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RESUMO

A goiaba (Psidium guajava L.) € amplamente consumida no Brasil devido ao seu
aroma agradavel, sabor caracteristico e alto valor nutricional. No entanto, sujeita a
pragas e doencas diversas, a cultura da goiaba faz uso de pesticidas como a principal
forma de controle. Contudo, isso pode levar a permanéncia de residuos na fruta,
tornando necessario investigar e monitorar a presenca desses residuos. Propomos
entdo neste trabalho desenvolver um método para determinacdo de residuos de
pesticidas de diferentes classes quimicas em goiaba, utilizando a técnica de disperséo
da matriz em fase sélida como procedimento de extracdo e cromatografia
liquida/espectrometria de massas como técnica instrumental de analise. Foram
avaliados residuos de acetamiprido, alacloro, aldicarbe, ametrina, atrazina,
azoxistrobina, bromuconazol, carbaril, carbofurano, cipermetrina, clorpirifés,
clotianidina, deltametrina, difenoconazol, dimetoato, diurom, flutriafol, imidacloprido,
lufenurom, malationa, metomil, pendimetalina, piraclostrobina, pirimicarbe, simazina,
teflubenzurom, tiacloprido, tiametoxam e triadimefom. As melhores condi¢cdes de
extracdo foram obtidas com 0,085 g de biocarvdo de aguapé, 0,085 g de goiaba
liofilizada e eluicdo com 5 mL de metanol. A validacdo analitica foi realizada a partir
dos seguintes parametros: linearidade e sensibilidade, mostrando-se linear com
coeficientes de determinacao superiores a 0,99 e sensivel no intervalo de 0,25-100 ug
L1; seletividade (com efeito matriz entre 1,2—88%); exatiddo e precisdo, com valores
de recuperacao na faixa de 38—-116% com coeficientes de variacao inferiores a 16%
para os niveis de concentragdo 0,01; 0,05; e 0,1 ug g* (n=5); limite de deteccdo entre

0,001-0,009 ug g* e limite de quantificacéo no intervalo de 0,002- 0,028 ug g™.

Palavras-chave: Pesticidas; Goiaba; phMSPD; LC-MS/MS.



ABSTRACT

Guava (Psidium guajava L.) is widely consumed in Brazil due to its pleasant aroma,
characteristic flavor and high nutritional value. However, guava crops are subject to
various pests and diseases and use pesticides as the main form of control. However,
this can lead to residues remaining in the fruit, making it necessary to investigate and
monitor the presence of these residues. In this work, we propose to develop a method
for determining pesticide residues of different chemical classes in guava, using the
solid-phase matrix dispersion technique as the extraction procedure and liquid
chromatography/mass spectrometry as the instrumental analysis technique. The
residues of acetamiprid, alachlor, aldicarb, ametryn, atrazine, azoxystrobin,
bromuconazole, carbaryl, carbofuran, cypermethrin, chlorpyrifos, clothianidin,
deltamethrin, difenoconazole, dimethoate, diuron, flutriafol, imidacloprid, lufenuron,
malathion, methomyl, pendimethalin, pyraclostrobin, pirimicarb, simazine,
teflubenzuron, thiacloprid, thiamethoxam and triadimefon were evaluated. The best
extraction conditions were obtained with 0.085 g of water hyacinth biochar, 0.085 g of
lyophilized guava and elution with 5 mL of methanol. Analytical validation was
performed based on the following parameters: linearity and sensitivity, showing
linearity with coefficients of determination higher than 0.99 and sensitive in the range
of 0.25-100 ug L1; selectivity (with matrix effect between 1.2-88%); accuracy and
precision, with recovery values in the range of 38—116% with coefficients of variation
lower than 16% for the concentration levels 0.01; 0.05; and 0.1 pg g (n=5); detection

limit between 0.001-0.009 pg g1 and quantification limit in the range of 0.002-0.028 ug
gt

Keywords: Pesticides; Guava, uMSPD, LC-MS/MS.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de frutas, favorecido pela vasta extensao
territorial, posi¢cao geogréfica e condi¢des de clima e solo favoraveis. No ano de 2022,
a producdo de frutas no pais alcancou a marca de 58 milhfes de toneladas,
correspondendo a 5,4% da producdo mundial. Entretanto, apesar de ser um grande
produtor, as exportacdes brasileiras, no setor de frutas, constituem uma parcela
reduzida do volume total de exportacdes. Essa situacdo é, em parte, atribuida as
barreiras fitossanitarias estabelecidas por diversas nac¢des; como normas,
procedimentos e controles que visam assegurar a inocuidade e qualidade das frutas
[1-3].

