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RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma hortalica classificada de hortali¢ca-fruto, que
€ muito suscetivel ao ataque de pragas. As formulacdes de pesticidas sao aplicadas
para controlar agentes nocivos que possam causar danos a cultura. O presente
trabalho objetiva o desenvolvimento um método de extracdo por QUEChERS para a
determinacdo de residuos de pesticidas em tomate e andlise pela técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Foram realizadas
otimizacdes das condi¢Oes instrumentais e do procedimento de extracdo a fim de
analisar 18 pesticidas, sendo eles, esfenvalerato, abamectina, lufenurom, metomil,
piraclostrobina, teflubenzurom, tiacloprido, tiofanato-metilico, carbaril, dimetoato,
pirimicarbe, malationa, flutriafol, bromuconazol, deltametrina, azoxistrobina e
tiametoxam. Os analitos foram analisados por cromatografia no modo reverso,
utilizando uma fase estacionaria C18 e fase movel constituida por MeOH:Agua com 5
mM de formiato de aménio. O conjunto de analitos apresentaram melhor resposta
utilizando a ionizacao por Electrospray. No procedimento QUEChERS foram testadas
diferentes quantidades de sais, sendo que a quantidade de 1,62 g apresentou
resultados mais consistentes com valores de recuperacdo meédios de 87+14% com 0s
analitos na concentragdo de 0,3 pg mL1. Para o clean-up da amostra foram avaliados
adsorventes C18, Florisil, Alumina Neutra, Biocarvdo (BC-500), Carvdo Ativado e
Silica, no qual o Florisii mostrou melhor desempenho. Também foi avaliado a
guantidade de adsorventes presentes na etapa do clean-up, utilizando 450 mg
Biocarvao (BC-500) com C18, C18, Florisil, Alumina e Silica. Verificou-se também o
desempenho entre duas quantidades de adsorventes: 150 mg e 450 mg de Florisil. Foi
percebido que o método se mantém efetivo mesmo utilizando uma quantidade menor
de adsorvente, utilizando assim o 150 mg de Florisil como adsorvente da etapa de
clean-up do método. Também foi avaliado a eficiéncia do processo de diluicdo do
extrato com a finalidade de reducdo de efeito matriz, entretanto oS ensaios nao
apresentaram eficacia significativa. O método foi validado e aplicado em amostras de
tomates comercializados em Sao Cristovao/SE, as quais ndo apresentaram residuos
de pesticida.

Palavras-chave. Solanum lycopersicum L. Tomate. Pesticidas. QUEChERS. LC-MS.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is a vegetable classified as vegetable-fruit, which is
highly susceptible to the attack of pests. Ergo, formulations of pesticides are applied to
control pests that can cause harm to the crop. Therefore, this work aims to develop a
method of extraction through QUEChERS for pest residue determination in tomatoes and
the analysis through the technique of liquid chromatography-tandem mass spectrometry.
Optimizations of instrumental conditions and of the extraction procedure were carried out
to analyze 18 pesticides, namely esfenvalerate, abamectin, lufenuron, methomyl,
pyraclostrobin, teflubenzuron, thiacloprid, thiophanate-methyl, carbaryl, dimethoate,
pirimicarb, malathion, flutriafol, bromuconazole, deltamethrin, azoxystrobin, and
thiamethoxam. The analytes were studied through reversed-phase chromatbography,
using a stationary phase C18 and mobile phase composed by MeOH:Water with 5 mM
of ammonium formate. The set of analyses showed better response using electrospray
ionization. In the QUEChERS procedure, different amounts of salts were tested, and the
amount of 1.62 g presented more consistent results with mean recovery values of
87+14% with analyts at the concentration of 0.3 ug mL-1. After that, possible adsorbents
for clean-up were evaluated using C18, Florisil, Alumina Neutra, Biochar, Activated
Carbon and Silica, in which Florisil showed better performance. We also evaluated the
amount of adsorbents present in the dSPE stage, using 450 mg Biochar with C18, C18,
Florisil, Alumina and Silica. Florisil also stood out with better recovery intervals between
70%-120%. Aiming at a lower expenditure of reagents maintaining a good efficiency, it
was verified the performance between two amounts of adsorbents: 150 mg and 450 mg
of Florisil. It was perceived that the method remains effective even using a smaller amount
of adsorbent. The pertinence of the clean-up was also evaluated and thus apply a dilution
process after extraction. However, dilution proved to be ineffective and with strong matrix
effect. The method was valid and applied in tomato samples sold in S&o Cristévao/SE,

which did not present pesticide residues.

Keywords: Solanum lycopersicum L. tomato. Pesticides. QUEChERS. LC-MS.
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1 INTRODUCAO

As hortalicas sdo vegetais cultivados em hortas e desempenham um
papel importante na alimentacdo humana. O tomate é uma hortalica delicada e
com textura macia que contém um alto teor de 4gua em sua composi¢do, em
torno de 90-95% [1]. Em geral possui um baixo teor calérico, 0 que ajuda a
compor uma alimentac&o mais regrada e adequada, provendo compostos, como

vitaminas, minerais e outros que contribuem para o bem da satude humana.

A cultura do tomate tem grande influéncia na agricultura brasileira e é
importante tanto no espaco familiar quanto para no setor da agroindustria do
pais, segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). O
tomate é bastante presente na economia brasileira. Para tanto, a Embrapa
desenvolveu o programa TOMATEC (Tomate em Cultivo Sustentavel) em 2005
gue tem como objetivo o melhoramento do cultivo do tomate de mesa por meio de
boas préticas agricolas. No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), sdo mais de 55 mil hectares com cultura de tomate, sendo
produzidos mais de 3,5 milhdes de toneladas. Essa producdo representa um
rendimento médio de 69 mil kg/ha. Em Sergipe, existem 459 pequenos
produtores que estdo envolvidos na cultura do tomate, os quais produziram
aproximadamente 110 toneladas do fruto por més no ano de 2017, segundo
IBGE. A regido central do estado é a que retém grande parte desses pequenos
produtores, 0s quais optam por trabalhar com um sistema organico com o intuito

de atribuir maior valor ao produto sem o uso de pesticidas [2,3,4].

O cultivo de hortalicas necessita de bastante cuidado, visto que muitos
fatores podem influenciar e afetar no desenvolvimento do fruto, como o clima [5]
e a quantidade de agua na irrigacdo [6], por exemplo. Além desses fatores, as
hortalicas também s&o bastante suscetiveis ao ataque de pragas que podem
causar prejuizos a cultura. Essa suscetibilidade a acdo de organismos nocivos
ao plantio instiga os agricultores a fazerem uso de compostos que controlem a
acado das destas pragas. O uso de pesticidas pode ser empregado a fim de

prevenir as culturas da agao danosa dessas pragas.
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Por esse motivo as organizacdes internacionais definiram normas para
limitar a quantidade permitida de residuos desses compostos. Para avaliar essa
quantidade permitida foi estabelecido o Limite Maximo de Residuos (LMR) para
pesticidas em alimentos. Devido a importancia de monitorar a quantidade desses
compostos nas matrizes alimentares, busca-se o desenvolvimento de
metodologias analiticas que tenham eficiéncia, que sejam de baixo custo e

simples para serem aplicadas na avaliacdo dos pesticidas em alimentos [7].

O método de extragdo QUEChERS é amplamente aplicado em analises
de pesticidas em alimentos. Resumidamente, o procedimento conta com duas
etapas. Primeiramente a extracdo com solvente e particionamento das fases com
sais. Logo apds ha o clean-up do extrato utilizando a d-SPE. Ao comparar com
outros métodos, QUEChERS se destaca na simplicidade do procedimento, da
rapidez e ainda oferece 6timos valores de recuperacdo para a extracdo dos
analitos. Além disso, ha uma boa compatibilidade com as técnicas

cromatograficas, seja ela liquida ou gasosa [8].

Para fazer a determinacdo desses compostos em matrizes complexas
como alimentos, € utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a espectrometria de massas, a qual apresenta capacidade de
separacao, qualificacdo e quantificacdo satisfatoria para esses compostos
presentes nas matrizes. Em suma, o presente trabalho visa o desenvolvimento
de um método QUEChERS associada a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas para a determinacdo de residuos de pesticidas de

diferentes classes quimicas em tomate comercializados em Séao Cristévao.
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1.1 Tomate

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma hortalica classificada como
hortalica-fruto, assim como pimentdes, melancias e quiabo. Apresenta baixo teor
caldrico, é rico em sodio, potassio, fésforo, ferro e vitaminas A e B. Desta forma,
o fruto tem grande importancia na dieta humana. De modo geral, esse fruto
contém uma composicdo bastante rica em compostos que desempenham
fungbes que favorecem um bom funcionamento do metabolismo humano. Logo,
passa a ser fonte de substancias que favorece o bom estado da saude humana,
como os carotenoides, sendo eles o licopeno, fitoeno, luteina, vitaminas, como a
vitamina C entre outros. Dentre estas destaca-se 0 licopeno, um carotenoide
encontrado em grande abundancia nos tomates e que é responsavel pela cor

caracteristica dos tomates [9,10, 11].

Ha uma grande variedade do fruto, contando com uma variedade de formato
e cores, podendo ser tomate cereja, sendo pequenos e com coloracao vermelha
a amarela; tomate santa cruz, sendo esse o mais conhecido no mercado, com 0
preco mais baixo e ligeiramente &cido; italiano, frutos mais compridos e com
coloracdo mais intensa; salada, que apresenta pouca acidez, com coloragao

vermelha ou rosada [12,13].

No mundo, a China lidera a producéo de tomate com aproximadamente 56,5
milhdes de toneladas no ano de 2016. O Brasil ficava em nono lugar com
aproximadamente 4,2 milhdes de toneladas. Esse percentual se manteve no
Brasil, sendo registrado em 2019 uma queda para 3,9 milhdes, segundo o IBGE.
No Nordeste o sistema de plantio predominante € o sistema organico de
producdo, o qual os produtores sao cultivados sem uso de defensivo agricola.
Em Sergipe, em 2019, foram produzidas 3,6 mil toneladas, representando 10%

da producéo brasileira [14].

Entretanto, o cultivo do tomateiro (Lycopersicum esculentum) no modo de
cultivo organico é um desafio. Isso porque a plantacdo de tomate € bastante
suscetivel ao ataque de fungos e insetos que, ao se alojarem no fruto ou na
planta, causam danos e perda econdmica que pode ser significativa.
Normalmente os grandes responsaveis por prejuizos na tomaticultura sdo os

fungos, os quais demandam 15% dos custos para o combate com fungicidas
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[15].

As principais doencas foliares e de podridées de frutos sdo mancha-
bacteriana ou murchadeira (Xanthomonas capestris pv. vesicatoria), pinta-
bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato), talo-oco ou podriddao mole
(Erwinia spp.), pinta-preta (Alternaria solani) e requeima ou mela (Phytophtora

infestans) [16]. Os sintomas de cada uma delas na Tabela 1.

Tabela 1. Explanacdo geral dos sintomas causados pelos principais agentes

patoldgicos na cultura do tomate.

Doenca (Organismo Causador) Sintomas

Mancha-bacteriana ou Murchadeira | Manifesta de inicio nas folhas mais velhas
como manchas marrons irregulares podendo

(Xanthomonas capestris pv. vesicatoria) apresentar perfuracdes no centro,

Os sintomas séo primeiramente observados
nas folhas mais velhas, sob a forma de
(Pseudomonas syringae pv. tomato) manchas arredondadas de Coloragéo
marrom-escura

Pinta-bacteriana

Amarelecimento da planta e murcha total ou
parcial. Apresentam escurecimento externo
(Erwinia spp.) no caule como resultado do apodrecimento
dos tecidos préximos.

Talo-oco ou Podridao mole

Manifesta a partir e inéculo no solo ou
semente infestada. LesGes escuras no caule
e podem resultar na morte das plantas ainda
jovens. Mancha circulares nas folhas mais
(Alternaria solani) velhas, podendo ser delimitadas ou ndo por
um halo amarelado. Sado formados anéis a
medida que as lesBes crescem na area
necrética.

Pinta-preta

Se inicia com manchas grandes de aparéncia
Umida. As lesBes séo grandes e podem secar
(Phytophtora infestans) todo o foliolo, aparentando uma “queima” nas
plantas.

Requeima ou Mela

Fonte. LOPES, 2005 [15].
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1.2 Pesticidas

Pesticidas sé@o produtos quimicos sintéticos utilizados no combate de
pragas nocivas para a plantagéo [17]. Eles podem ser classificados de diversas
formas, como o tipo de praga alvo: herbicida pode ser usado como regulador de
crescimento de plantas, bactericidas para defensivos que atuam contra bactérias
que sao prejudiciais a integridade do plantio, acaricidas quando combatem
acaros, fungicidas no controle de fungos e inseticidas para o controle de insetos
etc. [18,19,20].

Além desse tipo de classificacdo, os pesticidas podem ser classificados
de acordo com a composic¢do: botanicos quando a composi¢cdo é a base de
nicotina, piretrina e outros, organicos quando contém na estrutura molecular
grupos carbamatos, clorados, clorofosforados entre outros, e inorganicos,

guando na sua composicdo contém ferro, arsénio, cobre, zinco e outros [17].

O uso indiscriminado dessas formulacdes pode acarretar problemas de
intoxicacdo aos consumidores daquela cultura. Esses problemas sao causados
pela presenca desses compostos. Desse modo, a necessidade de monitorar tais
residuos motivou os 6rgaos governamentais a elaborar regulamentacdes para

normatizar a aplicacédo dos pesticidas [21].

Os limites maximos de residuos (LMR) e a ingestédo diaria aceitavel (IDA)
sdo dois parametros que determinam a quantidade maxima de residuos nos
alimentos e o quanto podem ser ingeridos por dia, respectivamente [22]. Esses
limites sdo importantes, pois estabelecem o méaximo de residuos de pesticidas
permitidos em cada cultura. Essas determinacdes sdo estabelecidas por
agéncias regulamentadoras no mundo. Tais 0rgdos sao importantes para
monitorar e assegurar a qualidade dos alimentos. A Organizacédo das Nacdes
Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO) € uma dessas organizagdes que
tem acdes por todo o mundo e elaborou programas de desenvolvimento agricola.
Em junho de 2013 foi aprovado cédigo de Conduta Internacional sobre
Gerenciamento de Pesticidas que prevé normas que servem como referéncia
para a pratica com pesticidas. Alem da FAO, a Unido Europeia também
estabeleceu normativas para controle de qualidade de alimentos voltado para o

monitoramento de residuos de pesticidas, por meio do guia de Validacdo de
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Métodos e Procedimentos de Controle de Qualidade para Analise de Residuos

de Pesticidas em Alimentos [23,24].

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o érgéo
responsavel pela regulamentacdo do monitoramento desde o manuseio até a
fiscalizacdo de possiveis residuos desses pesticidas a fim de impedir que haja a
contaminagao da populagdo por conta da alta concentragdo nos alimentos
[25,26]. A ANVISA disponibiliza e regulariza os LMR para os alimentos por meio
de relatorios anuais referente ao Programa de Analise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos (PARA). Para o tomate, o relatorio de 2019 avaliou
mais de 300 amostras de tomate, nas quais 39 amostras ndo apresentaram
residuos de pesticidas e 167 amostras apresentaram residuos inferiores ao limite
estabelecido. Nesta versédo do relatério, a ANVISA avaliou 151 pesticidas nas
amostras, detectando 45, sendo 0s mais recorrentes o imidacloprido, a

fenpropatrina e o carbedazim [7].

Com base no relatorio PARA disponibilizado pela ANVISA e a prépria
base de dados foram utilizados na escolha dos analitos. Sendo assim, 18
pesticidas foram selecionados com o intuito de abranger diferentes classes
permitidas pela ANVISA [27]. Além disso, alguns pesticidas foram selecionados
por aparecerem de forma recorrente em alguns trabalhos analisados (Tabela 2).
As propriedades fisico-quimicas destes pesticidas estdo disponiveis na Tabela 3

e as estruturas moleculares na Figura 1.



