
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°C persistindo por 1 minuto, equivalendo a um tempo de corrida de 14,5 minutos.

CondigBes estas adquiridas conforme os estudos de ALCANTARA et al (2018).

4.5 Metodologia de extracéo e limpeza pelo método QUEChERS

O método QUEChERS pormenorizado por Anastassiades et al (2003), foi
usado como mecanismo de preparo de amostra por ser extremamente
competente e funcional na extracdo de residuos de pesticidas em matrizes de
alimentos.

A principio 10 g de amostra de milho preliminarmente tratada foi pesada
propriamente em um tubo Falcon 50 mL, onde foi adicionado 10 mL de
acetonitrila concordante com a proporcao retratada pelo método (1 mL de
acetonitrila para 1 g de amostra), posteriormente submetida a agitacdo por 1
minuto no dispositivo vortex. Depois da agitacdo, adicionou-se uma mistura de
sais possuindo 4,0 g de sulfato de magnésio anidro, 1 g de cloreto de sédio, 1 g
de citrato de sédio tribasico e 0,5 g de hidrogenocitrato de sodio sesquihidratado
gue foram antecipadamente pesados, seguido de agitacéo por mais 1 minuto no
vortex. A segquir, foi levada a centrifugacdo submetidas por 10 minutos na
velocidade de 3000 rpm para a entdo obtencdo do extrato. Segue abaixo 0

processo em esquema:

Figura 04: Processo em fotos da metodologia para extracdo da amostra
pelo método QUEChERS.
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Apds esses procedimentos obtém-se o extrato primario e continuamente
a etapa de extracdo, uma aliquota de 1 mL do sobrenadante (fase liquida) foi
transferida para um tubo de Falcon 15 mL, possuindo os sais de limpeza, que
foram: 150 mg de sulfato de magnésio anidro, 150 mg de amina primaria
secundaria (PSA) e 50 mg de carbono grafitizado (GCB). Sem demora, agitou-
se por 1 minuto em agitador vOrtex para entdo promover a dispersdo dos
sorventes no extrato primario da matriz e levou-se até a centrifuga por onde ficou
10 minutos na velocidade de 3000 rpm, obtendo-se, portanto, o extrato pos etapa
de limpeza e logo apoés transferida ao vial para analise cromatogréfica. Segue

adiante o processo em esquema:

Figura 05: Processo em fotos da etapa de limpeza.
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Figura 06: Instrumento CG-EM utilizado no estudo.

Fonte: Autor, 2023.

4.6 Efeito Matriz

Quanto a avaliacdo de uma eventual existéncia de efeito matriz no extrato de
milho no estudo por CG-EM, foi julgada por meio da comparacdo dos
coeficientes angulares resultantes pela curva analitica no solvente e na matriz,
segundo a equacao 2. Nao considerando a interferéncia dos componentes da
matriz na andlise do analito caso o valor obtido fique dentro do intervalo de -20
e +20 % (Ribane, 2004):

EM/% _ (bm—l:)ss)xloo )

Onde:
bm = coeficiente angular da curva na matriz;
bs = coeficiente angular da curva no solvente;

EM/% = Efeito Matriz dado em porcentagem;
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4.7 Parametros de validacao do método CG-EM

Para a entdo realizagcdo das andlises de validacdo foram utilizadas as
amostras do milho intitulada como Amostra 1, onde a mesma foi transportada do
ponto comercial até o laboratorio para efetuar os devidos procedimentos.

A validagdo do método de andlise contornou o estudo dos parametros:
seletividade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), preciséo e
exatidao, conforme a legislacao sugere. Seguindo o Guia de validagéo e controle
de qualidade analitica MAPA (2011).

4.7.1 Seletividade

Para garantir a seletividade do método em estudo, empregou-se 0s
principais fragmentos do espectro de massas, referente aos ions de
guantificacdo (m/z = 227) e confirmacdo (m/z = 44) do analito para adquirir os
seus cromatogramas de Monitoramento Seletivo de fons (SIM). Ademais,
verificou-se a similaridade do espectro de massa de cada composto com o
espectro disponivel na biblioteca NIST no instrumento para as analises

gualitativas.