A goiaba é uma das frutas de destaque na produc¢do brasileira, ocupando o 20°
lugar entre as mais cultivadas no pais. De acordo com os dados mais recentes do
IBGE, em 2022 foram produzidas 564,8 mil toneladas de goiaba no Brasil, gerando
um valor superior a 1 milhdo de reais em rendimento. A producéo esta concentrada
principalmente nas regides Nordeste e Sudeste, sendo Pernambuco, Rio de Janeiro
e Sao Paulo responsaveis por cerca de 80% do total nacional. Em Sergipe, a producéo
atingiu 2.904 toneladas no mesmo ano, com destaque para o perimetro irrigado

Califérnia, localizado no Municipio de Po¢co Redondo [4-7].

Nos pomares, a hatureza perene da goiabeira, a folhagem permanente, o clima,
o solo, e a vegetacdo associada favorecem a atracdo de um numero significativo de
insetos, acaros e doencas que prejudicam o desenvolvimento da planta e/ou a
qualidade do fruto, reduzindo a produtividade. Nesse sentido, os produtores utilizam
0s pesticidas como uma alternativa mais rapida e eficiente para o combate e/ou
prevencao desses hospedeiros naturais, além de acelerar a producdo para uma maior
rentabilidade. Contudo, o uso de pesticidas pode resultar na permanéncia de residuos
na goiaba e em seus produtos derivados que irdo ficar a disposi¢cao dos consumidores,
0 que pode contribuir para o surgimento de problemas de saude a curto ou a longo

prazo [8,9].

A maioria dos pesticidas apresenta estabilidade quimica, persisténcia no meio
ambiente e bioacumulacdo em potencial, além do poder de contaminagdo dos

alimentos, causando danos a saude dos seres humanos. Os efeitos dos pesticidas na
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saude dependem da duracdo e extensdo da exposicdo, podendo provocar desde
alergias leves e erupcdes cutaneas até mesmo a dificuldades respiratérias, doencas
neuroldgicas, anormalidades reprodutivas e cancer. Devido a isso, diferentes 6rgaos
regulamentadores tém implementado leis e acdes de controle de pesticidas,
intensificando a fiscalizacdo destas substancias nas matrizes alimentares, a fim de

resguardar a saude dos consumidores [10-12].

Em novembro de 2023, no Brasil, foi aprovado o Projeto de lei n® 1459, de 2022,
que propde, por meio de alteracdes na Lei n® 7.802, de 1989, modificar o sistema de
registro, controle e comércio de pesticidas. O projeto sugere autorizar 0 uso de
principios ativos reconhecendo a similaridade de produtos equivalentes em termos
fisicos, quimicos e toxicoldgicos a fim de acelerar o prazo para liberacao de pesticidas.
Com isso, mais de dois mil pesticidas foram autorizados no pais entre 0os anos de
2019 e 2022, estes numeros representam um recorde para um governo desde 2003,
e esse numero tende a aumentar. Nessa perspectiva, se faz necessario o refor¢co na
fiscalizacdo dos niveis de residuos destes compostos nos alimentos pelos 6rgaos de
controle vigentes, bem como a necessidade do desenvolvimento de metodologias

analiticas para determinagéo dessas substancias em alimentos [13, 14].

Atualmente a liberacdo de uso de pesticidas para diferentes matrizes
alimentares na agricultura esta condicionado a parametros toxicol6gicos adotados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo eles a Ingestédo Diaria
Aceitavel (IDA) e o Limite Maximo de Residuos (LMR). A IDA é a quantidade de uma
substancia quimica que pode ser ingerida pelo ser humano durante toda a vida, sem
que se observe risco apreciavel a saude. O LMR é a quantidade maxima de residuos
de pesticidas aceitavel em um quilograma de alimento, sem que haja prejuizo a saude
dos consumidores. Sendo assim, para identificar e quantificar a presenca desses
pesticidas, € necessario a utilizacdo de técnicas instrumentais de analise e métodos

de preparo de amostras eficientes e sensiveis [15, 16].