Tabela 2. Informacfes gerais sobre os pesticidas em estudo.

Principio Ativo Grupo Quimico Modo de acéao Toxicidade LMR (mg Kg™?)
Carbaril Carbamato Inseticida [l 0,1
Bromuconazol Triazol Fungicida 11 0,1
Dimetoato Organofosforado Inset|IC|_da, I 1,0
Acaricida
Malationa Organofosforado Inseticida [l 3,0
Pirimicarbe Carbamato Inseticida Il 1,0
Flutriafol Triazol Fungicida - 0,3
Azoxistrobina Estrobilurina Fungicida i 0,5
Deltametrina Piretroide Inseticida * 0,03
Tiametoxam Neonicotindide Inseticida * 1,0
Abamectina Avermectina Acarl_c[da * 0,01
Inseticida
Acetamiprido Neocotindide Inseticida i 0,5
Esfenvalerato Piretroide Inseticida [l 0,05
Lufenuron Benzoiluréia Inset_lcllda * 0,5
Acaricida
. Metilcarbamato de Inseticida *
Metomil . e 1
oxima Acaricida
Piraclostrobina Estrobilurina Fungicida i 0,2
Teflubenzuron Benzoiluréia Inseticida ) 0,1
Tiacloprido Neocotindide Inseticida Il 0,1
Tiofanato-Metilico Benzimidazol Fungicida i 0,2

Fonte: IUPAC PPDB; ANVISA; [28,29].

I- Extremamente Toéxico, II- Altamente Toxico, IlI- Moderadamente Toéxico, IV- Pouco toxico.
* especifica para cada produto, conforme art. 38 da Resolucao da Diretoria Colegiada — RDC nb° 294, de 29 de julho de 2019. / ND — Nao determinado



Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas dos pesticidas em estudo.

22

L , 1 ) Solubilidade Log
Principio Ativo MM (g mol™) Férmula molecular Agua (mg LY Solvente (mg L) pKa Kow
Flutriafol 301,29 C16H13F2N30 95 Metanol (1,15x10°) 2,3 2,3
Carbaril 201,22 C12H11NO2 120 Metanol (8,75x10%) 10,4 2,36
Dimetoato 229,26 CsH12NO3PS2 2,59x104 Metanol (1,59x106) NA 0,75
Deltametrina 505,2 C,2H19BraNO5 0,0002 Metanol (8,1x103) NA 4.6
Bromuconazol 377,06 C13H12BrCI;N3;O 48,3 Acetona (269,2) 2,75 3,24
Malationa 330,36 C10H1906PS2 1,48 Metanol (2,5x10°) NA 2,75
Azoxistrobina 403,4 C22H17N30s 6,7 Metanol (2x10%) 1,07 2,5
Tiometoxam 291,71 CsH10CIN503S 4,1x108 Hexano (1) 8,35 -0,13
Abamectina 873.1 Ca8H72014 - - - 3,8
Acetamiprido 222,67 C10H11CIN, 2,95 x 103 Hexano (6,54) 0,7 0,8
Esfenvalerato 419,1 C,5H,,CINO; 0,001 Metanol (8,2x10°) NA 6,24
Lufenuron 511,16 C,7HgCIl,FgN,0O4 0,046 Hexano (100) 10,2 512
Metomil 162,21 CsH1oN,0,S 5,5x104 Metanol (1,0x107) NA 0,09
Teflubenzuron 381,11 C14HeCIF4N,0O, 0,01 Metanol (1060) 9,2 4.3
Tiacloprido 252,72 C10HoCIN,S 184 Acetato de Etila NA 1,26
Tiofanato-Metilico 342,39 C1,H14N,O,S, 18,5 Metanol (7,8x103) 7,28 1,40
Piraclostrobina 387,82 C19oH15CIN;O, 1,9 Metanol (1,0x10°) NA 3,99
Pirimicarbe 238,39 C11H15N,O, 3,1x108 Metanol (3,5x10°) 4.4 1,7

Fonte: IUPAC PPDB; ANVISA [28,29].

NA — Néo aplicado (N&o ha dissociagdo)



Figura 1. Estruturas moleculares, nomes comerciais e cientificos dos pesticidas em estudo.
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Figura 1. Continuacéo
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A andlise de pesticidas em matrizes alimentares é bastante difundida.
Entretanto ainda requer métodos de extracdo rapidos, de facil execucdo, com
uma boa eficiéncia, uma vez que tais matrizes podem apresentar um grande
ndmero de compostos contaminantes. Desta maneira, essas matrizes s&o
submetidas ao processo de extracdo QUEChERS, o qual se destaca pela

simplicidade e boa eficiéncia para tais fins [8,28]

1.3 QUEChERS

Desenvolvido em 2003 por Anastassiades e colaboradores, QUEChERS,
sigla que significa “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe” (Rapido, Facil,
Barato, Efetivo, Robusto, Seguro) € um procedimento analitico de extracao
Solido-Liquido muito eficiente para compostos como pesticidas em matrizes
alimentares, agua e solo [30]. Com desenvolvimento original para monitoramento
de residuos de pesticidas multiclasse em alimentos, o método QUEChERS
original continua sendo modificado para a extracdo de uma ampla gama de
pesticidas que variam de compostos polares a ndo polares em matrizes

alimentares [28].

Diferente de outros métodos convencionais, QUEChERS tem um
procedimento simples no sentido de ter poucas etapas e tempo de extracao
reduzido para facilitar a andlise dos pesticidas [31]. Além disso, monitoramento
de residuos pesticidas em alimentos, o método QUEChERS tem sido empregado
nas extracdes de outros poluentes como metabdlitos de parabenos e farmacos
em lodo [32], plastificantes em amostras de peixes [33], alcanos em sedimentos
[34] entre outros. Segundo Kim e colaboradores [35], a facilidade de analisar
compostos téo diferentes é devido a compatibilidade das amostras preparadas
com o mesmo solvente organico da fase movel usada na cromatografia liquida.
Isso se da pela miscibilidade desse solvente, seja acetonitrila ou metanol, em

relacdo a agua.

De modo geral, o procedimento QUEChERS é simples, contando com 2
etapas principais: 1) extracao solido-liquido/particionamento com o efeito salting
out, 2) etapa de limpeza d-SPE (Extracdo em fase sdlida dispersiva) [36], como

pode ser visto no Esquema 1.



26

Esquema 1. Método de QUEChERS com algumas possiveis modificacdes.

e Acetato de sédio
e Metanol e Sulfato de sédio
e Acetato de Etila e Acetato de Amdnio
¢ Hexano e Citratos
« Acido Férmico e Cloreto de Sédio
« Acido Acético & —
e Acetonitrila Uso do GCB, Florisil, C18,
MWCNTSs ou Chlorofiltr®, PSA

Etapa da extracdo dos Etapa da
analitos Limpeza
Fonte: Baseado de Rodriguez e colaboradores, 2017. [37]

GCB — Carbono grafitizado
PSA — Amina priméria-secundaria (N-Propiletilenodiaminossilano)
MWCNTSs - Nanotubos de carbonos de paredes mdltiplas

Assim como visto no Esquema 1, a primeira etapa do procedimento é a
extracao pelo solvente acetonitrila auxiliado por sais promovendo o efeito salting-
out. Com relacao ao solvente organico, a acetonitrila € o mais utilizado devido a
sua elevada capacidade de extracdo de ampla variedade de compostos
organicos sem a co-extracao de possiveis interferentes [38]. Contudo é possivel
encontrar estudos com a utilizagdo de outros solventes como metanol em
conjunto com acetonitrila na etapa da extracdo, como relatado por Choochuay e
colaboradores [39], acetonitrila com acetato de etila [40] , hexano [41],

acetonitrila acidificada com acido formico [42] e com acido acético [43]

Os sais desempenham um papel importante na etapa de extracao,
saturando o meio aquoso possibilitando a migragcéo dos analitos para o solvente
organico [38]. Originalmente, os sais empregados para o efeito salting-out séo
0s sais sulfato de magnésio e o cloreto de sédio [30]. Contudo existem varias
propostas para essa combinacao de sais, como acetato de sodio (NaO2CCHz),
sulfato de sodio (Na2S0Oa4), acetato de amoénio (NH4CHsCO2), o sistema citrato de
sédio tribasico di-hidratado (CeHsNaszO7.2H20) e citrato de sddio dibasico sesqui-
hidratado (CeHsNa207.1,5H20) [38].


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518309652?casa_token=HYQiPWjR8O0AAAAA:HiB68mONaqECr8nnfNnKA9VVoAXLWt_AIKgAMjgRKBNSC49kj9lnf6yPNKuOtxiKeQpmwJ9Uaw#!
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A segunda etapa € constituida pela técnica de extracdo em fase solida
dispersiva na qual um adsorvente é adicionado no sistema para que interaja e
remova os interferentes da solucdo e uma pequena aliquota seja retirada do
sobrenadante contendo os analitos para a andlise [44]. A proposta original é o
mais utilizada com o adsorvente n-propiletiienodiaminossilano (PSA) [30].
Entretanto, varios outros sorventes foram testados para substituir o PSA nas
aplicacdes QUEChERS, como o C18, Carbono Grafitizado, Terra Diatomacea,

Florisil, Nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTS) etc [45, 38].

1.3.1 Etapa de extragéo (Particionamento e efeito salting-out)

Os solventes em QUEChERS tém papel fundamental na extracdo dos
analitos. Alguns solventes se tornaram mais usuais na técnica QUEChERS,
como a acetonitrila e metanol [36,38]. Assim, a extracao se faz quando o solvente
percola toda a estrutura da amostra, retirando os analitos da fase sdlida para a
fase liquida. Levando em consideracdo a miscibilidade da acetonitrila em agua,
h& a formacdo de uma parte liquida em uma Unica fase, ocorrendo uma extracéo
monofésica, como afirma Anastassiades e colaboradores [36]. Esse fato ainda é
benéfico na extracao por ndo co-eluir compostos lipofilicos junto com os analitos,
tornando a seletividade do método mais elevada. Shabeer e colaboradores
testaram a eficiéncia da acetonitrila quando comparada a outros solventes, como
acetato de etila, relatando que os compostos lipofilicos presentes na amostra
foram mais sollveis em solvente de carater apolar, como o acetato de etila, do

gue em solvente de carater mais polar, como a acetonitrila [45].

A acetonitrila apresenta melhores valores de recuperacdo quando é
comparada a outros solventes extratores. No trabalho de Morais e
colaboradores, que avaliaram 13 pesticidas em pimentbes, dentre eles
tiametoxam, metomil, acefato e carbaril, demonstra a superioridade dos
resultados do método com acetonitrila frente ao metanol, acetato de etila e
acetona. Isso se déa pela polaridade dos solventes, no qual o acetato de etila ndo

consegue extrair compostos mais polares, como acefato, por exemplo [46].

Para que a efetividade da extracéo seja a maior possivel, é adotado o uso
de sais secantes para: a) retirar o excesso de agua e b) saturar a fase aquosa e

forcar a migracdo dos analitos da fase aquosa para a fase organica, a
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acetonitrila. Quando um sal inorganico é adicionado a uma mistura entre agua e
um solvente organico misciveis ocorre uma separacao do sistema monofasico
(agua + solvente) para um sistema bifasico, podendo ser chamado de separacéo
de fase induzida por sal. Nesse sentido, o uso dos sais em QUEChERS sé&o
utilizados para formar esse sistema bifasico entre a 4gua e a acetonitrila na etapa
extratora, diminuindo a solubilidade na fase aquosa de substancias parcialmente
solliveis em solventes organicos e induzindo a precipitacdo dos compostos
interferentes [47, 48].

O sulfato de magnésio é excelente na acéo de particionamento de fases,
uma vez que ha uma alta capacidade de se ligar a grande quantidade de agua
remanescente, o que resulta na diminuicao significativa de fase aguosa. Como
afirmado por Kim e colaboradores [35], a reacdo de hidratagdo do sulfato de
magnésio é exotérmica, atingindo a temperatura de 45 °C, aproximadamente.
Essa temperatura pode favorecer a extracdo eficiente dos pesticidas néo
polares. Testes mostraram que a eficiéncia da particdo € acrescida com o cloreto
de sddio junto com o sulfato de magnésio, aumentando a efetividade na
separacdo dos analitos e ter menos compostos interferentes co-extraidos
[27,35].

Juntamente com o0s sais para o efeito salting-out, ha a adicdo também de
sais para formar um sistema tamponado a fim de prevenir a degradacéo de
analitos dependentes do pH. Desta forma, € possivel controlar a forma dos
analitos de acordo com o pH do meio. Por exemplo, o tampé&o feito com o acetato
estabiliza o pH da solucéo em 4,8, ja o tampao citrato confere o pH do sistema
em 5,5, aproximadamente. Esse conhecimento é (til para tentar prever o sistema
que terd melhor recuperacéo, como no estudo feito por Lehotay e colaboradores
[49], os quais verificaram que as recuperagdes de alguns pesticidas, dentre eles
o Clorotalonil, foram superiores quando foi utilizado o tampéao acetato. O tampéao
acetato foi adotado pela AOAC Methods e amplamente empregado nos Estados
Unidos. O tampéao citrato foi adotado pela CEN Methods para compor o
procedimento padréo e estabelecido na Europa, Tabela 4.
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Tabela 4. Procedimentos padrao propostos pela CEN Methods e AOAC Methods
[35].

Método CEN Método AOAC
Extracao
Quantidade de
10g 15¢9

amostra

- Acetonitrila/Ac.
Solvente Acetonitrila 10 mL _ 15 mL
Acético 1%

MgSO4 49 MgSO4 649
Sais NacCl 19
: 19;059
Citrato?
d-SPE
Sal de secagem MgSO4 150 mg MgSOa 150 mg
Adsorvente PSA 25 mg PSA 50 mg

a - o sistema citrato de sddio tribasico di-hidratado e citrato de sodio dibasico sesqui-hidratado

1.3.2 Etapa de limpeza (Clean-up)

A aplicacdo datécnica d-SPE é a etapa final do procedimento QUEChERS
e tem o objetivo de limpar o extrato de possiveis interferentes presentes na
solucéo. Tradicionalmente, a técnica de extracdo em fase sélida (SPE) consiste
em eluir uma solucdo por uma fase solida (adsorvente) que retém os analitos
que sao retirados posteriormente pela eluicdo de um outro solvente em um tubo
para a coleta dessa nova solucao [50]. Na d-SPE o adsorvente é dispersado na
solugdo para a remocgdo de interferentes que possam causar danos ao
equipamento ou que possam ser prejudiciais para a quantificacao e qualificacéo

dos analitos [31].

Sendo assim, os adsorventes devem ser selecionados de acordo com a
complexidade da matriz que esta sendo trabalhada. Ha uma grande variedade

de adsorventes na literatura. Em QUEChERS alguns sdo usados com uma maior
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recorréncia, sendo eles C18 [51], CloroFiltr® [52], Carbono Grafitizado (GCB)
[53] e PSA [54].

O adsorvente C18, octadecilsilano, € comumente utilizado em matrizes
ricas em compostos lipofilicos, esterdides e interferentes apolares [31]. Quando
uma matriz com um alto teor de gordura é submetida ao processo de extracao
por QUECHERS, € normal que haja a formacdo de uma camada de lipidios no
extrato resultante da primeira etapa, o que acarreta um problema para a analise
uma vez que analitos mais lipofilicos ficardo retidos nessa camada e ndo serdo
extraidos. Desta forma, a C18 pode ser utilizada para aumentar a eficiéncia da

remocao de lipidios, retirando da solucdo os interferentes ndo polares [55].

O PSA é um adsorvente para matrizes que apresentam acucares,
pigmentos polares e acidos organicos polares. O PSA é um trocador aniénico, o
qual interage com 0s compostos mais polares por ligagcado de hidrogénio ou do
tipo dipolo-dipolo. Por conter grupos aminos primarios e secundarios em sua
estrutura, o PSA contém um elevado efeito quelante, o que resulta na retencéo

dos compostos mais polares [56].