4.7.2 Linearidade

Para verificar a linearidade preparou-se curvas analiticas no solvente e no
extrato da matriz da amostra. Para um adequado ajuste linear da faixa de
concentracdo empregada foi julgada a aproximacdo do coeficiente de
determinacdo (R?) com 1. Quando transcede a concentracdo de 1000 pg Lt a
curva deixa de ser linear. Ja a curva da matriz foi de 100 a 1500 pg L%, o LQ se

estabeleceu em 100 pg L.

4.7.3 Exatidao

Uma das formas de se verificar a exatiddo € por meio do estudo de
recuperacdo, onde a amostra € dopada com o analito de interesse em pelo
menos trés niveis de concentracdo (baixo, médio e alto) com no minimo cinco
replicatas. Neste estudo foi adotado os niveis 100 pg L, 750 ug Lt e 1500 pg
L. A amostra passa pelas devidas etapas de processamento e andlise
cromatografica e, posteriormente, por meio de calculos verifica a porcentagem

de recuperacdo em cada nivel de concentragdo. Essa etapa do trabalho néo foi
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possivel ser concluida, pois as atividades cromatogréficas da universidade local
tiveram que pausar por causa da espera pelo gas de arraste que chegou em
meados do més de julho/2023. Logo, os testes experimentais de validac&o
iniciaram-se em agosto do ano corrente.

Além disso, é importante notar que as matrizes alimentares sao
tipicamente complexas, demandando métodos de preparo de amostra que
incorporem eficientes etapas de limpeza. Nesse contexto, destaca-se o emprego
do método QUEChERS utilizado neste trabalho, embora seja necessario um
tempo mais significativo para sua realizagédo. Portanto, devido ao curto espaco
de tempo decidiu-se que essa etapa seria realizada em estudos futuros, dando-

se preferéncia a aplicacdo do método em amostras reais.

4.7.4 Precisao

A precisao foi obtida utilizando-se o método da repetitividade, calculando-
se o0 coeficiente de variagcdo (CV) das areas obtidas apos trés injecdes dos
padrdes analiticos para obtencéo das curvas no solvente e na matriz no sistema

cromatografico.

4.7.5 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)
Os citados limites foram estimados por meio de consecutivas injecoes das
solugdes padrao, partindo-se da menor para maior concentracao até resultar em

uma relacéo sinal/ruido de 3 para o LD e 10 para o LQ, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Um exemplo da obtencdo do cromatograma do ametrina no modo SIM,
para a concentracédo de 1500 pg L preparado com o extrato da matriz esta
ilustrado na figura 07, que foi obtido monitorando-se seus principais
fragmentos do espectro de massas (m/z = 227 e m/z = 44), ilustrado na figura
08, apos analisar o padréo analitico de 3 pug L™* em solvente no modo SCAN.
Para obter as curvas de calibragéo tanto no solvente quanto na matriz, todos

0s niveis de concentracdo foram analisados utilizando-se o0 modo SIM.

Figura 07: Cromatograma com os parametros finais do padréo ametrina a 3
1g L't em metanol adquirido por CG-EM, modo SCAN de monitoramento.

Figura 08: Espectro de massas do ametrina apds analise no modo SCAN

da solucéo padréo de 3 pg L** em solvente.
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Como é possivel observar na figura 09, a curva no solvente foi da faixa de
100 a 1000 pg L pois foi até essa concentracdo que se obteve uma boa
correlagdo de linearidade entre os eixos X e Yy, resultando em cinco niveis de
concentragdo, conforme a legislacdo sugere, partindo-se do limite de
quantificacéo que foi de 100 pg L* mostrando o quanto o método é sensivel a
ponto de detectar baixas concentragdes. Quando ultrapassa a concentracao de
1000 pg L a curva comeca a perder linearidade, sendo observada por valores
cada vez menores do R?. O LD manteve-se em cerca de 30 pg L. O coeficiente
de determinacdo se apresenta R? 0,9963, ja o coeficiente de correlagéo ficou r:

0,99, mostrando esta dentro das exigéncias da legislagéo.