Entre as técnicas convencionais utilizadas para determinacao de residuos de
pesticidas em frutas estdo a Cromatografia Gasosa (GC) e a Cromatografia Liquida
(LC). A LC se destaca para essa finalidade, devido a técnica ser eficiente na analise
de compostos com uma ampla faixa de polaridade, baixa volatilidade e/ou

instabilidade térmica. Mesmo sendo eficiente na separacdo dos compostos, a LC
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necessita de uma técnica confirmatoria (confirmacdo da identidade quimica).
Considerando isso, dentre as opcdes disponiveis, a espectrometria de massas é a
técnica que melhor fornece as informacgdes estruturais e sensibilidade adequada a

quantificagdo dos analitos em baixos niveis de concentragdo [17].

Embora o uso de técnicas analiticas instrumentais seja de fundamental
importancia para a obtencdo de resultados confidveis, o preparo da amostra
permanece como uma das etapas mais importantes de um método analitico,
sobretudo para matrizes complexas como frutas. Entre as técnicas convencionais de
preparo de amostras estd a dispersdo da matriz em fase sélida, que permite o
isolamento de analitos de polaridades diferentes ou de uma classe de substancias em
amostras solidas ou semissolidas. A técnica é adequada para a extracdo de
contaminantes em matrizes alimentares, principalmente pela vantagem de realizar,
em uma Unica etapa, a limpeza do extrato e extracdo dos analitos. Além disso, a
instrumentacado é simples e o extrato obtido € compativel com as técnicas analiticas
de separacdo mais comuns como a cromatografia liquida/espectrometria de massas
(LC/MS) [18, 19].

A andlise de pesticidas em goiaba € um desafio devido a elevada quantidade
de interferentes, e por isso requer técnicas de preparo de amostra eficientes na
limpeza do extrato para determinagdo dos analitos. Uma revisdo de literatura foi
realizada com o intuito de encontrar trabalhos destinados a determinacéo de residuos
de pesticidas em goiaba. Contudo, os poucos estudos recentes aplicados a goiaba
utilizam o método de extracdo QUEChERS [20, 21]. Ao focar exclusivamente nos
estudos que utilizaram MSPD [22,23] como método de extracdo, nota-se uma
escassez de trabalhos, 0os quais se restringem a pesticidas de grupos quimicos

especificos, como os organofosforados e organoclorados para essa matriz.

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva o desenvolvimento de um
método para determinagdo de 29 pesticidas, de diferentes classes quimicas, em
goiaba, utilizando a técnica de dispersdo da matriz em fase solida, e analise

instrumental por cromatografia liquida/ espectrometria de massas.



16

1.1 Goiaba

A goiaba, conhecida como a “macé dos trépicos”, é originaria da América do
Sul, mais especificamente da regido entre o México e o Peru. E uma planta do género
Psidium, da familia das Mirtdceas. O género Psidium inclui aproximadamente 150
espécies de pequenas arvores, entre elas, cerca de 20 produzem frutas comestiveis,
e as demais séo frutas silvestres de qualidade inferior. A variedade mais cultivada

mundialmente é a goiaba Psidium guajava L. [7, 24].

Conhecida por ser uma fruta sazonal a goiaba € um fruto carnoso com grande
namero de sementes, superficie externa irregular e aproximadamente oito centimetros
de diametro, cuja massa oscila entre 95 e 170 gramas, dependendo da forma de
cultivo. Existem duas variedades de goiaba: de polpa branca, que possui casca
esverdeada e interior esbranquicado, e a de polpa vermelha, de casca verde clara ou
amarela e interior de um rosa forte, esta cor rosada € decorrente da presenca do
pigmento carotenoide licopeno [7, 20, 25].

O Brasil é considerado um importante produtor e consumidor de goiaba da
polpa vermelha; posicao justificada pela enorme aceitacdo no mercado interno. Além
disso, é uma cultura bastante resistente a seca e a altas temperaturas, podendo
resistir até 46 °C. No entanto, apesar de ser uma planta que tolera a seca, a goiabeira,
guando irrigada apresenta um aumento significativo na producgéo. A irrigacdo somada
a outras técnicas de manejo, proporciona duas safras anuais, sendo possivel,
também, ajustar a época da colheita de acordo com os periodos de maior demanda

de mercado [7,5,26].