O processo de extracdo por QUEChERS apresenta a vantagem de ser
combinada as mais variadas técnicas instrumentais de analise, inclusive a
cromatografia, seja ela a cromatografia gasosa ou a cromatografia liquida
[35,57].
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1.4 Cromatografia Liquida de acoplada a Espectrometria de Massas (LC-
MS)

Para a analise de pesticidas a modalidade desta técnica mais habitual € a
cromatografia em fase reversa. Neste, o cromatografo contém, de forma geral,
uma coluna com fase estacionaria de carater apolar, como a C18, e uma fase
mével com carater polar, como uma composicdo Acetonitrila/Agua ou
Metanol/Agua [58].

O emprego dessa técnica em conjunto com a Espectrometria de Massas
se mostrou satisfatério para a analise de residuos de pesticidas, na qual é
contém a presenca de diversas classes quimicas, como nos estudos realizados
por Bakirci e colaboradores [59], no qual foi possivel analisar 143 pesticidas
como atrazina (triazina), imidacloprido (neonicotinéide) entre outros por um
sistema de UPLC-MS/MS (Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas em modo tandem) e ainda analisar, como é
apresentado por Narenderan e colaboradores [60], em que foi realizado um
estudo analisando 6 pesticidas, dentre eles acefato e malationa, em varias
matrizes alimentares. H& estudos que analisaram um numero maior de
compostos, como mostrado por Xiu-Ping e colaboradores [61], no qual foi
realizado a analise simultanea de 54 pesticidas como imidacloprido em matrizes
alimentares utilizando também a modalidade UHPLC-MS/MS e com por Huang
e colaboradores [62] ao analisar 102 pesticidas utilizando o0 QUEChERS e a
técnica HPLC-MS/MS

Entretanto, a instrumentacdo da cromatografia liquida é voltada para a
separacdo dos compostos. Sendo assim, a quantificagcdo e qualificacdo dos
analitos sdo direcionados ao acoplamento da técnica de espectrometria de
massas (MS). Normalmente, o espectrometro de massas quando utilizado em
conjunto com a cromatografia liquida contém uma fonte de ionizagdo do tipo
electrospray ou lonizacdo Quimica a Pressao Atmosférica (APCI). Na fonte de
ionizacao electrospray, os analitos recebem uma descarga elétrica no capilar
para que haja a ionizacdo e posteriormente levados para o analisador de massas
[63]. Essa fonte de ionizacdo pode ionizar tanto em modo positivo (protonagéo
[M+H]*) quanto no modo negativo (desprotonacéo [M-H]’), como apresentado por

Tian e colaboradores [64], no qual foi estudado fungicidas em matrizes
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alimentares. Nesse estudo foi utilizado um sistema UHPLC-MS/MS, no qual o
espectrometro de massas contava com uma fonte de ionizacdo eletrospray

operando no modo positivo.

A fonte APCI é uma fonte de ionizacdo usada na analise de residuos de
pesticidas. Nesta ha a evaporacao da fase mével primeiro liberando os analitos
na interface da fonte onde existe um eletrodo que liberar4 uma descarga elétrica
no meio promovendo o efeito corona, no qual ionizar4 os analitos presentes no
meio [63]. Costa e colaboradores definem o efeito corona como um fenémeno
gerado quando o campo elétrico nas proximidades do condutor excede a um

valor critico relacionado a rigidez dielétrica do ar provocando sua ionizacéo [65].

Contudo, a fonte de ionizacéo eletrospray costuma ser mais aplicada para
esses analitos. Masia e colaboradores relataram 26 estudos de analises de
pesticidas em matrizes alimentares, dos quais apenas 1 estudo relata o uso da
fonte APCI [66]. Silva e colaboradores [67] estudaram a eficiéncia das fontes de
ionizacao eletrospray e APCI analisando pesticidas como dimetoato e malationa
em matriz alimentar e relataram a eficiéncia dessa fonte com base nos
parametros de validacdo no quais foram superiores quando comparados aos
valores para APCI, como melhores limites de quantificagdo (LOQ), menor efeito
matriz e melhores valores de recuperacéo para a fonte electrospray.

1.5 Validacdo do Método Analitico

A validacao do método analitico € uma etapa de importante na analise
quimica, para certificar a veracidade dos resultados oriundos da aplicacdo desse
método nas amostras. Dessa forma, essas instituicdes, normalmente agéncias
governamentais, ditam parametros os quais sdo importantes para a validagéo do
método cientifico. Dentre elas é possivel citar algumas agéncias como Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) sendo as principais atuantes no Brasil; Ja
internacionalmente pode-se citar a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US-EPA - United States Environmental Protection Agency), Agéncia de
Administracdo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (US-FDA - United
States Food and Drug Administration), Guia de Procedimentos de Controle de
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Qualidade Analitica e Validagcdo de Métodos para Andlises de Residuos e
Pesticidas em Alimentos da Unido Europeia (EU-SANTE - Analytical Quality
Control and Method Validation Procedures for Pesticides Residues Analysis in
Food and Feed), Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo (ICH -
International Conference on Harmonisation), Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry) e
Organizacao Mundial da Saude (WHO - World Health Organization) [68 — 73]

Mesmo havendo vérias agéncias distintas, alguns pontos sdo comumente
utilizados para o procedimento de validagdo de um método analitico, tais como
linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, recuperacao, repetibilidade, limite

de deteccéo e limite de quantificacéo [74].

1.5.1 Linearidade e sensibilidade

A linearidade para analises utilizando LC/MS tem dois significados: 1) a
relacdo linear entre sinais de analito e concentracbes desses analitos em
solugdes com solvente e 2) relagdo linear entre os sinais de analitos e as
concentracdes deles nas solugbes com o extrato da matriz. De forma geral, a
linearidade diz respeito a capacidade do método produzir uma relacao linear
entre a area do sinal do composto e a concentracdo dele nas solucdes, seja no

solvente puro ou na amostra, 0s quais devem ser proporcionais. [70]

A linearidade pode ser determinada através de uma correlacdo
matematica utilizando a intensidade ou area do pico cromatografico e a
concentracdo do analito, formulando assim uma equacdo daretay =ax + b, a
qual pode ser denominada com curva analitica. A partir entdo da curva analitica
se obtém o coeficiente de correlacdo (R) e o coeficiente de determinacéo (R?).
Assim, a partir desses valores é possivel estimar a o grau de linearidade da curva
analitica. Desta forma, os valores ideais sdo estabelecidos por meio de
normativas que devem ser atendidas, comumente no valor de 0,999, como para
a SANCO e FDA, 0,99 para a ANVISA e 0,90 para o INMETRO [69,70,75]

Além do uso dos coeficientes, correlacdo e/ou determinacédo, para avaliar
a linearidade do método, had também a possibilidade da estimativa da

sensibilidade utilizando a equacéo da reta. A sensibilidade é, por definicdo, a
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capacidade de resposta sob a variacdo significativamente pequenas de
concentracdo do analito de estudo. Ela é determinada pela inclinagdo da curva
de calibracdo. Para uma reta seja dada como aceitavel coeficiente de
determinacao, mais sensivel o método sera quanto maior o &ngulo de inclinacao
for [75].

1.5.2 Seletividade

Normalmente uma amostra apresenta um de grande numero de
compostos. Esses compostos sdo intrinsecos da estrutura da matriz, podendo
ser especifico ou ndo. Desta forma, o monitoramento de analitos em nivel traco
pode ser bastante desafiador, caso o método analitico ndo consiga promover
uma boa seletividade nas extracbes dos compostos em estudo. Por definicdo, a
seletividade de um procedimento analitico pode ser definida como a capacidade
gue o método em questdo possui de mensurar com a maior fidedignidade um
analito na presenca de muitos outros componentes oriundos da propria matriz
ou até impurezas que possam estar presentes no meio. Assim, um método com
uma boa seletividade deve assegurar que os efeitos de possiveis interferentes

do sinal cromatogréafico sejam relativamente insignificantes [70,75].

Consequentemente, um parametro importante que permite a avaliacédo da
seletividade do método é o efeito matriz, porque com esse parametro é possivel
expressar numericamente se hd ou ndo uma supressao de sinal (<-20%) ou um

enriquecimento (+20%) do sinal analitico por meio da equacao 1 [75].

Sinal do analito na matriz—Sinal do analito no solvente

£ = ( ) £100  (Eq.1)

Sinal do analito no solvente

Além dessa possibilidade, a influéncia da matriz também pode ser
calculada na construcdo de duas curvas analiticas, sendo uma preparada
utilizando os analitos no extrato da matriz e outra solubilizando os analitos no
solvente. A partir dos resultados obtidos nas curvas calcula-se, entdo, a razao
entre os coeficientes angulares, a qual obtendo razGes superiores a 1 aponta
para o enriquecimento do sinal e valores abaixo de 1 denota o efeito de

supressao de sinal [69].
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1.5.3 Exatidao e Precisao

Para a que seja possivel avaliar o quanto o valor encontrado
experimentalmente se aproxima do valor verdadeiro utilizando solugcdes padréo
dos analitos utiliza-se do parametro da exatiddo. Normalmente a exatidao de um
método analitico € estimada pela recuperacdo analitica. Para isso é utilizado
entdo o sinal do analito na matriz apdés contaminar a amostra com uma
concentracdo conhecida antes de todo o processo de extracdo. Entdo, compara-
se a area do sinal do analito na solugdo da matriz (amostras fortificadas) com a
area da resposta do analito na solucédo de referéncia, comumente chamada de
solucdo de comparacdo, a qual os analitos sdo adicionados na mesma
concentracdo apés todo o processo de extragdo, como visto na equacao 2.

Valor obtido nos fortificados

REC (%) = 1 Eq.2
¢ (%) Valor obtido na comparagao *100 - (Eq-2)

Nesse sentido, as normativas trazem os valores entre 70% e 120% como
aceitaveis para tal parametro quando aplicadas em amostras complexas, como
FDA, SANCO/SANTE, ANVISA etc. Entretanto a exatiddo ndo é e nem deve ser
expressa sozinha. Uma vez que o método deve ter uma exatidao entre o valor
de area do analito na solucéo de fortificacdo quando comparada a solucdo de
comparacao, a precisdo surge como um artificio para caracterizar os erros
aleatorios das replicatas dessas analises do estudo de exatidao. A preciséo é
expressa por meio da formula do desvio padrdo relativo (RSD — Relative
Standard Deviation). As principais normativas de validacdo de um método
analitico estabelecem o valor de 20% como aceitavel para os estudos de
precisdo. Comumente o namero necessario de replicatas para determinar a
precisao varia de acordo com as diretrizes adotadas para a validacdo do método,
porém é bastante comum a aplicacéo de 5 ensaios (quintuplicatas) [76, 77].

1.5.4 Limites de Quantificacéo

E comum que os métodos aplicados na determinacéo e monitoramento
de pesticidas sejam voltados para as analises desses compostos em nivel
residual. Desta forma, limite de quantificacdo (Limit Of Quantification — LOQ) sé&o

parametros que visam elucidar as concentragcdes que o0 meétodo consegue
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quantificar os analitos. Por definicdo, o LOQ é a menor concentracdo de um

analito na amostra que pode ser quantificada com confiabilidade [69,70]

Existem alguns métodos para a determinacao do limite de quantificacéo:
Método visual, a relacdo entre sinal e ruido, método que se baseia na curva
analitica; entretanto a escolha deles deve levar em consideragdo a técnica
analitica empregada, além do grau de confiabilidade estatistica desejada. O
método mais conceituado e estatisticamente confiavel para a determinacéo dos
limites de quantificacdo e deteccdo é baseado na curva analitica na qual as
técnicas cromatograficas sdo aplicadas, como defendido por Ribani e
colaboradores, aplicando a equacao 3, onde s é referente ao desvio padrao da

reta e S refere-se a inclinacdo da reta:

S
L0Q =10.¢ (Eq.3)
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2 REVISAO DA LITERATURA

Com base na literatura foi possivel realizar uma revisado de trabalhos
publicados que utilizam o procedimento de extracdo QUEChERS juntamente
com a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
para a determinacao de residuos de pesticidas em tomate.

Originalmente, o procedimento QUEChERS foi desenvolvido para a
andlise de residuos de pesticidas em alimentos. Anastassiades e
colaboradores mostraram a versatilidade em uma revisdo completa de
possiveis alteragcbes onde had a modificacdo das quantidades de alguns
componentes no processo de extracdo em matrizes como hortalicas e frutas
como tomate, macga, laranja e outros. Foram utilizados 10 g da amostra com
10 mL de acetonitrila, seguido da adicdo de 4 g sulfato de magnésio anidro e
1 g de NaCl. Para a limpeza do sistema foram usados 150 mg de sulfato de
magnésio e 25 mg de PSA que foram misturados com 1 mL de extrato de
acetonitrila. O extrato foi submetido a analise por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foram obtidas recuperacdes
entre 85 e 101% [78].

Lesueur e colaboradores avaliaram 146 pesticidas em quatro matrizes
alimentares, sendo uma delas o tomate. Somente 46 analitos, como
tiametoxam, dimetoato e carbaril, foram submetidos a andlises por LC-MS.
Para isso foram utilizadas 10 g de amostra com 10 mL de acetonitrila. Nesta
avaliacdo foi utilizado o método proposto pela Unido Europeia utilizando o
sistema tamponado com os sais de citrato. Para isso, foram usadas 4 g de
sulfato de sédio, 1 g de cloreto de sédio, 1 g de citrato de sddio tribasico di-
hidratado e 0,5 g de citrato de sédio dibasico sesqui-hidratado. Foram
utilizadas 950 mg de sulfato de magnésio e 150 mg de PSA. Foram obtidas

recuperagdes entre 70-120% [79].

Além das alteracfes em quantidades dos reagentes, esse metodo ainda
permite a alteracdo de alguns componentes como a substituicdo dos
adsorventes na etapa do d-SPE. Essa alteragdo foi estudada por Han e
colaboradores e determinaram residuos de 70 pesticidas, como dimetoato,

acetamiprido, tiacloprido e imidacloprido em 3 tipos de matrizes, dentre elas a
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alface, modificando o procedimento QUEChERS com nanotubos de carbono de
paredes multiplas na etapa do d-SPE. Os autores utilizaram 10 g da amostra
homogeneizada. Em seguida, foram adicionados 10 mL de MeCN. Foram
adicionados 4 g de sulfato de magnésio anidro e 1 g de cloreto de sédio. Uma
aliquota do sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga que
continha 10 mg de adsorvente MWCNTs (Multi-walled carbon nanotubes —
Nanotubos de carbono de paredes multiplas) e 150 mg de sulfato de magnésio.
Depois disso as amostras foram levadas para analise em UHPLC-MS/MS.
Neste trabalho foi avaliado principalmente a reducao do efeito matriz. Em 77%
(alho), 55% (alface) e 44% (crisantemo) nao indicaram efeito matriz.
Recuperacdo média 74-119% para todos os pesticidas e %RSD <15%,
apresentando uma boa eficiéncia na remogé&o dos coextrativos [80].

Montiel-Léon e colaboradores investigaram 22 pesticidas em quatro
culturas diferentes: alface, maca, uvas e tomate de agricultura convencional e
agricultura organica. Entre os pesticidas analisados encontraram-se o
imidacloprido, tiacloprido, tiametoxam, atrazina, carbaril e dimetoato. Se
basearam no método QUEChERS e na utilizacdo da cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas no modo tandem
(UHPLC-MS/MS). A condicéo de extracao fez uso de 5 g de amostra. Ela foi
homogeneizada e colocada em um tubo de centrifugacéo. Foi adicionado 5 mL
de acetonitrila e foi levada para o vortex a 1 min, 3200 rpm. Assim, 2,0 g de
MgSOs, 0,5 g de NacCl, 0,5 g de citrato de sodio tribasico di-hidrato e 0,25 g de
citrato de sodio dibasico sesqui-hidrato foram adicionados. Apés submeter a
um vortex, o tubo foi levado a centrifugacdo por 15 min. Uma aliquota de 4 mL
do sobrenadante foi transferida para um tubo com sulfato de magnésio e PSA,
sendo analisado posteriormente. Foram obtidos valores de recuperacgéo entre
70 e 120% e %RSD <20%, se mostrando eficiente mesmo reduzindo a

guantidade dos reagentes [81].