Figura 09: Curva analitica no solvente para o Ametrina.
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Figura 10: Curva analitica na matriz da solu¢gdo Ametrina.
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Ja a curva na matriz a faixa linear manteve-se de 100 a 1500 pg L, com LQ
estimado em 100 pug L' e LD em 30 pg L. O coeficiente de determinacédo na
curva da matriz obtido foi R% 0,9886 e o coeficiente de correlagédo adquirido foi
r: 0,99 também se mostra dentro das normas legislativas.

Mediante ao calculo presenciou-se a existéncia do efeito matriz superior
a 400%, ficando excedido da faixa recomendada pela legislacdo (-20 a 20%),
fora dessa faixa, deve-se utilizar a curva analitica no extrato da matriz, afim de
evitar erros em uma possivel analise quantitativa (BALBINOT, 2022). Esse valor
superestimado decorre por causa da complexidade da amostra, justamente por
ser uma matriz de alimento e isso ocasiona sinais resultantes mais elevados.
Segundo Pinho et al (2009) amostras complexas apresentam sublime teores
coextrativos, e mais, a substancia perpassa por varias etapas desde que €
injetada até o detector e por ventura pode provocar variacfes/alteracdes do sinal
analitico medido.

Ainda, o efeito matriz positivo pode ser justificado por interacdes do analito
e componentes da amostra no interior do liner, uma vez que, apos injecédo a
amostra é vaporizada no injetor aquecido. Esse procedimento é o mais

vulneravel ao efeito matriz porque em condi¢fes de altas temperaturas os sitios
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ativos no liner (tubo de vidro insertor) formados por grupos silandis livres e metais
presentes podem favorecer adsor¢cdo dos analitos e até mesmo catalisar
processos de degradacédo térmica de defensivos agricolas (PINHO et al, 2009).

De acordo com o mesmo autor, quando os analitos s&o introduzidos no
sistema cromatogréafico por meio de solu¢des padrédo em solvente puro, 0s sitios
ativos do liner estdo dispostos para reter os analitos, de maneira que menor
guantidade dos pesticidas seja transportada para coluna cromatografica e
posteriormente para o detector (figura 09 a).

Quando as solugdes padrao sao preparadas no extrato da matriz, acontece
uma competicdo por espago nos sitios ativos do liner entre os analitos e os
componentes da amostra, viabilizando que maior quantidade de pesticida seja
transferida para coluna cromatografica e seguidamente detectados (figura 09 b).

Figura 11: Fendmeno de adsorcao de pesticidas nos sitios ativos do liner.
A) Pesticidas injetados na auséncia dos componentes da matriz. B) Pesticidas

injetados na presenca do extrato da matriz.
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Fonte: BARBOSA, 2013.
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PINHO et al (2009) ressalta também que nas primeiras andlises efetuadas
com uma coluna cromatogréfica nenhum ou pouco efeito matriz é verificado,
mas, quando a coluna passa por sucessivas injecbes consequentemente

contamina a coluna cromatografica e o efeito matriz se destaca gradativamente.

5.1 Andlises qualitativas dos compostos encontrados nas amostras de milho

Apos as andlises cromatograficas ndo se detectou o herbicida ametrina
em nenhuma das amostras impossibilitando a quantificacdo. Ao ser realizado
uma andlise qualitativa para verificar uma possivel contaminagdo por outros
contaminantes organicos, observou-se na (Amostra 01) a presenca do composto
DIBUTYL PHTHALATE que conforme Muscogiuri e Colao (2017) € um
contaminante organico proveniente do plastico e é encontrado nos mais diversos
produtos como tintas, brinquedos, cosméticos, alimentos e a fins.