Embora o Brasil seja um dos maiores produtores mundiais de goiaba, a sua
participacdo no mercado internacional da fruta in natura € muito pequena. Varios
fatores sdo responsaveis por esse fato, incluindo o pouco conhecimento do produto
pelos consumidores nos mercados economicamente mais lucrativos, a preferéncia do
mercado externo pela goiaba de polpa branca e o estagio de maturacdo altamente
perecivel do fruto. Este ultimo fator exige que o produto seja bem acondicionado e
enviado para o mercado internacional por via aérea, 0 que eleva os custos de
comercializacdo. Em vista disso, o mercado internacional tem preferéncia pelo

consumo da goiaba na forma de polpa ou suco concentrado [27].
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A goiaba disputa a faixa mercadolégica dagueles consumidores que preferem
produtos naturais, visto que a goiaba é uma das frutas mais completas, em termos de
balanco nutricional. Constituida principalmente por dgua, que representa cerca de
85% da sua composi¢do, sendo menores os teores de fibra, lipidio e proteina. Além
disso, a goiaba contém niveis de acguUcar, ferro, célcio, fosforo e vitamina C muito mais
elevados do que a maioria das frutas. Um exemplo disso € que seu valor de vitamina
C é de 6 a 7 vezes o de algumas frutas citricas, como laranja e abacaxi, e é superada
apenas pela acerola [25, 27, 28].

Um dos maiores desafios que a cultura da goiaba imp&e ao produtor agricola
sdo os problemas fitossanitarios decorrentes do ataque de inimeros insetos e fungos;
uma vez que estes organismos se propagam na planta e/ ou fruto, ocasionam danos
gue variam entre o atraso no desenvolvimento e reducéo da produtividade, até a morte
da planta. As principais pragas e doencas associadas a goiaba sdo: Psilideos
(Triozoida sp), Tripes (Selenothrips rubrocinctus), gorgulho da goiaba (Conotrachelus
psidii) e mosca-das-frutas (Anastrepha spp.), Bacteriose da goiabeira (Erwinia psidii),
Antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) e Ferrugem (Puccinia psidii) [29— 31]. As
pragas e doencas predominantes e seus respectivos métodos quimicos de controle
estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais pragas e indicacfes de métodos de controle na cultura da goiaba.
Pragas/doencas Indicagdo de método de controle

Aplicacdo de fungicidas cupricos ou
Ferrugem (Puccinia psidii) carbamatos como preventivo até os frutos
atingirem o diametro de 3 cm

. o Aplicacdo de inseticidas organofosforados ou
Psilideo (Triozoida sp.)

carbamatos
Mosca-das- frutas (Anastrepha spp.) Aplicacdo de inseticidas
Gorgulho da goiaba Pulverizagbes preventivas com inseticidas
(Conotrachelus psidii) organofosforados em frutos verdes

_ _ _ Realizar pulverizagbes com inseticidas
Tripes (Selenothrips rubrocinctus)
organofosforados

Fonte: [29-31].
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A grande variedade de pragas e doencas surgem em diferentes intensidades
durante o desenvolvimento da cultura causando diversos danos a producdo. Sendo
assim, é necessario que haja o desenvolvimento de um manejo cuidadoso e
controlado a fim de garantir um maximo de rendimento e rentabilidade. No entanto,
por diversas vezes 0s produtores recorrem ao uso de elevadas dosagens de
pesticidas, prejudicando o meio ambiente e levando a contaminacao do alimento que

possui como destino final o consumo humano [29].

1.2 Pesticidas

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria define pesticidas como substancias
ou mistura de substancias, quimicas ou biolégicas, utilizadas em diversos setores
agricolas, pastagens, florestas, e em ecossistemas de ambientes urbanos, hidricos e
industriais. Sao produtos que tém a capacidade de alterar a composicéo da flora ou
da fauna, com o intuito de preserva-las da acdo danosa de seres vivos e doencas
considerados perniciosos. Também séo classificados como pesticidas substancias e
produtos utilizados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento [32].

Os pesticidas sé&o capazes de matar diretamente um organismo prejudicial ou
regular o processo reprodutivo. Além disso, tém a propriedade comum de bloquear
um processo metabodlico vital para os organismos para 0s quais sdo toxicos. A
classificacdo dos pesticidas encontra-se em funcdo de varios aspectos que 0s
diferenciam em modo de acdo, segundo critérios, estes sdo: inseticidas, matam
insetos; herbicidas, matam ervas daninhas; fungicidas, inibem o crescimento de

fungos; e bactericidas, combatem algumas bactérias [33].