Konatu e colaboradores desenvolveram um método analitico para
determinacdo multirresiduo de 16 pesticidas, entre eles imidacloprido,
tiacloprido, carbaril, malationa e tiometoxam, em alface. Para isso foi
adicionado na amostra 10 mL de ACN como parte da primeira etapa da

extracdo. Para promover o efeito salting-out, uma mistura dos sais MgSOa,
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NaCl, citrato de sodio tribasico di-hidrato e citrato de sodio dibasico sesqui-
hidrato foram adicionados ao meio. Para a ultima etapa, a d-SPE foi
adicionado PSA, MgSOa4 e carbono grafitizado (GCB). Feito isso as amostras
foram levadas para analise em UHPLC-MS/MS. Esse procedimento forneceu
resultados satisfatérios. Foram obtidas curvas analiticas r?>= 0,99 e residuos <
|20%|, confirmando a linearidade do método. O método proporcionou também
recuperacoes satisfatorias entre 75% e 119%, e desvio padréo relativo <20%
[82].

Martinez-Piernas estudaram duas variantes do processo QUEChERS,
na qual uma é o processo base do Oficial AOAC 2007.07 e o outro do método
padréo europeu EN Code 15.662 da Comité Europeu de Normalizagao (CEN).
Foram analisados 74 contaminantes, sendo compostos farmacéuticos e seus
metabdlitos e pesticidas em culturas irrigadas com agua residual, na qual uma
dessas culturas foi a alface. No primeiro, as amostras, apés tratamento prévio,
foram misturadas com 10 mL de ACN com acido acético 1%. Logo em seguida
foram adicionados MgSO4 e NaOAc. Para a etapa de limpeza foram utilizados
MgSOs4 e C18 para atuar na remocao de interferéncia de compostos ndo
polares. Para o método europeu foi usado apenas 10 mL de ACN. Para o efeito
do salting-out foram utilizados MgSQOa, NaCl, citrato de sédio tribasico di-
hidratado e citrato de sodio dibasico sesqui-hidratado. Para a limpeza foi
adicionado MgSO4, C18 e PSA. Em seguida, as amostras foram analisadas
por um HPLC-MS/MS [83].

Andrade e colaboradores desenvolveram um método para a
determinacao de 57 pesticidas, como clorpirifés e difenoconazol, em tomates
utilizando LC-MS/MS, com a ionizacdo por electrospray. Para isso foram
utilizados 15 g de amostra e 15 mL de acetonitrila com 1% de &cido acético.
Foram usados 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de acetato de sdédio. Para a
etapa da limpeza utilizou 150 mg de MgSOs4 e 50 mg de PSA. Foram
alcancadas recuperacbes satisfatorias para a maioria dos pesticidas
analisados. Entretanto, 11 pesticidas ficaram fora da faixa de 70-120% (valores
nao informados). Dentre os 11 analitos se encontram difenoconazol e

clorpirifos [84].

Martins e colaboradores propuseram um adsorvente, denominado de
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adsorvente fluorado, alternativo para a etapa de limpeza baseada em d-SPE.
Foram avaliados 21 pesticidas em tomate, entre eles dimetoato e atrazina. O
procedimento proposto requer 10 g de amostra. Sdo adicionados 10 mL de
acetonitrila com 1% de acido acético para a primeira etapa do QUEChERS.
Apés isso é adicionado sulfato de magnésio e acetato de sédio. Na etapa d-
SPE é utilizado sulfato de magnésio com o adsorvente fluorado. Apoés isso as
amostras foram levadas e condicionadas para a analise por um UHPLC-
MS/MS. A aplicagdo desse adsorvente proporcionou bons resultados de
exatidao e precisdo sem necessitar do auxilio de adsorventes de elevado custo
como PSA e C18 [85].

Em suma, o procedimento QUEChERS se mostrou eficaz mesmo
modificado. Na etapa em que ocorre a extracdo, o solvente foi a acetonitrila.
Recentes trabalhos utilizaram entre 5 e 10 mL de acetonitrila, sendo adicionado
em alguns trabalhos o acido acético 1%. Nesta mesma etapa adiciona-se sais
para o efeito salting-out. Sendo assim, ha uma melhor extracéo por excluir os
analitos da fase aguosa por aumentar a forca idnica do meio aquoso,
diminuindo a solubilidade de alguns compostos. A maior recorréncia de uso
sdo os sais sulfato de magnésio (MgSOa) e cloreto de sédio (NaCl), requerendo
quantidades de 4 g para 0 MgSOas e 1 g para o NaCl. Contudo, ha outros sais
gue sao empregados, como o acetato de sodio (utilizando 6 g MgSOs e 1,5 g
de acetato de sddio) e os sais citrato de sédio tribasico di-hidratado e citrato
de sédio dibasico sesqui-hidratado (usando 4 g de MgSOa4, 1 g de NaCl, 0,5 g
de CsHsNaz07.2H20 e 1 g CsHeNa207.1,5H20). Na etapa da limpeza ha a
remocao dos possiveis interferentes que estejam presentes no extrato. O
adsorvente mais usado € o PSA, que normalmente é utilizado 25 mg. Contudo
varios outros vém sendo testados, como o carbono grafitizado e nanotubos de
carbono, C18 e um adsorvente chamado ChloroFiltr que é direcionado para a
remocgdo de clorofila. Para a andlise dos compostos, a solugdo pode ser
submetida a andlise em um cromatégrafo liquido no modo reverso contando
com um espectrometro de massas com uma fonte electrospray e um analisador

de massas do tipo quadrupolo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Otimizacdo do método QUEChERS para determinacdo de residuos de

pesticidas em tomate (Solanum lycopersicum L.).

3.2 Objetivos Especificos
e Obter as condi¢Bes instrumentais de analise para determinacdo dos

pesticidas por LC-MS.

e Otimizar um procedimento analitico rapido, seletivo e sensivel para a
determinacao dos pesticidas em tomate aplicando a técnica de extracéo
QUECHhERS.

e Validar o procedimento desenvolvido por QUEChERS e LC/MS.

e Aplicar o método QUEChERS em tomates comercializados em S&o
Cristévao/SE
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais e Reagentes

Metanol grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha), Agua ultrapura obtida
em sistema de ultrapurificacdo Milli-Q, modelo Gradient (Milipore — Merck,
Darmstadt, Alemanha), Acetonitrila grau HPLC (J.T Baker), C18 50 um (Sigma-
Aldrich), Acetato de Sédio Anidro, Kit QUEChERS da Phenomenex® contendo
0s seguintes sais: Sulfato de magnésio, Cloreto de sédio anidro, citrato de sédio
dibasico sesqui-hidratado, citrato de sodio tribasico di-hidratado, Florisil® 100-
200 Mesh (J.T Baker), Alumina Neutra 50-200 um (Sorbents Technologies),
Formiato de Amoénio (Floka Analytical, 99,0% de pureza), Silica 70-230 Mesh
(Sigma-Aldrich), Sulfato de Magnésio Anidro (ACS Cientifica), Biocarvao de
aguapé (BC-500).

4.2 Padrdes Analiticos

Abamectina (Accustandard, pureza 99,8%), Acetamiprido (Accustandard,
pureza 99%), Azoxitrobina (Riedel-de Haen, pureza 99,5%), Bromuconazol
(Fluka Analytical, pureza 99,8%), Carbaril (Fluka Analytical, pureza 99,8%),
Deltametrina (Fluka Analytical, pureza 99,7%), Dimetoato (Fluka Analytical,
pureza 99,7%), Esfenvalerato (Fluka Analytical, pureza 95,9 %), Flutriafol
(Accustandard, pureza 97 %), Lufenuron (Chem Service, pureza 98%), Malationa
(Accustandard, pureza 99,1%), Metomil (Fluka Analytical, pureza 98 %),
Piraclostrobina (Rieldel-de-Haen, pureza 99,9%), Pirimicarbe (Fluka Analytical,
pureza 99%), Teflubenzuron, Tiacloprido (Accustandard, pureza 99%),
Tiofanato-Metilico (Fluka Analytical, pureza 99,3%), Tiametoxam (Accustandard,
pureza 99,3%).

4.3 Equipamentos

e Balanca Analitica Ay 220 (Shimadzu);

e Triturador de alimentos modelo 63201003 da Britania;
e Micropipetas KASVI Basic

e Centrifuga CentriLab 80-2B

e Vortex QL-901

e Cromatografo liguido modelo Nexera UC (Shimadzu, Quioto,
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Japéao) composto por: Modulo de comunicacdo CBM-20A, Sistema
binario de bombas LC-20ADXR, Bomba para CO2 LC-30ADSF,
Desgaseificador DGU-20A5R, Auto injetor SIL30AC, Controlador
de Pressao SFC-30, Forno de colunas CTO-20AC, Detector PDA
SPD-M20A, Espectrometro de massas MS-2020, Coluna Analitica
Luna C18 (100 x 3 mm x 2,5 um, Phenomenex, Califérnia, EUA)
com coluna de guarda contendo a mesma fase estacionaria da

coluna e software de gerenciamento Lab Solution.

4.4  Obtencéo e preparo da amostra

Amostras de tomates organicos foram adquiridas na rede de agroecologia
Planta Para a Vida — SE, em S&o Cristovao e transferidas ao laboratério de
analises de Compostos Orgéanicos Poluentes (LCP). As amostras foram cortadas
com uma faca de aco inoxidavel esterilizada, transferidas em um béquer e
homogeneizadas usando um triturador de alimentos até uma consisténcia
pastosa. Posteriormente foi transferida para um frasco de vidro de tampa
rosqueavel, limpo e identificado, sendo armazenado sob congelamento a -5 °C

e uma atmosfera de No.

4.5 Preparo das solucdes padrao dos pesticidas

A partir de padrbes sélidos, solucdes estoque de cada pesticida foram
preparadas na concentracdo de 1000 ug mL?! em metanol grau HPLC. As
solucBes foram agitadas por um vortex para auxiliar na solubilizacdo, sendo

transferida para um vial de 40 mL para armazenamento, tampado e lacrado com

Parafilm M® e armazenado no freezer a -5 °C. Ap6s o preparo das solucdes-
estoque, foi feita uma diluicdo de cada padrao a fim de obter solu¢des de trabalho
em vials. As solucbes de trabalho foram renovadas apds um periodo de duas

semanas.
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4.6 Condig8es instrumentais de analise

As condi¢Bes de analise otimizadas para o cromatdgrafo liquido acoplado
a espectrometro de massas (LC/MS) estao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Condicdes de analise do LC/MS para os analitos em estudo.

Cromatoégrafo liquido

Fase Movel Metanol:Agua (5 mmol de formiato de
amonio)
vazéo da Fase Movel 0,5 mL min*?
Tempo de analise 20 min

0,01 min 30%B;
0,01-10 min 100%B;
Gradiente 10-15 min 100%;
15-18 min 30%B
18-20 min 30%B

Coluna Luna C18 (100 x 3 mm d.i. X 2,5 pum)
Volume de injecao 5uL
Temperatuda do forno da coluna 40°C

Espectrémetro de Massas

Interface ESI (+/-) APCI
Voltagem da fonte de ionizacao 3,5 kV 4,5 kV
Modo de operagéo Modo SIM
Temperatura da i.s. 350°C
Temperatura da dl 250°C
gas de secagem N2
fluxo de gas de secagem 10 L mint

fluxo do gas de nebulizacao 1,5L min't
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Procedimento de extracdo QUECHERS

Pesar 5 g da amostra de tomate homogeneizadas em um tubo de
centrifuga de polietileno (15 mL);

Adicionar 5 mL de acetonitrila no tubo que contém a matriz;
Homogeneizar todo contetudo do tubo em um agitador vértex por 30 seg;
Adicionar 1,65 g da mistura dos sais (MgSOa4, NaCl, sais citrato de sodio
tribasico di-hidratado e citrato de sddio dibasico sesqui-hidratado);
Agitar no vortex por 30 seg;

Centrifugar por 5 min sob uma rotacéao de 4000 rpm;

Retirar uma aliguota de 3 mL do sobrenadante e adicionar em um tubo
de centrifuga de polietileno (15 mL);

Adicionar 150 mg de Florisil® juntamente com 150 mg do MgSO4;
Agitar no vortex por 30 seg;

Centrifugar por 5 min a uma rotacao de 4000 rpm;

Retirar uma aliquota de 1 mL, passar por um filtro seringa de 0,22 pum

em um vial e analisar por LC/MS;

Limpeza de Materiais

A lavagem das vidrarias seguiu o procedimento padréo estabelecido pelo

Laboratério de Analises de Compostos Organicos Poluentes (LCP). As vidrarias

sdo submetidas a enxdgue em Aagua ultrapura por trés vezes e depois

enxaguadas com acetona. Por fim, as vidrarias foram levadas para secagem na

estufa a 40 °C, exceto vidrarias volumétricas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo das condi¢fes instrumentais de andlise

5.1.1 Avaliagéo da resposta dos analitos por LC-MS

Para que seja possivel conhecer o comportamento dos analitos
estudados, eles foram submetidos a uma analise exploratoria de forma
individual, gerando informacdes que sdo importantes, dentre elas o tempo de
retencdo, para a otimizacdo dos parametros do método de analise [87]. Sendo
assim, uma andlise exploratéria foi realizada primeiramente com os padrbes
analiticos individualmente, gerando dados sobre o comportamento dos 18
padrées selecionados para estudo: esfenvalerato, abamectina, acetamiprido,
lufenurom, metomil, piraclostrobina, teflubenzurom, tiacloprido, tiofanato-
metilico, carbaril, dimetoato, pirimicarbe, malationa, flutriafol, bromuconazol,

deltametrina, azoxistrobina e tiametoxam.

Assim, com o resultado das analises exploratérias no modo SCAN, foi
possivel conhecer os tempos de retencao e obter os espectros de massas dos
principios ativos no sistema LC/MS, Tabela 6.



47

Tabela 6. Picos Base para a determinacdo de cada compostos usando

MeOH:H20 ambos com 0,1% de acido férmico como fase moével.

Composto Modo da Pico Base (m/z) Tempo d.e Retengéo
Resposta (tr; min)

Abamectina + 895* 22,99
Azoxistrobina + 426* 20,49
Acetamiprido + 223 17,11
Bromuconazol-1 + 378 21,11
Bromuconazol-2 + 378 21,54
Carbaril + 202 19,48
Deltametrina + 527* 17,83
Dimetoato + 230 17,06
Esfenvalerato + 442* 21,20
Flutriafol + 302 19,92
Lufenuron - 509 22,15
Malationa + 331 20,88
Metomil + 163 14,90
Piraclostrobina + 388 21,68
Pirimicarbe + 239 16,90
Teflubenzurom - 379 22,33
Tiacloprido + 253 17,83
Tiametoxam + 292 15,23
Tediias. * 343 19,00

“Compostos com formacao de aduto (Nesse caso, formagao de aduto com sodio [M+Na]*).

Com os resultados apresentados, foi possivel perceber que alguns
analitos apresentaram um pico base com valores acima que uma protonacao.
Alguns compostos apresentaram um pico base com 23 unidades a mais que a
massa molecular. Esse é um processo comum e € denominado de formacao de
aduto, no qual o analito é detectado junto com um ion de sédio, sendo

representado como [M+Na]*.