Devido a baixa similaridade percentual entre os espectros comparados da
amostra e o da biblioteca NIST no instrumento, ndo se pode afirmar com certeza
gue € o composto, necessitando de maiores investigacoes. As figuras 12 e 13
apresentam o cromatograma e 0 espectro de massas do Dibutyl Phthalate
encontrado na amostra, respectivamente. Na segunda amostra detectou-se um
composto denominado pela biblioteca NIST como OXYMETAZOLINE que € um
descongestionador nasal. Devido a baixa similaridade percentual também nao
se pode assegurar a certeza da presenca deste composto, necessitando de
estudos especificos para avaliacdo desta substancia. A figura 14 ilustra o

cromatograma da matriz e pico extraido e na 15 o espectro de massas.
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Figura 12: Cromatograma do extrato da amostra 1 obtido no modo SCAN de

monitoramento CG-EM.
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Figura 13: Espectro de massas para o Dibutyl Phthalate obtido apos

analise da amostra.
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Figura 14: Cromatograma do extrato da amostra 2 obtido no modo TIC

de monitoramento CG-EM.
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Figura 15: Espectro de massas para o oxymetazoline obtido apés

analise da amostra.
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Na amostra 03, ndo foi observada a presenca de nenhum contaminante
organico durante a analise qualitativa, exceto componentes da propria matriz da
amostra.

Na amostra 04 foi aplicada pelo agricultor o herbicida ROUNDUP onde seu
principio ativo é o glifosato, porém, este nao foi detectado na andlise qualitativa.
Analisando o roétulo do produto, ap6s 04 horas de aplicacdo se chover o produto
perde sua eficiéncia apesar de conter um principio ativo sistémico (onde é
absorvido pela planta se desloca-se pelo interior através do xilema e/ou floema)
e conforme relatado pelo agricultor choveu algumas horas apés a aplicacéo.

Outro fator que é importante destacar € que as espigas de milho foram
coletadas em uma area mais elevada e como choveu no dia da aplicacdo o
herbicida pode ter escoado para as areas mais baixas.

Contudo, pode ser considerado poucas amostras para um trabalho dessa
natureza, porém, a etapa de aplicacdo do metodo em amostras reais nao
coincidiu com a entre safra do milho, onde a mesma tem seu término no més de
outubro e a aplicacdo em amostras reais foi realizada no més de novembro (onde
inicia-se o cultivo da soja). Com isso afetou diretamente na disponibilidade do

produto.
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6. CONCLUSOES

O método QUEChERS se manteve adequado pois por meio dele obteve-se
as curvas analiticas com boa linearidade, com valores de 0,99. O efeito matriz
se expressou de maneira superestimada (> 400%) devido a matriz ser um
alimento e, portanto, ser complexo.

A utilizacdo do carvao ativo na etapa clean up viabilizou maior limpeza do
extrato para analisar as amostras, preservando o sistema cromatogréafico de
gualquer dano ocasionado por eventuais interferéncias.

A etapa de recuperacao inclusa no parametro de validacdo (exatidao) fica
como perspectiva futura para finalizacao.

As andlises em amostras reais ndo identificaram ametrina e nenhum outro
pesticida e os compostos que se destacaram nas amostras 01 (Dibutyl Phthalate)
e 02 (Oximetazoline) apresentaram baixa similaridade dos espectros de massas
segundo a biblioteca do instrumento NIST, nas amostras 03 e 4 ndo se
manifestou nenhuma substéncia significativa.

Portanto, a realizacdo desse trabalho contribuiu para minha formacao
profissional como também para meu aprendizado, experiéncia no método e
manuseio do instrumento. As eventualidades ocorridas no trabalho é motivo de
superacdo e conquista por concretizar um trabalho com tema importante
trazendo informacdes significativas para os leitores de um contexto tdo familiar

da sociedade.
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