Para a agricultura moderna os pesticidas sédo produtos essenciais que
desempenham um papel fundamental na manuteng&o da produtividade agricola em
larga escala. O Brasil € um dos maiores produtores de alimentos do mundo, sendo

lider mundial no uso de grandes quantidades desses defensivos agricolas em culturas
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alimentares. Consequentemente, pode acarretar em efeitos nocivos a curto ou a longo

prazo no meio ambiente e para a saude humana [34, 35].

Uma das consequéncias do uso recorrente de pesticidas € a permanéncia de
residuos em diferentes propor¢cbes nas matrizes alimentares. Nesta perspectiva,
existem o6rgdos de controle, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), responsaveis pela avaliacdo toxicolégica dos pesticidas, seus
componentes e afins. Dentro dos estudos toxicologicos realizados pela ANVISA, h4 o
estabelecimento de parametros, como os Limites Maximos de Residuos (LMR), que é
o nivel maximo de residuos de pesticidas aceitos que permanecem nos alimentos e a
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que permite estimar a carga residual que pode ser
ingerida em relagdo ao peso corporal ao longo da vida e sem riscos para a saude.
Além disso, classifica os pesticidas quanto ao seu grau de periculosidade ambiental
em classes gque variam de | a IV em: extremamente, altamente, moderadamente ou

pouco toxicos [34, 36, 37].

Atualmente, existem 49 ingredientes ativos autorizados para uso agricola em
cultura de goiaba. No entanto, as goiabeiras constituem uma das espécies frutiferas
gue mais recebem aplicagcbes de pesticidas, sendo que, a maior parte ndo séo
registrados para a cultura. O relatorio referente ao ciclo 2017-2018 do Programa de
Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) mostrou que de um total
de 183 amostras de goiaba analisadas, 115 apresentaram indices de contaminac¢ao

por pesticidas ndo autorizados para a cultura [9, 38].

Diante destas informacfes, este trabalho propés um estudo sobre a
contaminacao de goiaba por 29 pesticidas de diferentes classes quimicas, incluindo:
Carbamatos (aldicarbe, carbofurano, carbaril, pirimicarbe e metomil), Neonicotindides
(acetamiprido, clotianidina, imidacloprido, tiacloprido e tiametoxam), Piretréides
(cipermetrina, deltametrina), Organofosforados (clorpirifés, dimetoato, malationa),
Triazinas (ametrina, atrazina, simazina), Triazol (bromuconazol, flutriafol,
triadimefom), Cloroacetamida (alacloro), Estrobilurina (azoxistrobina, piraclostrobina),
Conazol (difenoconazol), Fenilureia (diurom), Dinitroanilina (Pendimetalina),
Benzoilureia (Lufenurom e Teflubenzurom). Informacdes gerais, formulas estruturais
e propriedades fisico-quimicas sobre eles sdo mostradas nas Tabelas 2 e 3, e Figura
1. Dentre os pesticidas selecionados para o estudo sete sao liberados para a cultura

da goiaba, sdo eles: acetamiprido, azoxistrobina, deltametrina, difenoconazol,
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imidacloprido, lufenurom e teflubenzurom. Os pesticidas néo liberados no Brasil e que

foram encontrados em amostras de goiaba no ciclo 2017-2018 do PARA foram:

acefato, carbofurano, clorpirifés, clotianidina, dimetoato, flutriafol, piraclostrobina,

cipermetrina e tiametoxam [37,38].

Tabela 2 — Informacfes gerais sobre os pesticidas em estudo.