5.1.2 Avaliacdo do aditivo da fase movel.

Primeiramente foi avaliado a composicao da fase moével, uma vez que
pode ser determinante para a ioniza¢do dos analitos. Aditivos na fase movel sdo
comumente usados na cromatografia liguida com o intuito de melhorar a

reprodutibilidade do método bem como a simetria do pico. Esses incrementos
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ocorrem principalmente pelas diferentes estabilidades na dispersdo de cargas
pela fase mdével que é intrinseco de cada aditivo [88]. Outrossim, o tipo e
concentracdo do aditivo influenciara na ionizacao dos analitos. Entretanto, como
mostrado por Constantopoulos e colaboradores, a fonte de ionizagdo por
electrospray tolera baixas concentracdes de aditivos na fase movel, ndo podendo
ultrapassar 10 mmol, uma vez que acima desse limite pode ocasionar perda na

eficiéncia da transmisséo de ions [89].

Diante disso, foi avaliado o desempenho da resposta dos analitos frente
ao aditivo presente na fase movel, sendo testados o acido férmico (HCOOH) a
0,1% v/iv e o formiato de amonio (NH4sHCO2) a 5 mmol, Figuras 2 e 3

respectivamente, ambos em MeOH:Agua.

Figura 2. Cromatograma no modo SCAN da solugdo padrdo conjunta dos
pesticidas a 1 pg mL* em metanol, utilizando 0,1% de acido férmico como aditivo

da fase movel. Considerar as condi¢cdes de analise descritas na Tabela 5.

(x1,000,000)

N g .7 "
2,25 7‘. 1

2,004 l
1,759 -
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0,0 25 50 75 10,0 125 150 175 200 225 250 min

1 Abamectina; 2 Azoxistrobina; 3 Acetamiprido; 4 Bromuconazol-1; 5 Bromuconazol-2; 6 Carbaril;
7 Deltametrina; 8 Dimetoato; 9 Esfenvalerato; 10 Flutriafol; 11 Lufenuron; 12 Malationa; 13
Metomil; 14 Piraclostrobina; 15 Pirimicarbe; 16 Teflubenzurom; 17 Tiacloprido; 18 Tiametoxam;

19 Tiofanato-metilico.
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Figura 3. Cromatograma no modo SCAN da solucédo padréo conjunta dos
pesticidas a 1 pg mL* em metanol, utilizando 5 mmol L de formiato de amdnio
como aditivo da fase movel. Considerar as condicdes de analise descritas na
Tabela 5.

(X10,000,000)

1 Abamectina; 2 Azoxistrobina; 3 Acetamiprido; 4 Bromuconazol-1; 5 Bromuconazol-2; 6 Carbaril;
7 Deltametrina; 8 Dimetoato; 9 Esfenvalerato; 10 Flutriafol; 11 Lufenuron; 12 Malationa; 13
Metomil; 14 Piraclostrobina; 15 Pirimicarbe; 16 Teflubenzurom; 17 Tiacloprido; 18 Tiametoxam;

19 Tiofanato-metilico.

Comparando os cromatogramas da Figura 2 e 3 é possivel notar uma
diferenca no perfil do sinal entre o uso do acido formico e o formiato de amonio,
no qual o teste realizado com acido férmico foi observado um perfil com mais
interferéncia e co-eluicdo. O contrario foi observado na andlise utilizando
formiato de amoénio, no qual houve melhor separacédo e definicdo dos picos dos
analitos. Na tabela 7 é possivel ver a diferenca de area entre os sinais obtidos
nos dois ensaios realizados, sendo o desempenho do formiato de aménio

superior em termos de area quando comparado ao acido férmico.



50

Tabela 7. Area dos analitos em Acido formico e em formiato de amdnio e
porcentagem da area do MeOH:acido formiato de amdénia em relacdo as areas
do MeOH:Acido Férmico.

Analito Acido Férmico Fo;wqigltqoiade %Arearormiato
Abamectina 1,59E+07 2,49E+07 156
Azoxistrobina 3,32E+07 6,59E+07 199
Acetamiprido 5,43E+06 2,17E+07 400
Bromuconazol-1 5,98E+06 4,99E+06 83
Bromuconazol-2 7,32E+06 5,86E+06 65
Carbaril 2,26E+06 4,19E+06 185
Deltametrina 2,64E+06 9,74E+06 368
Dimetoato 6,04E+06 1,73E+07 286
Esfenvalerato 8,43E+06 1,81E+06 22
Flutriafol 2,02E+07 1,47E+07 72

Lufenuron 1,46E+07 1,21E+06 9

Malationa 5,66E+06 1,42E+07 251
Metomil 3,04E+06 5,14E+06 169
Piraclostrobina 1,22E+07 4,56E+07 374
Pirimicarbe 4,44E+07 5,13E+07 115
Teflubenzurom 7,66E+06 3,06E+06 40
Tiacloprido 4,16E+06 2,04E+07 490
Tiametoxam 2,39E+06 1,19E+07 498
Tiofanato-metilico 6,58E+06 3,94E+07 600

Desta forma, frente os resultados dos testes, optou-se pelo uso do
metanol com formiato de amonio. E evidente o melhor desempenho do aditivo
formiato de aménio quando comparado ao &cido férmico, uma vez que a
resposta desses analitos nessas condicGes é superior, como € possivel ver na
coluna %Arearormiato de amonio, @ qual mostra area do sinal no formiato de aménio
em comparacao a area do sinal em acido férmico, percentualmente [90]. Para

essa avaliacao foi utilizada a seguinte equacao 4:

AreaFormiato de Aménio

%Area = ( ) =100 (Eq.4)

AreaAc.Férmico

Além disso, foi possivel notar que ao utilizar formiato de amdénio como
aditivo, houve uma diminuicdo na formacdo do aduto [M+Na]* em relacédo a

formacao [M+H]*, por exemplo, ou para a formacdo do aduto [M+NH4]*, como a
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deltametrina que antes era analisada com m/z 527 ([M+Na]*) e, utilizando o
formiato de amoénio, com m/z 523 ([M+NH4]*). A adicéo de sais de amdnio na
fase moével promove um favorecimento para a intensidade dos sinais [M+H]*,
exceto para triazinas, as quais permaneceram sem o alteracao nas intensidades,
como relatado em estudos anteriores [91]. Isso pode ser explicado pela diferenga
de propriedades fisico-quimicas dos solventes e aditivos utilizados para compor
a fase moével, os quais tém influéncia direta na ionizacdo das moléculas,
alterando o perfil dos picos cromatogréaficos, uma vez que a eficiéncia da
separacao da carga pode ser medida como uma corrente de pulverizacao, a qual
depende da condutividade de solventes [92,93]. Logo, uma vez que O
desempenho do formiato de aménio é superior ao desempenho do &cido férmico,

manteve-se o formiato de amonio como aditivo da fase movel.

5.1.3 Avaliacdo da composicdo da fase movel

Foi avaliado a efetividade da separacéo dos analitos alterando o solvente
organico. Portanto, foram testados metanol e acetonitrila sob as mesmas
condi¢fes de analise. No entanto, apenas foi avaliado a acetonitrila com o acido
férmico, uma vez que o formiato de ambénio ndo solubilizou o suficiente,
apresentando uma turbidez na solucéo da fase mdvel, inviabilizando a analise.

A acetonitrila proporcionou uma boa separacdo dos analitos, mostrando
boa reprodutibilidade e apresentando picos bem definidos, Figura 4. Entretanto,
0S picos apresentaram areas menores frente as areas obtidas ao utilizar metanol

com formiato de amonio.
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Figura 4. Cromatograma no modo SCAN da solugéo conjunta dos pesticidas a
1 pg mL? utilizando acetonitrila com 0,1% v/v de acido férmico como fase mével.

Considerar as condicfes de analise descritas na Tabela 5.

(x1,000,000)

15

1 Abamectina; 2 Azoxistrobina; 3 Acetamiprido; 4 Bromuconazol-1; 5 Bromuconazol-2; 6 Carbaril;
7 Deltametrina; 8 Dimetoato; 9 Esfenvalerato; 10 Flutriafol; 11 Lufenuron; 12 Malationa; 13
Metomil; 14 Piraclostrobina; 15 Pirimicarbe; 16 Teflubenzurom; 17 Tiacloprido; 18 Tiametoxam;

19 Tiofanato-metilico.

As areas apresentadas no metanol sobressairam-se mediante as areas
apresentadas quando utilizou acetonitrila. O tipo de solvente empregado na
composicdo da fase movel influencia diretamente na ionizagdo dos compostos.
Assim, a diferenca na intensidade vista nos perfis cromatogréaficos pode ser
atribuida a polaridade do solvente. Como afirmado por Kostiainen e
colaboradores [88], os melhores solventes para a fonte de ionizagcado por
electrospray variam entre polar-mediante polar, promovendo melhores sinais
como resposta. Isso acontece porque solvente mais polar estabiliza os ions de
forma mais eficiente na solucéo [88, 92]. Desta forma, a acetonitrila que tem a
uma polaridade levemente inferior € menos eficiente do que o metanol para
estabilizar os ions. Mesmo apresentando uma boa separagéo dos analitos, 0 uso

da acetonitrila foi descartado.
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5.1.4 Avaliagdo da Fonte de ionizagao

Nesse estudo foram avaliadas as fontes de ionizacdo por electrospray
(ESI) e fonte de ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI). Em uma breve
contextualizacéo, as fontes partem de principios distintos para a ionizagdo dos
analitos. A fonte ESI produz os ions a partir de uma descarga elétrica presente
no capilar em que a solucdo contendo os analitos e produzindo o spray no qual
0S compostos estdo presentes no estado gasoso e sao direcionados para o
analisador de massas. A fonte de ionizagdo por electrospray € amplamente
utilizada para a ionizacdo de pesticidas, uma vez que tal ferramenta ioniza de
forma satisfatéria a maioria desses compostos em uma ampla faixa de
polaridade e € capaz de ionizar desde compostos com baixa massa molar até
compostos com elevadas massas molares [63, 88].

A fonte de ionizacdo APCI ioniza primeiramente as moléculas do solvente
para que entdo os analitos sejam ionizados. Para isso, 0 eluente percorre um
capilar aquecido para que possa volatilizar tanto os analitos quanto o solvente.
Assim, um spray é formado frente a uma agulha na qual é submetida um
potencial de milhares de volts, fornecendo o efeito corona, o qual provoca uma
descarga parcial na regido em gque se encontra os analitos [88,92]. A figura 5

apresenta o cromatograma referente ao teste com a fonte APCI.
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Figura 5. Cromatograma obtido a partir da anélise de uma solucao conjunta dos
pesticidas a 1 pg mL* (n=3) com a fonte APCI utilizando MeOH:Agua com 0,1%

Acido Férmico.

1 Abamectina; 2 Azoxistrobina; 3 Acetamiprido; 4 Bromuconazol-1; 5 Bromuconazol-2; 6 Carbaril;
7 Deltametrina; 8 Dimetoato; 9 Esfenvalerato; 10 Flutriafol; 11 Lufenuron; 12 Malationa; 13
Metomil; 14 Piraclostrobina; 15 Pirimicarbe; 16 Teflubenzurom; 17 Tiacloprido; 18 Tiametoxam;
19 Tiofanato-metilico.

Como é possivel ver no cromatograma da Figura 5, alguns analitos
forneceram respostas satisfatérias para o método proposto, contudo, analitos
como a abamectina e lufenuron, Figura 6, ndo foram compativeis com a técnica.

Isso pode ter acontecido por alguns motivos:

a) Os analitos ndo foram ionizados devido a polaridade dos compostos
e/ou alta massa molar, uma vez que o principio da fonte APCI é voltado para
moléculas com baixa massa molar e baixa polaridade. Estudos prévios
mostraram a maior sensibilidade da fonte de ionizagéo por electrospray frente a
fonte APCI. Como o estudo feito por Grimalt e colaboradores, que avaliaram a
resposta da abamectina com a fonte ESI, APCI e lon Sabre APCI da Waters.
[58,94].

b) A voltagem utilizada na fonte APCI degradou as moléculas sem ioniza-

las adequadamente. Na fonte ESI, a tensdo elétrica presente no capilar para a



55

ionizagdo das moléculas esta na faixa entre 3 e 5 kV. Na APCI a ionizagéo conta
com uma descarga elétrica constante para a ionizacdo dos analitos. Essa
descarga elétrica pode ser suficiente para degradar algumas moléculas, como a
abamectina. Como mostrado no estudo da Valenzuela e colaboradores [95], a
voltagem pode influenciar na ionizagao dos analitos. Desta forma, utilizando uma
fonte ESI, avaliou a possivel influéncia da tenséo na ionizacdo da abamectina e
verificaram que voltagens mais altas ocasionavam um aumento na fragmentacéo

que ndo eram reprodutiveis, diminuindo a abundancia dos ions moleculares.

Figura 6. Cromatograma da Abamectina na fonte APCI (A1) e na fonte ESI (A2).

Solucéo feita em metanol, concentracédo dos analitos em 1 pug mL,
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Desta forma, com o intuito de manter sempre a melhor resposta em
termos de sinal e de area para os analitos em geral, foi mantida a fonte de

ionizagao por Electrospray para a ionizagdo dos compostos no presente estudo.
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5.1.5 Desenvolvimento do método LC/MS no modo de monitoramento de ions

selecionado (SIM) e otimizacdo do gradiente.

No espectrometro de massas foi possivel selecionar o modo de aquisicéo
de dados, uma vez que no analisador de massas ha a possibilidade de filtrar os
ions. Esse modo de aquisi¢cdo é chamado de monitoramento de ion selecionado
(SIM — Selected ion monitoring) [94].

Ao finalizar a determinacdo da composicdo da fase movel, sendo
escolhidos metanol/agua, ambos com 5 mmol L* de formiato de amonio, os
analitos foram avaliados em diferentes gradientes com o intuito de ter a melhor
condicdo de separacdo dos analitos. O gradiente de eluicdo, o qual varia a
propor¢cdo dos componentes da fase moével durante a corrida cromatografica,

visa prover a melhor separacdo dos analitos e uma andlise mais rapida.

Desta forma, apds avaliar um gradiente inicial com o tempo total de 30
min, foi alcancada uma separacao satisfatoria ao utilizar o seguinte gradiente: 0-
0,01 min, 30%B, 0,01-10 min, 100%B, 10-15 min, 100%B, 15-18 min, 30%B, 18-

20 min, 30%B, representado no cromatograma da Figura 7.



(x10,000,000)

57

Figura 7. Cromatograma obtido com o gradiente otimizado da solugao conjunta
dos analitos utilizando MeOH:H20 com 5 mmol L de formiato de aménio no
modo SIM. Solucédo conjunta na concentracdo de 1 pg mL. Considerar as

condicdes de analise descritas na Tabela 5.
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19 Tiofanato-metilico.
5.1.6 Avaliacdo da Vazéo da Fase Movel

Por fim, foi avaliada a vazao da fase movel. Até entdo, os testes foram
feitos com uma vazao de 0,5 mL min1. Desta forma, foram testadas as vazdes
de 0,4, 0,3 e 0,2 mL min.

A priori, os melhores valores foram referentes aos valores de 0,5, 0,4 e
0,3 mL min, os quais preservaram a boa separacdo dos analitos dentro do
gradiente, ja que o efeito contrario foi observado nas vazdes mais baixas que 0,3
mL min-t. Sendo assim, os dois valores, de 0,5 e 0,4 mL min-!, foram avaliados

no modo SIM e observando os valores de area, os quais constam na Tabela 8.
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Tabela 8. Comparacéo das areas obtidas na avaliacdo da vazao da fase movel

com 0,5 e 0,4 mL min 1.

Analito Vazao

0,5 mL min*t 0,4 mL min*
Abamectina 2,49E+07 7,22E+06
Azoxistrobina 6,59E+07 6,18E+07
Acetamiprido 2,17E+07 2,32E+07
Bromuconazol-1 4,99E+06 6,02E+06
Bromuconazol-2 5,86E+06 4,79E+06
Carbaril 4,19E+06 1,16E+07
Deltametrina 9,74E+06 1,80E+07
Dimetoato 1,73E+07 2,23E+07
Esfenvalerate 1,81E+06 8,50E+06
Flutriafol 1,47E+07 1,14E+06
Lufenuron 1,21E+06 1,87E+06
Malationa 1,42E+07 1,68E+07
Metomil 5,14E+06 8,22E+06
Piraclostrobina 4,56E+07 5,40E+07
Pirimicarbe 5,13E+07 5,65E+07
Teflubenzurom 3,06E+06 1,74E+06
Tiacloprido 2,04E+07 2,17E+07
Tiametoxam 1,19E+07 1,51E+07
Tiofanato-Metilico 3,94E+07 3,81E+07

Foi notado uma diferenca de area entre as duas vazdes. Essa variacao
de area € explicada ao compreender o tipo de resposta que a técnica empregada
para a deteccao € sensivel. H4 dois tipos de resposta, as técnicas sensiveis ao
fluxo de massa e as que sdo sensivel a concentracdo do analito. Aqueles
baseados na resposta na concentracdo independe da vazdo da fase movel,
mantendo o perfil em diferentes vazdes. Aqueles que apresentam respostas em
fungéo ao fluxo de massa variam a area do sinal com base na alteracdo da vazéo
[58,90]. Desta forma, diminuindo a vazao, além de aumentar o tempo de
retencdo dos analitos ha um decréscimo da altura dos sinais, ocasionou na perda
na intensidade do sinal sob a vazdo de 0,4 mL min 1. Desta maneira optou-se

na permanéncia da vazao de 0,5 mL min-.
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Assim, apds os testes de otimizacdo, foi utilizado Metanol/Agua para
compor a fase mével com 5 mmol L - de formiato de amoénio sob uma vazéo de
0,5 mL min't. Para a ionizacédo dos analitos foi utilizada a fonte de ionizacédo por

electrospray.

5.2 Otimizacao do processo de extragdo QUEChERS
5.2.1 Avaliacéo da quantidade de sais da etapa de extracao

O método de extragcdo QUEChERS é dividido em duas etapas, a primeira
etapa responsavel pela extracdo utilizando um solvente extrator e sais para a
particdo entre a fase organica e a fase aquosa e uma segunda etapa responsavel
pela limpeza em fase soélida dispersiva. Primeiramente foram avaliados a

variacdo na quantidade de sal na etapa da extracdo dos pesticidas.

Para os ensaios foram utilizados o kit comercial de extracdo roQ
QUEChERS da Phenomenex ® contento a mistura de sais estabelecida pelo
Comité Europeu de Padronizacdo (CEN). O kit contém um total de 6,5 g dos sais,
sendo 4,0 g de sulfato de magnésio, 1,0 g de cloreto de sddio, 1,0 g de citrato
tribasico de sédio dihidratado e 0,5 g de citrato dibasico de sodio sesqui-
hidratado. Como solvente extrator foram utilizados 5 mL de acetonitrila para 5 g

de amostra.

A acetonitrila é o solvente extrator que se mostrou mais seletivo e efetivo
para a extracdo por QUEChERS, como afirmado relatado por Anastassiades e
Lehotay [36]. A acetonitrila promove uma extracdo monofasica, a qual sera
separada da fase aquosa apés a adicdo dos sais. Além disso, a acetonitrila ndo
extraiu tantos compostos lipofilicos quando comparado a outros solventes como
acetato de etila e acetona, além de ser um solvente comumente usado na
cromatografia liquida. Desta forma, optou-se por manter a acetonitrila como

solvente extrator

Os sais adotados para a aplicagdo no presente trabalho foram
determinados pelo Comité Europeu de Padronizacédo, validando o método BS
EN 15662:2008 2008, o qual apresenta um sistema de sais de citrato, 0s quais
conferem um ajuste de pH (sistema tamponado). Desta forma, o primeiro

parametro a ser avaliado foi referente a quantidade de sal no processo de



60

extracao dos analitos, uma vez que a diferenga na quantidade de sais no sistema
pode influenciar diretamente na recuperacdo, causando extracdo de
interferentes ou ndo sendo suficiente para o efeito salting-out. Para isso, foram
testados em 3 quantidades: 0,812 g, 1,62 g e 3,25 g (Tabela 9) com o intuito de
avaliar a eficiéncia da extragdo dos analitos por meio dos valores percentuais de

recuperacao.

Tabela 9. Quantidade individuais de sais utilizados em cada teste utilizando o
método CEN.

Sais Quantidade Total (g)
MgSOa 2 1 0,5
NaCl 0,5 0,25 0,125
CeHsNaz07.2H202 0,5 0,25 0,125
CeHeNa207.1,5H20P 0,25 0,125 0,062
Total 3,259 1,62 g 0,812 g

a — Citrato tribasico de sodio dihidratado
b_ Citrato dibasico de sodio sesqui-hidratado

Em seguida foram realizados ensaios para avaliar a recuperacdo dos
analitos em estudo no nivel de fortificacdo de 0,3 ug mL. A figura 8 mostra os
valores de recuperagdo percentuais obtidos a partir dos testes variando a

guantidade de sais na etapa extratora.
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Figura 8. Valores percentuais de recuperacdo (n=3) dos pesticidas na
concentragdo de 0,3 pug mL?! em tomate utilizando o procedimento BS EN

15662:2008 2008 variando a guantidade de sais.
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Com base na figura 8, € possivel notar que foram obtidos valores de
recuperacdo dentro da faixa de 70%-120% para a grande maioria dos
compostos, exceto para carbaril e esfenvalerato que apresentaram valores de
recuperacéo de 44% e 38%, respectivamente, utilizando 0,812 g dos sais. E
importante que haja um controle da quantidade de sal na etapa da extracao. Isso
porque 0s sais Sao responsaveis para promover o efeito salting-out, sendo o
cloreto de sédio designado para o controle da polaridade do meio. Desta forma,
conforme houve uma diminuicdo da quantidade do cloreto de sédio e do sulfato
de magnésio, mais compostos oriundos da matriz foram extraidos. Assim, esses
compostos se tornam potenciais competidores no momento da ionizagéo,

levando a menores recuperacdes dos analitos em questao [96, 97, 98].

Resultados semelhantes séo encontrados na literatura, como mostrado
por Anastassiades e colaboradores que avaliaram a quantidade de cloreto de
sédio no processo de extragcdo. Foi avaliado o método sem cloreto de sodio, com
0,5, 1 e 2 g do sal. Nas menores quantidade foi verificado que compostos mais
polares originarios da matriz sdo extraidos [39]. Também ¢é relatado por
Musarurwa e colaboradores, 2021, que avaliaram a influéncia da quantidade de

sulfato de magnésio para a extracdo de malationa em laranja, maca e péra. Foi
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relatado que menores quantidade de sulfato de magnésio promovia menores
recuperacbes do malationa. Assim, como explicado por Musarurwa e
colaboradores, a adicdo da quantidade certa de sulfato de magnésio aumenta a
temperatura do sistema extrator, levando ao aumento da interagédo do solvente
organico com a matriz, uma vez que diminui a viscosidade do solvente orgéanico
[96].

Mesmo com o método que empregava a menor quantidade sendo
promissor, foi observado que no ensaio utilizando 0,812 g da mistura dos sais
havia valores de %RSD acima do estabelecido para sete analitos estudados:
deltametrina, dimetoato, esfenvalerato, metomil, pirimicarbe, tiacloprido e
tiofanato-metilico, como é possivel ver na Tabela 10, a qual contém os valores

de desvio padréo relativo para o método utilizando 0,812 g e 1,62 g de sais.

Tabela 10. Valores de Recuperacdes e Desvio Padrao Relativo (n=3) obtidos
nos ensaios de recuperacéo com o nivel de fortificacdo em 0,3 ug mL* utilizando

duas quantidades de sais.

Analitos 38129 L1829
%REC %RSD %REC %RSD

Abamectina 76 9,1 77 12,0
Azoxistrobina 74 13,0 80 9,7
Acetamiprido 67 17,8 78 11,3
Bromuconazol 1 71 19,0 75 11,3
Bromuconazol 2 78 18,2 74 8,3
Carbaril 44 18,5 96 17,8
Deltametrina 77 25,0 72 14,9
Dimetoato 71 22,9 83 11,8
Esfenvalerate 38 30,4 79 12,3
Flutriafol 73 13,4 76 13,5
Lufenuron 77 16,3 91 53
Malationa 65 171 73 15,3
Metomil 76 23,4 78 14,6
Piraclostrobina 74 15,3 75 9,5
Pirimicarbe 76 24,9 77 55
Teflubenzurom 64 18,4 62 14,2
Tiacloprido 72 27,1 71 12,6
Tiametoxam 82 13,5 82 12,6
Tiofanato-Metilico 86 28,4 83 10,4

Como é possivel ver na Tabela 10, um nimero maior de analitos no ensaio
utilizando 0,812 g dos sais apresentaram uma dispersao entre os resultados
mais expressivos, destacando o esfenvalerato (30%), tiofanato-metilico (28%) e

tiacloprido (27%). Esses valores ultrapassaram o limite estabelecido pelo
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Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) [97] como critério de
aceitabilidade de %RSD>20% [74]. Desta forma, uma vez que os métodos
utilizando 3,25 g e 1,62 g apresentaram desempenho semelhante com bons
valores de recuperacao, optou-se em adotar a quantidade de 1,62 g por: a)
manter uma 6tima eficiéncia na extracdo dos analitos, b) manter uma variacao
menor entre os resultados obtidos nos ensaios e c) ser visado um método em

gue tenha bom desempenho usando a menor quantidade de reagente possivel.

5.3 Avaliacéo do Procedimento de Clean-up (d-SPE)
5.3.1 Tipo de adsorvente para o clean-up do extrato

Na extracao por QUEChERS é aplicado uma etapa voltada para a limpeza
do extrato obtido a partir da etapa anterior. Para isso € utilizado a técnica d-SPE
com o intuito de retirar todos 0s possiveis co-extratos presentes na fase
organica. Logo, é adicionado no extrato uma mistura de adsorvente e sulfato de
magnésio. O sulfato de magnésio € utilizado para a secagem de possiveis
residuos de 4gua ainda presentes na fase extratora. Sendo assim, optou-se por

manter o uso do sulfato de magnésio para a remocéao da agua.

Foram avaliados, a priori, os adsorventes Florisil, C18, Alumina Neutra,
Silica, Carvéo Ativado, Biocarvao e sem etapa de d-SPE. A eficiéncia da limpeza
foi avaliada pelo perfil cromatografico e aspecto visual do extrato. Para isso
utilizou-se 6 mg do adsorvente e 37,5 mg do sulfato de magnésio. Nao foi
constatada variacdo da coloracdo do extrato entre os ensaios avaliados, com
excecao do extrato obtido utilizando o carvéo ativado o qual foi o Unico que se
mostrou transparente frente ao palido amarelo obtido com os outros adsorventes,
como visto na figura 9, a qual apresenta a coloracdo do biocarvao e do carvéao

ativado.
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Figura 9. Aspecto visual dos extratos obtidos utilizando 37,6 mg de sulfato de

magneésio e 6,2 mg de carvao ativado e 6,2 mg de Biocarvao.

Carvao Ativado

—— _:"; "‘A\"’*‘j :
Biocarvao ’ ——

O carvao ativado € um adsorvente aplicado em procedimentos visando a

remocao de compostos ndo polares como pigmentos, carotenoides, esteroides
entre outros. Entretanto, as recuperacdes obtidas sdo baixas, chegando a 20%,
Tabela 11. Essa baixa recuperacéo € ocasionada pela alta taxa de adsor¢céao dos
compostos na superficie do carvéo ativado, a qual caracteriza-se pela interacao
intermolecular entre o analito-adsorvente é maior que a interacdo analito-
solvente. A exemplo, Suo e colaboradores [100] relataram adsorcdo dos
pesticidas por meio dos grupos funcionais contendo atomos de oxigénio,
nitrogénio e a rede de elétrons 1 das duplas ligagdes dos anéis aromaticos.
Outro ponto notavel do uso do carvao ativado foi o Unico que apresentou
algumas diferencas no cromatograma (Figura 10), diminuindo a intensidade dos
sinais entre 10 e 11 min e a grande diminuicdo dos sinais presentes entre 11,5
min e 12,3 min, aproximadamente. Uma vez que a modalidade da cromatografia
usada € em fase reversa, sugere-se entdo que tais compostos nesse tempo de
retencdo sejam compostos com baixa polaridade. Sendo assim o carvao ativado
consegue reter com mais intensidade [100,101,102]. Mediante os resultados dos

ensaios com o carvao ativado, este adsorvente nao foi utilizado posteriormente.
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Tabela 11. Avaliacdo da eficiéncia dos adsorventes comparando as recuperacoes (%) e desvio padrao relativo (n=3) utilizando 6,2

mg dos adsorventes na etapa do clean-up

Alumina Cc18 Silica Florisil Biocarvéo Carvao Ativado

Y%REC %RSD Y%REC %RSD %REC %RSD %REC %RSD Y%REC %RSD Y%REC %RSD
Abamectina 92 5,6 77 7,7 87 8,0 92 11,9 79 2,0 38 13
Azoxistrobina 98 6,1 80 11,2 89 6,0 97 10,7 93 9,0 44 13
Bromuconazol 2 94 7,4 74 4,2 83 7,1 89 8,6 80 5,5 45 21
Carbaril 101 53 96 4,0 94 4,7 91 8,7 86 8,9 379 14
Deltametrina 92 3,5 72 10,8 92 7,1 92 9,0 86 4,6 41 18
Dimetoato 86 8,1 83 6,1 82 7,1 94 8,9 98 6,9 46 15
Esfenvalerate 98 3,0 79 11,5 91 6,7 89 7,9 91 1,8 41 16
Flutriafol 96 8,0 76 9,1 86 5,8 85 6,0 90 18 43 14
Malationa 116 3,0 91 10,2 104 5,2 91 11,2 141 6,8 108 20
Metomil 107 12,6 73 8,5 85 8,6 90 10,8 100 7.9 51 15
Piraclostrobina 96 4.4 78 2,7 90 7,2 91 11,4 87 4,6 31 19
Pirimicarbe 94 5,8 75 7,9 88 3,9 93 11,2 92 2,5 45 14
Tiacloprido 100 5,5 77 6,9 85 5,6 97 10,7 92 2,0 56 14
Tiametoxam 78 8,6 62 4.7 120 10,6 97 12,9 59 2,5 46 12
T;\‘;‘;inlif 95 41 71 7.2 90 8,5 90 97 93 41 42 14
Lufenuron 95 2,8 82 4,9 93 59 101 11,3 87 3,2 44 14
Teflubenzuron 94 3,9 83 5,3 89 7,0 98 11,3 85 2,1 20 7
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A figura 10 apresenta os cromatogramas referentes as analises das
amostras em branco usando o método sem a etapa d-SPE, C18, Silica, Florisil e

Alumina, Biocarvao e Carvao ativado.

Figura 10. Cromatogramas referentes as analises das amostras sem fortificacéo
utilizando 1,625 g dos sais CEN e com modificagbes no clean-up, sendo 1) sem
dSPE, 2) Carvéo Ativado, 3) Silica, 4) Alumina Neutra, 5) C18, 6) Biocarvao e 7)
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Com base nesse teste preliminar foi possivel perceber que o perfil se
manteve inalterado utilizando um adsorvente para clean-up ou ndo, o que
chamou atengcdo uma vez que os adsorventes utilizados possuem propriedades
distintas quando comparados entre si. Mesmo nos estudos de recuperacao, o
desempenho dos materiais utilizados se mostrou promissor, com exce¢ao do
carvao ativado. Surgiram entdo duas hipoteses: a) os adsorventes usados nao
estdo sendo efetivos na etapa da limpeza e b) a quantidade dos adsorventes néo

esta sendo suficiente para apresentar diferenca significativa.