Formula

Pr}&r;;:vlglo Grupo Quimico molecular Mzggode Togé?)slzgica (mIngf\g‘l)
Acetamiprido  Neonicotindide C10H11CIN, Inseticida 1] 0,024
Alacloro Cloroacetamida  C;4H,,CINO, Herbicida 1 NE
Aldicarbe Carbamato C,H.14N,0,S Inseticida I 0,003
Ametrina Triazina CoH.,NsS Herbicida 1l 0,5
Atrazina Triazina CgH14CINg Herbicida " 0,5
Azoxistrobina Estrobilurina C,,H17N305 Fungicida 1 NE
Bromuconazol Triazol C13H12BrCI;N;O Fungicida " NE
Carbaril Carbamato C.2H11NO, Inseticida 1 0,003
Carbofurano Carbamato C12H15sNO4 Inseticida I 0,002
Cipermetrina Piretréide C,,H15CI,NO; Inseticida 1 0,05
Clorpirifés Organofosforado CyH1;CIsNO3PS  Inseticida [ 0,01
Clotianidina Neonicotindide  C¢cHgCIN;O,S  Inseticida 1] 0,09
Deltametrina Piretréide C,2H1oBr,NO3; Inseticida 11 0,01
Difenoconazol Conazol Ci19H1,CI,N;03;  Fungicida I 0,6
Dimetoato Organofosforado CsH.;NO3;PS, Inseticida Il 0,002
Diurom Fenilureia CyH.(,CI,N,O  Herbicida 1l NE
Flutriafol Triazol Ci6H13F2N3zO  Fungicida v 0,01
Imidacloprido  Neonicotinoide  CoH;cCINsO, Inseticida Il 0,05
Lufenuron Benzoilureia  C,;HgCl,FgN,O; Inseticida v 0,02
Malationa Organofosforado C,;,H1506PS, Inseticida 1l 0,3
Metomil Carbamato CsH;oN,0O,S Inseticida 1 NE
Pendimetalina Dinitroanilina Ci3H1oN;0, Herbicida 1l NE
Piraclostrobina Estrobilurina C19H18CIN;O, Fungicida 1 NE
Pirimicarbe Carbamato C11H1sNLO; Inseticida 1 NE
Simazina Triazina C,H,CINg Herbicida i NE
Teflubenzurom Benzoilureia  C;14HcCl,F.N,O, Inseticida 1 0,01
Tiacloprido Neonicotinoide C10HsCINLS Inseticida 1 NE
Tiametoxam Neonicotinoide CgH;(,CINsO3S Inseticida 1l 0,01
Triadimefom Triazol C14H16CIN;O,  Fungicida 1 0,02

I-Extremamente Toéxico, ll-Altamente Toéxico, II-Moderadamente Toéxico, IV-Pouco Toéxico.

Fonte: IUPAC PPDB; ANVISA [39,40]
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Pesticidas MM Temperaturade  Solubilidade em H,0 Solubilidade Solvente log Kow  pKa
(g mol?) ebulicao (°C) (mg L% organico (mg L)
Acetamiprido 223 352 3,0x 103 Acetona (2,0x 10°) 0,8 0,7
Alacloro 270 100 2,4x 102 NE NE 0,6
Aldicarbe 190 251 4.9x 10° Acetona (3,8x 10°) 1,1 ND
Ametrina 227 337 2,0x 107 Acetona (5,7x 10%) 2,6 10,1
Atrazina 216 200 35,0 Acetato de etila (2,4x 10%) 2,7 1,7
Azoxistrobina 403 360 6,7 Metanol (2,0x 10%) 2,5 1,94
Bromuconazol 377 581 48,3 Hexano (1,8x 10°) 3,2 2,8
Carbaril 201 210 9,1 Metanol (8,8x 10%) 2,4 10,4
Carbofurano 221 254 3,2x 107 Metanol (7,2x 10%) 1,8 11,90
Cipermetrina 416 511 9,0x 103 Metanol (4,5x 10%) 5,6 ND
Clorpirifés 351 376 1,0 Metanol (2,9x 10°) 5,0 ND
Clotianidina 250 435 3,4x10? Acetona (1,5x 10%) 1,0 11,1
Deltametrina 505 300 2,0x10* Metanol (8,2x 10%) 4.6 ND
Difenoconazol 406 547 15,0 Acetona (6,1x 10°) 4.4 1,1
Dimetoato 229 117 2,6x10* Metanol (1,6x 10°) 0,8 ND
Diurom 233 180 35,6 Acetona (4,7x10%) 2,9 13,55
Flutriafol 506 NE 95,0 Metanol (1,2x 10°) 2,3 2,3
Imidacloprido 256 NE 6,1x10? Hexano (1,1x 10?) 0,6 9,39
Lufenuron 511 NE 4,6x107 Acetato de etila (3,3x 10°) 51 10,2
Malationa 330 156 1,5x102 Metanol (2,5x 10°) 2,8 ND
Metomil 162 65 5,5x10° Metanol (1,0x 10°) 0,1 3,0
Pendimetalina 281 246 0,3 Acetona (8,0x 10°) 5,4 2,8
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Pesticidas MM Temperatura de Solubilidade_ em H.0O Solubilidade Solvente log Kow  pKa
(g mol?) ebulicdo (°C) (mg L™ organico (mg L?)