5.3.2 Avaliacao da quantidade de adsorventes

Assim, a fim de investigar a primeira hipétese, foi proposto, entdo, uma
extrapolacéo da quantidade utilizada de adsorventes para a limpeza. Logo, foram

utilizado 450 mg de adsorventes, sendo eles C18, Florisil, Silica, Alumina neutra

1 Time
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e uma mistura de 225 mg de C18 com 225 mg de Biocarvéo, e 150 mg de sulfato
de magnésio. Para a avaliacao desses testes foram estabelecidos como critério
a eficiéncia da limpeza por meio dos cromatogramas, além dos resultados por

meio das recuperagodes [75].

Apés 0S ensaios, 0S cromatogramas ainda mostram uma certa

uniformidade no perfil entre os adsorventes utilizados, como € visto na figura 11.

Figura 11. Avaliacdo da eficiéncia de limpeza utlizando 450 mg dos
adsorventes, sendo 1) Florisil, 2) C18, 3) C18 + Biocarvao, 4) Silica e 5) Alumina

neutra + 150 mg de sulfato de magneésio.
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Algumas diferencas foram notadas quando foram utilizados o Florisil, C18
e C18/Biocarvao. De forma geral, 0 ensaio com o Florisil mostrou uma diminuicéo
no sinal proximo a 1 min e uma diminui¢ao nos sinais entre 6,5 min e 7 min, como
€ mostrado nos cromatogramas da Figura 12. Isso se da pela caracteristica do
material adsortivo, uma vez que o silicato de magnésio [Mg.Al(SiO4)n] € um
adsorvente polar que possui facilidade em reter &cidos organicos, pigmentos,
acucares e outras moléculas polares [103, 104]. Na literatura h& relatos sobre a
aplicacédo de Florisil como um eficiente adsorvente na etapa de limpeza em
QUEChERS, como Lozowicka e colaboradores [103] que estudaram o
espirotetramato e seus metabdlitos em salsa e rabanete obtiveram uma limpeza
mais eficaz com este adsorvente, removendo interferentes e obtendo

recuperacoes acima de 70%.
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O uso de C18 ocasionou uma reducdo nos sinais mais ao fim dos
cromatogramas e este efeito foi verificado do também no cromatograma
aplicando C18 com biocarvao indicando que a remocao desses compostos é
devido ao C18. Esse adsorvente contém propriedades apolares. O mecanismo
de interagdo com os analitos baseia-se nas interagfes hidrofébicas entre a
cadeia C18 e os analitos, sendo assim, interagem mais fortemente com analitos
de médio/ndo polares [105]. Desta forma, tais compostos no final dos
cromatogramas podem tender a menor polaridade, interagindo mais

efetivamente com esse material, como de fato aconteceu nos ensaios.

Figura 12. Cromatogramas obtidos das amostras de tomate sem fortificacdo
utilizando 450 mg de 1) Florisil, 2) C18 e 3) C18 + Biocarvao.
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Sendo assim, com base nos resultados prévios, foi efetuado um estudo
de efeito matriz com C18 e Florisi. O método com Florisil proporcionou
resultados com valores dentro da faixa aceitavel, sendo 15 analitos dentro da
faixa de -19% a 2%, 2 analitos entre -21% e -25%. Entretanto, o esfenvalerato
foi o Unico que apresentou -51% de efeito matriz, mostrando forte supresséao do
sinal. Contudo, o método com C18 resultou em valores ainda mais afetado frente
aos resultados obtidos com o uso do Florisil. Para o C18, apenas metomil
apresentou um efeito matriz baixo com o valor de 5%. Os demais analitos
apresentaram valores entre -39% a -81. Desta forma, optou-se por utilizar o

Florisil como adsorvente para a etapa de clean-up do método.
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Apés a escolha do tipo de material adsorvente a ser utilizado na etapa do
d-SPE, foi verificado a possibilidade de reducdo da quantidade de adsorvente.
Assim, efetuou-se um estudo utilizando 450 mg e 150 mg para avaliar a eficiéncia
do método com quantidades menores de adsorvente. A principio, analisando os
cromatogramas das amostras em branco, foi possivel perceber algumas
diferencas entre os cromatogramas. O procedimento com 450 mg de adsorvente
se mostrou levemente mais eficiente na reducdo dos sinais de alguns
compostos, sendo mais visivel a diferenca nos sinais entre 1 min e 1,5 min, no
sinal em 6 min, aproximadamente, e nos sinais entre 9 a 10 min, figura 13. Esse
primeiro resultado sugere que, de fato, a quantidade de adsorvente € importante
para este método, uma vez que a quantidade de co-extrativos é significativa,

caso ndo haja uma etapa de limpeza eficiente.

Figura 13. Comparagao dos cromatogramas das amostras de tomate em branco
no estudo da eficiéncia do processo de clean-up utilizando 1) 150 mg de Florisil
+ 150 mg de sulfato de magnésio e 2) 450 mg de Florisil + 150 mg de sulfato de

magnésio.
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Com o uso de 150 mg foram obtidos resultados entre 26% a -24% de
efeito matriz e recuperacoes de 76% a 126% e %RSD de <21%. Em
contrapartida, o método com 450 mg proporcionou valores de efeito matriz entre
-53% e 24%, com recuperacoes na faixa de 47% a 124% e %RSD que variaram
entre 0,2% a 26%. Foi notado que 0os compostos mais polares demonstraram
uma influéncia da supressao de sinal mais expressiva que 0s compostos menos

polares, o que pode ser relacionado ao fato que o Florisil € um adsorvente com
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caracteristicas polares, como dito anteriormente. Sendo assim, € possivel que
essas moléculas mais polares tenderam a ter uma maior interacdo com o
adsorvente que o solvente organico utilizado para a extragcdo por conta da
superficie hidrofilica do material [103, 104]. Logo, optou-se, entdo, utilizar 150
mg de Florisil e 150 mg de sulfato de magnésio para compor a etapa de d-SPE

do método.

5.3.3 Avaliacéo da diluicdo do extrato

Apoés o estudo sobre o tipo e quantidade de adsorvente para compor a
etapa de d-SPE, foi investigado a possibilidade de um método sem a etapa de
clean-up, utilizando apenas a diluicdo do extrato. Essa alternativa se fez
necessaria uma vez que ndao houve mudanca expressiva entre o uso de

diferentes adsorventes e quantidades.

Na literatura € verificado a aplicacdo de uma etapa de clean-up para o
método QUEChERS com a técnica d-SPE. Entretanto, recentemente Stringhini e
colaboradores [106] realizaram um estudo na otimizagdo do procedimento
QUEChERS em amostras de tomate e relataram ensaios variando o0s
adsorventes presentes na etapa de limpeza com quitosana, Strata-X, PSA, PSA
+ C18, PSA + Florisil desativado, PSA + Florisil ativado, PSA + GCB e a
necessidade real de uma etapa de limpeza, empregando uma diluicdo no extrato
apos a etapa de extracdo e perceberam que a diluicdo foi tdo efetiva quanto o
método aplicando a etapa de limpeza.

Logo, foi realizado a avaliacdo do uso da diluicdo do extrato. Apos o
processo de extracao, foi realizada uma diluicdo de 10x no extrato, retirando uma
aliquota de 100 pL e solubilizando em 900 uL de metanol, a fim de se obter uma

concentracdo final de 100 ug L, Figura 14.
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Figura 14. Extrato de tomates obtido utilizando a diluicdo de 10x (a) e extrato
obtido utilizando 150 mg de Florisil (b).

Analisando o cromatograma referente ao estudo da diluicdo € possivel
perceber que, de fato, ha uma reducdo de compostos da matriz, Figura 15.

Figura 15. Cromatogramas de amostra em branco adquirido no método a)

utilizando 150 mg de Florisil e b) utilizando a diluicho com fator de 10x;
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Porém, o procedimento de diluicdo ndo se mostrou adequado avaliando
os valores de recuperacao. A Tabela 12 mostra os valores de recuperacéo e 0
efeito matriz para o método. Apenas um analito foi menos afetado pelo efeito
matriz, o esfenvalerato. Os demais compostos sofreram uma forte supressao de
sinal da maioria dos analitos estudados. A supresséao do sinal ocorre quando ha
competicdo entre 0s compostos originarios da matriz e os analitos no momento
daionizacéo. Ha relatos na literatura que mostram que mesmo com uma diluicéo,
a influéncia da supressdo de sinal oriunda da competicdo dos compostos da
matriz ainda é significativa, como mostrado por Jiao e colaboradores, em que

estudaram vérios fatores de diluicdo para seis tipos de chas. Utilizando uma
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diluicdo de 20x, Jiao e colaboradores, 2016, obtiveram uma supressao de sinal
para um dos analitos de -65%, assemelhando-se aos resultados encontrados no

presente trabalho [107].

Tabela 12. Valores de recuperacéo, desvio padrao e efeito matriz referentes ao
método utilizando a diluicdo apds a etapa da extracdo em amostra de tomate

fortificados na concentracdo de 100 pg L* do método.

ANALITOS REC% %RSD EM
METOMIL 78% 17% -22
TIAMETOXAM 71% 7% -29
DIMETOATO 71% 1% -29
ACETAMIPRIDO 61% 8% -39
TIACLOPRIDO 74% 4% -26
CARBARIL 7% 8% -23
PIRIMICARBE 7% 11% -23
TIOFANATO-METILICO 63% 15% -37
FLUTRIAFOL 70% 16% -30
AZOXISTROBINA 81% 16% -19
MALATIONA 56% 7% -44
BROMUCONAZOL 1 68% 24% -32
BROMUCONAZOL 2 42% 19% -58
PIRACLOSTROBINA 62% 4% -38
TEFLUBENZUROM 46% 11% -54
LUFENURON 66% 15% -34
ABAMECTINA 45% 11% -55
DELTAMETRINA 66% 9% -34
ESFENVALERATE 89% 19% -11

Desta forma, a aplicacdo do procedimento de diluicdo foi descartada, visto
que tal proposta néo se provou eficiente quando avaliada sob o ponto de vista
do estudo de recuperagéo, com valores de recuperacao abaixo de 70% e com

forte influéncia da matriz.

5.4 Validac&o do Método Analitico

ApOs otimizar tanto as condigdes instrumentais de analise e o método de
extracdo, foi realizada a validacdo do meétodo. Para tanto, os parametros
selecionados para a determinacédo de abamectina, azoxistrobina, acetamiprido,

bromuconazol, carbaril, deltametrina, dimetoato, esfenvalerato, flutriafol,
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lufenuron, malationa, metomil, piraclostrobina, pirimicarbe, teflubenzuron,
tiacloprido, tiametoxam e tiofanato-metilico em tomate foram: linearidade,
sensibilidade, seletividade, exatiddo, precisao e limite de quantificacdo (LOQ).
Esses parametros foram determinados baseados nas indica¢des das diretrizes
de validacdo da SANCO bem como também as diretrizes estabelecidas pela
ANVISA [68, 69].

5.4.1 Linearidade e Sensibilidade

O primeiro parametro avaliado foi a linearidade do método analitico por
meio da faixa linear, o qual visa definir o intervalo de concentragcdo em que ha a
possibilidade de quantificar os analitos de forma confiavel. Nos procedimentos
com base no LC/MS é comum estabelecer duas linearidades que séao
intimamente ligadas: a) correlagdo linear entre sinal do analito e a concentragao
do mesmo em solu¢des constituidas com solvente e b) a correlacdo linear do
sinal do analito e a concentracdo do mesmo quando solubilizado em solu¢des as

quais contém a complexidade dos componentes da matriz (extrato) [68, 69, 108].

Desta forma, para compor a curva de calibracéo foram utilizados os niveis
seguintes de concentracdes: 1; 2; 5; 7,5; 10; 20; 30; 50; 75; 100 e 300 ug L,

como é possivel ver na Tabela 13.
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Tabela 13. Curvas analiticas para os pesticidas em metanol (n=3) com intervalo

de concentracéo, coeficiente de determinacao e equacao da reta.

Faixa de Concentracéao Coeficiente de

Analito Equacédo dareta

(ug L) determinacéao (r?)

Abamectina 10 -300 0,996 y = 2270,6x + 33282
Azoxistrobina 1-300 0,998 y = 31282x - 611,7
Acetamiprido 5-300 0,993 y = 14063x - 443,91

Bromuconazol-1 7,5-300 0,993 y = 3562,9x + 4195,2
Bromuconazol-2 2-300 0,995 y =2617,1x + 7853,5
Carbaril 10 - 300 0,991 y = 8129x + 57740
Deltametrina 1-300 0,994 y = 5954,4x + 13942
Dimetoato 1-300 0,991 y = 12228x + 16053
Esfenvalerato 1-300 0,995 y =3717,2x + 26815
Flutriafol 2-300 0,993 y =8500,7x - 3355,9
Lufenuron 1-300 0,996 y = 3195x + 21836
Malationa 20 - 300 0,998 y = 5579,6x - 86452
Metomil 20 - 300 0,993 y = 5040,8x - 999,08
Piraclostrobina 1-300 0,991 y = 27692x + 110041

Pirimicarbe 2 -300 0,992 y = 30039x + 65051
Teflubenzurom 1-300 0,994 y =2933,7x + 25211

Tiacloprido 5-300 0,992 y = 14143x + 9156,9

Tiametoxam 10 - 300 0,993 y =8572,1x + 3984,4

Tiofanato-Metilico 1-300 0,9996 y = 23477x - 10577

E possivel afirmar com base nos dados apresentados na Tabela 13 que
os valores obtidos dos coeficientes de determinacao para cada analitos estudado
foram satisfatorios, com valores acima de 0,99, o que aponta uma boa
linearidade dos sinais dos analitos e a concentracdo deles conforme ocorre a
alteracdo das concentracdes, conforme estabelecido pelo SANCO e ANVISA
[68, 69]. Além disso, é possivel avaliar a sensibilidade a partir da equacao da
reta, a qual indicara que ha maior sensibilidade conforme o aumento da
inclinacdo da reta. Desta forma, percebe-se que os pesticidas que apresentaram
uma maior sensibilidade de resposta conforme ha uma variagdo a concentragao

foi a malationa [75].

5.4.2 Seletividade (Efeito Matriz)

E comum que nos métodos empregando Varios analitos com classes
distintas nem sempre resultem em valores tdo satisfatorios, apresentando

valores de recuperacdes acima ou abaixo de 100%, sendo categorizado como
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valores que sofreram influéncia dos compostos da matriz: ou seja, efeito matriz
[109].

O Efeito matriz é um parametro de extrema relevancia na validacédo do
método analitico. No presente estudo, o efeito matriz foi avaliado a partir da
determinacao da razao dos coeficientes angulares, RCA. Para tanto, duas curvas
analiticas foram elaboradas. Todos os pontos de ambas as curvas foram
executados utilizando 50 pL da solucédo padrdao dos pesticidas em 450 pL. A
Tabela 14 contém os intervalos de concentracdo, equacgdes da reta (do solvente
e do extrato), o coeficiente de determinagdo e o RCA. Foi utilizado o mesmo

intervalo de concentracdo para cada analito estudado [109,110].

Tabela 14. Intervalos de concentracdo, equacfes da reta, coeficientes de

determinacao e razéo dos coeficientes angulares para os pesticidas estudados.

Analito Interv:_allo Amostra Solvente RCA

Ho L R? Eguacdo da Reta R? Eqguacdo da Reta
Abamectina 10-300 0,990 y = 1898x - 28833 0,996 y =2270,6x + 33282 0,84
Azoxistrobina 1-300 0,998 y = 33823x - 6500,2 0,998 y =31282x - 611,7 1,08
Acetamiprido 5-300 0,996 y = 14501x + 196076 0,993 y = 14063x - 443,91 1,03
Bromuconazol1 7,5-300 0,996 y = 3199,6x - 22510 0,993 y = 3562,9x + 4195,2 0,90
Bromuconazol 2 2 -300 0,998 y =2081,2x + 7098,9 0,995 y =2617,1x + 7853,5 0,80
Carbaril 10-300 0,997 y =8985,4x + 375791 0,991 y =8129x + 57740 1,11
Deltametrina 1-300 0,997 y = 6365,2x + 65064 0,994 y =5954,4x + 13942 1,07
Dimetoato 1-300 0,998 y = 12277x - 52032 0,991 y = 12228x + 16053 1,00
Esfenvalerato 1-300 0,998 y =2910,1x + 48052 0,995 y =3717,2x + 26815 0,78
Flutriafol 2-300 0,998 y = 8416,9x + 6287,4 0,993 y =8500,7x - 3355,9 0,99
Lufenuron 1-300 0,995 y =3514,4x + 27701 0,996 y =3195x + 21836 1,10
Malationa 20-300 0,951 y = 5473,4x + 3E+06 0,998 y = 5579,6x - 86452 0,98
Metomil 20-300 0,983 y = 5538,3x - 5025,5 0,993 y = 5040,8x - 999,08 1,10
Piraclostrobina 1-300 0,999 y = 31429x + 100433 0,991 y =27692x + 110041 1,13
Pirimicarbe 2-300 0,990 y = 33449x — 193709 0,992 y = 30039x + 65051 1,11
Teflubenzuron 1-300 0,998 y = 3131x + 15139 0,994 y = 2933,7x + 25211 1,07
Tiacloprido 5-300 0,999 y = 14847x - 51579 0,992 y = 14143x + 9156,9 1,05
Tiametoxam 10-300 0,996 y = 8500,6x + 64623 0,993 y = 8572,1x + 3984,4 0,99
Tiofanato-Metilico 1-300 0,999 y =19981x - 11634 0,999 y = 23477x - 10577 0,85

Mediante aos resultados obtidos para o RCA foi possivel notar que o
esfenvalerato foi o analito com que mais sofreu uma supressao de sinal (efeito
matriz negativo), com um valor de 22%. Além disso, ha compostos que houve
um enriquecimento do sinal na matriz frente ao sinal obtido no solvente,

superando assim valores acima de 1,00. Dentre esses, destaca-se o de maior
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valor, o piraclostrobina, com o valor de 1,13 de RCA, um enriquecimento de sinal
em 13%. Cutillas e colaboradores, 2018, afirma que um efeito matriz com valores
entre -20% e 20% séo considerados como efeito matriz irrelevante, tornando-se
apenas com baixa supressao ou enriquecimento valores que ultrapassam a faixa
e chegam a -50% ou 50% e supressao/enriquecimento significativo
ultrapassando os -50% ou 50%. Logo é possivel afirmar que, de fato, tais
resultados sdo aceitaveis e adequados para dar prosseguimento ao processo de
validagao [107,111].

5.4.3 Precisao e Exatidao

Para assegurar a eficiéncia do método otimizado em diferentes niveis de
concentragdo dos analitos, foi avaliado a exatiddo e precisdo. A Exatiddo do
método foi avaliada por meio dos valores de recuperacao obtidos a partir das
extracdes por QUEChERS em 3 niveis de concentracdes e em triplicata para
cada respectivo nivel de concentracdo, sendo apresentado na tabela 15 os
valores de recuperacdo para cada nivel avaliado. Para o todos os pesticidas o

método foi avaliado nas concentracées de 20, 30 e 50 ug L.

Tabela 15. Resultados de recuperacdo média (%) e desvios padrao relativos

para os trés niveis de concentracao testados (n=3);

ANALITO Nivel de fortificacdo (ug L) Recuperacdo Média (%) RSD (%)
20 80 18
Abamectina 30 92 1
50 87 7
20 78 7
Azoxistrobina 30 92 3
50 93 4
20 79 8
Acetamiprido 30 114 10
50 104 10
20 101 13
Bromuconazol 1 30 92 13
50 70 7
20 1 11
Bromuconazol 2 30 85 5

50 80 8
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20 100 5
Carbaril 30 85 6
50 112 10
20 102 5
Deltametrina 30 114 8
50 102 9
20 101 8
Dimetoato 30 99 15
50 100 5
20 102 9
Esfenvalerate 30 75 10
50 95 7
20 100 9
Flutriafol 30 113 10
50 93 9
20 80 18
Lufenuron 30 83 5
50 80 5
20 85 18
Malationa 30 98 3
50 94 9
20 121 18
Metomil 30 97 9
50 81 13
20 93 9
Piraclostrobina 30 80 5
50 88 5
20 79 15
Pirimicarbe 30 95 15
50 85 10
20 80 17
Teflubenzuron 30 87 5
50 75 6
20 108 10
Tiacloprido 30 108 1
50 116 9
20 83 14
Tiametoxam 30 108 7
50 86 9
20 83 9
Tiofanato-Metilico 30 93 3
50 96 5

A precisdo foi determinada por meio dos ensaios de repetibilidade

utiizando o mesmo método otimizado, o qual afirma que a repetibilidade

expressa a fidelidade obtida nas mesmas condi¢cbes opera¢cbes, como mesmo

analista, equipamentos, condi¢cdes experimentais etc., aplicadas em um curto
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intervalo de tempo. Logo, a precisdo do método foi avaliada por meio da
repetibilidade a partir da determinacdo do desvio padréao relativo (RSD) das
analises por dias diferentes (Interdia) e no mesmo dia (intradia). Os ensaios para
a avaliagdo da precisédo foram realizados utilizando o nivel de 30 ug L por 3
dias consecutivos. A Tabela 16 apresenta as recuperacdes dos analitos, bem
como os valores de RSD em porcentagem. Para avaliar o quao eficiente o
meétodo proposto €, os valores foram comparados as faixas descritas na literatura
e adotadas anteriormente: valores de recuperacdo entre 70%-120% e com
%RSD =< 20% [68, 69, 93].

Tabela 16. Valores percentuais de recuperacao e desvio padrao relativo (n=5)
do método otimizado para os ensaios do interdia e intradia com o nivel de

fortificagdo em 30 ug L.

. Interdia Intradia
Analito %REC ~ %RSD  %REC  %RSD
Abamectina 93 15 94 18
Azoxistrobina 94 18 107 7
Acetamiprido 111 19 03 4
Bromuconazol 1 94 18 78 8
Bromuconazol 2 106 13 116 10
Carbarril 84 7 103 14
Deltametrina 95 8 926 4
Dimetoato 101 20 112 14
Esfenvalerate 80 18 108 7
Flutriafol 112 20 104 10
Lufenuron 82 14 90 10
Malationa 99 9 104 7
Metomil 93 19 107 5
Piraclostrobina 81 9 Q9 3
Pirimicarbe 94 20 88 17
Teflubenzuron 87 20 112 14
Tiacloprido 108 19 926 5
Tiametoxam 107 19 88 11
Tiofanato-Metilico 94 11 99 5

Assim, com base nos resultados obtidos nos ensaios de precisédo, os

valores dos desvios padrao relativos para a precisao interdia e intradia foram <
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20%, como é definido e defendido pela literatura. Logo, pode-se afirmar que o

meétodo desenvolvido foi preciso e exato.

5.4.4 Limite de Quantificacdo (LOQ)

Os quantificacao (LOQ) é um parametro que expressa matematicamente
0 ponto de que todas as técnicas contém um limite estabelecido o qual, abaixo
dele, ndo é mais possivel ter total confiangca na quantificacdo do composto
estudado. O limite de quantificacédo foi definido a partir dos resultados obtidos
pelo ensaio de linearidade. Logo, tomou-se como parametro a faixa linear de
trabalho proveniente das curvas analiticas construidas pelo extrato de tomate
fortificado. Assim, o LOQ adotado € referente ao primeiro ponto da curva de

calibracdo utilizada nos ensaios de linearidade [111], expressados na Tabela 17.

Tabela 17. Valores do limite de quantificacdo (LOQ) para o método otimizado

em ug mL1,
Analitos LOQ (ug mL™Y)
Abamectina 0,01
Azoxistrobina 0,001
Acetamiprido 0,005
Bromuconazol 1 0,075
Bromuconazol 2 0,002
Carbaril 0,01
Deltametrina 0,001
Dimetoato 0,001
Esfenvalerate 0,001
Flutriafol 0,002
Lufenuron 0,001
Malationa 0,02
Metomil 0,02
Piraclostrobina 0,001
Pirimicarbe 0,002
Teflubenzuron 0,001
Tiacloprido 0,005
Tiametoxam 0,01

Tiofanato-Metilico 0,001
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5.5 Comparacdo do método proposto com outros métodos analiticos para

determinacéo de pesticida em tomates

Para destacar a qualidade do método proposto, alguns parametros
analiticos foram comparados a outros métodos publicados para determinagéo
de pesticidas em matrizes alimentares. A Tabela 18 descreve os parametros

comparados entre os métodos.

A comparacdo apresentada na Tabela 18 mostrou que o método
otimizado neste estudo dispde de boas recuperacdes e bons valores de desvio
padrdo relativo, se comparando aos métodos encontrados na literatura. Além
disso, destaca-se a diferenca quando comparados aos outros como, por
exemplo, a menor quantidade de amostra necessaria, menor quantidade de sais

e solvente, menor quantidade de adsorvente e sal para o clean-up.
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Tabela 18. Comparacéo do método proposto com outros métodos analiticos para determinacdo de pesticidas em matrizes de

tomate
Extracao dSPE
) o : o 0
Método analitico Matriz Solvente Sais Sal Adsorvente YoREC %RSD REF
i 1 g MgSO4, 0,25 g NaCl, 0,25 g
Q”ECWES'?S’ LC Tomate (59) (QrCnI\LI) CoHsNasO7.2H20% e 0,125 g 5’08”59 150 mg Florisil 78-116 <20  *
CsHeNaz07.1,5H20P gobs
i Uva, Liméo, 4gMgS0O4,1gNaCl,1g
QKAEQQELES,\/A%C cebola e (SCW'?'L) CeHsNaszO7.2H20%¢€ 0,5 g ia/lsosng)g 150 mg PSA 72-120 <6 [112]
tomate (10 g) CeHeNaz07.1,5H20b g0
_ Alface, maga, 2 g MgSO04, 0,5g NaCl, 0,5g
Q”El\cﬂg'lzl\?g/ LC- Lvae Tomate (5A?nl\li) CoHsNasO7.2H20% e 0,25 g ?AOOSrgg 200 mg PSA 83-115 <18  [81]
(5 g) CeHeNaz07.1,5H20b 9ot
QUEChERS/UPLC- ACN 150 mg 75 mg adsorvente
Tomate (109) 4 g MgSOa4, 1,7 g CHsCOONa 70-106 <19 [85]
MS/MS (10 mL) MgSOa Fluorado

*Método do presente estudo;

aCitrato de sddio tribasico dihidratado; PCitrato de sddio dibasico sesqui-hidratado;
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5.6 Aplicagdo em amostras de tomates comercial

Apoés o processo de validacdo, o método para a determinacdo de 18
pesticidas, sendo eles: abamectina, azoxistrobina, acetamiprido, bromuconazol,
carbaril, deltametrina, dimetoato, esfenvalerato, flutriafol, lufenuron, malationa,
metomil, piraclostrobina, pirimicarbe, teflubenzurom, tiacloprido, tiametoxam e
tiofanato-metilico foi aplicado em amostra comercializadas no bairro Rosa Elze,

situado no municipio de S&o Cristévao/SE.

A amostra foi submetida ao processo de extracdo descrito no Tépico 4.7
e submetida a analise por LC/MS, como descrito no Tépico 4.6, utilizando tanto
o0 modo de aquisicdo dados em varredura de ions (SCAN), bem como no
monitoramento do ion selecionado (SIM). A Figura 16 apresenta o0s

cromatogramas da analise da amostra comercial de tomate.
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Figura 16. Cromatogramas da analise em (a) modo SCAN e (b) modo SIM das
amostras de tomates e c) Solucdo conjunta dos padrfes estudados em metanol.
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Lufenuron; 19 Teflubenzuron;
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Alguns sinais relativamente intensos podem ser observados no
cromatograma utilizando o monitoramento de ions selecionado (SIM), com pode
ser observado na figura 16. Logo, visando comprovar a possivel presenca dos
analitos na amostra, foi feito um estudo com os tempos de retengéo dos picos
presentes na amostra com os tempos de retengédo dos analitos em solvente.

Entretanto, com base nos tempos de retencéo obtidos nessa solucdo dos
analitos em solvente foi constatado que ndo ha, de fato, a presenca dos analitos
na amostra, uma vez que os tempos ndo coincidem. Desta forma, é sugerido que
a amostra de tomate analisada ndo apresenta residuos de nenhum dos
pesticidas estudados, levando o intervalo de concentracdo estipulado para o

método aplicado.
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6 CONCLUSOES

As condi¢des instrumentais de analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas foram obtidas e mostraram adequadas para a
separacdo, qualificacdo e quantificacdo dos pesticidas esfenvalerato,
abamectina, lufenurom, metomil, piraclostrobina, teflubenzurom, tiacloprido,
tiofanato-metilico, carbaril, dimetoato, pirimicarbe, malationa, flutriafol,
bromuconazol, deltametrina, azoxistrobina e tiametoxam, possibilitando uma
andlise efetiva e uma 6tima resposta linear com valores préximos a R?= 0,99

para a faixa de concentragéo de 0,001 ug mL* a 0,3 ug mL™.

A primeira etapa da extracdo do procedimento QUECHERS se mostrou
eficiente para os demais analitos em tomate, resultando em 6timos valores de
recuperacao para a concentragdo de 0,3 ug mLt. O método aplicado foi baseado
na proposta adotada pela comissdo europeia, utilizando sais de citrato na
extracdo. Logo, foi avaliado a efetividade aplicando diferente quantidades dos
sais no processo de extracdo. A quantidade de sais que promoveu melhores
valores de recuperacgéao foi obtida com 1,62 g da mistura, com valores na faixa
de 66-96% e %RSD médio de £11%.

O procedimento de limpeza aplicando d-SPE também se mostrou efetivo,
tanto para reter compostos coextrativos da matriz utilizando Florisil juntamente
com o sulfato de magnésio. Foram obtidos valores de recuperagdo e desvio
padrédo relativo médios de 91,7%9,7% respectivamente, 0s quais sao aceitaveis

dentro das diretrizes regulamentadoras.

A diminuicdo da quantidade de adsorvente no d-SPE apresentou bons
valores de recuperacgao para todos os pesticidas estudados, possibilitando uma
reducado de 450 mg do Florisil + 150 mg do sulfato de magnésio para 150 mg de
Florisil + 150 mg de sulfato de magnésio, com recuperacdes entre 76% a 126%
e efeito matriz que variou entre 26% e -24%, ficando dentro da faixa de baixo
efeito matriz, apresentando boa eficiéncia com uma menor quantidade de

reagente.

Também foi avaliado a possibilidade da eliminacdo da etapa de clean-up
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empregando uma diluicdo do extrato, entretanto tal método ndo se mostrou
efetivo, uma vez que foram obtidos altos valores de efeito matriz em até -58%,
sendo visivel a forte supressao de sinal dos analitos, mantendo-se a utilizacao
da técnica dSPE.

Assim, o método otimizado utilizou para a etapa de extracdo 1,62g das
mistura de sais composta por sulfato de magnésio, cloreto de sodio e os sais de
citrato. Para a etapa de limpeza foram utilizados 150 mg de Florisil e 150 mg de

sulfato de magnésio.

Os parametros de validacdo estudados apresentaram bons resultados,
permitindo boa linearidade, sensibilidade e eficiéncia do método desenvolvido
com a técnica de extracdo por QUEChERS e analise por LC/MS. O método
proposto foi aplicado na andlise de amostras de tomates comercializados em
Sao Cristévao, Sergipe. Contudo néo foi verificado residuos de pesticidas nestas

amostras.
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7 PESPECTIVAS DO TRABALHO

e Estender a aplicacio do método em tomates produzidos e

comercializados em ltabaiana/SE
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