Piraclostrobina 388 NE 1,9 Metanol (1,0x 10°) 4,0 -0,23
Pirimicarbe 238 325 3,1x103 Metanol (3,5x10°) 1,7 4.4
Simazina 208 366 5,0 Acetona (1,5x10%) 2,3 1,6
Teflubenzurom 381 NE 1,0 x10% Metanol (1,1x 10%) 4.3 9,2
Tiacloprido 253 423 1,8x102 Acetato de etila (9,4x10%) 1,3 1,62
Tiametoxam 292 486 4,1x10° Acetato de etila (7,0x10%) 0.1 1,70
Triadimefom 294 NE 70,0 Hexano (6,3x 10°) 3,2 1,4

MM= Massa Molar; pKa= constante de acidez; Kow= constante de particdo octanol-4gua; NE=n&do encontrado. ND= néo dissocia. Fonte: IUPAC PPDB,;

PubChem [39,41]



Figura 1—Estruturas moleculares, nomes comerciais e cientificos dos pesticidas em estudo.
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1.3 Técnicas de preparo de amostras

O preparo da amostra desempenha uma funcgdo essencial na determinacéo
de residuos de pesticidas, especialmente ao lidar com amostras complexas e
concentracbes baixas, conforme estabelecido pelos Limites Maximos de
Residuos (LMRs). Dentre os aspectos cruciais, destacam-se o isolamento dos
analitos da matriz, a purificagdo para eliminar interferentes e evitar danos ao
equipamento, além da pré-concentracdo para assegurar concentracdes

detectaveis durante a analise instrumental [42].

Recentemente, observa-se uma tendéncia de miniaturizacdo em algumas
técnicas convencionais de preparo de amostras. Essas abordagens sao
marcadas pela minimizacdo da quantidade de amostra, pela reducdo ou
eliminacdo do uso de solventes organicos téxicos, pela incorporacdo de
materiais alternativos, aprimoramento da seletividade e especificidade da

extracao, e pela automacéo do processo [43,52]

Neste sentido, novas técnicas foram desenvolvidas tomando como
principio a miniaturizagcdo da extracdo liquido-liquido (LLE- Liquid-liquid
extraction) e a extracdo em fase sélida (SPE- Solid—Liquid Extraction),
destacando-se a microextracdo com gota Unica (SDME - Single drop
microextraction), microextracdo em fase sdlida (SPME - solid-phase
microextraction) e a microextracado liquido-liquido dispersiva (DLLME- Dispersive
liquid-liquid microextraction) por reduzirem significativamente o consumo de
solventes organicos, além de tornar a etapa de preparo de amostras menos
laboriosa [44,45,52]. Por consequéncia, aos poucos novos protocolos analiticos
de extragdo miniaturizados sdo apresentados na literatura cientifica de preparo
de amostras, dentre eles a micro dispersao da matriz em fase solida (WUMSPD -

Micro-matrix solid phase dispersion) [49,50].

1.3.1 Dispersdo da matriz em fase soélida

A disperséo da matriz em fase soélida (MSPD, do inglés Matrix Solid Phase

Dispersion) foi uma técnica de extracdo e limpeza introduzida por Baker e
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colaboradores em 1989, e é uma alternativa para preparar amostras sélidas,
semissolidas e viscosas. Esta técnica possui vantagens como rapidez, visto que
0 processo de extracdo e clean-up pode ser realizado de forma simultanea, e
melhor relacdo custo-beneficio. Além disso, possibilita a reducdo do uso de
solventes organicos, fato este que diminui significativamente a geracao de

residuos e atende exigéncias ambientais atuais [19,46, 47].

O procedimento da extracao por MSPD consiste em misturar, com auxilio de
almofariz e pistilo, a amostra a um suporte soélido por um tempo suficiente que
permita a completa homogeneizacdo e ruptura da amostra em pequenas
particulas, fazendo com que o analito interaja com o adsorvente através do
processo de sor¢do. Isso é feito até a obtencdo de uma fase homogénea, que
em seguida é transferida para um cartucho com um frit ou I1& de vidro, onde é
realizado o empacotamento (Figura 2). Os analitos de acordo com as suas
propriedades quimicas podem ser isolados pelo solvente de eluicéo,

considerando o seu poder de eluicdo e a polaridade [18,47].

O suporte solido/adsorvente tem a funcao de realizar a quebra da estrutura
global da amostra e fazer a disperséo da matriz, fato este que permite a aumento
da superficie de contato do adsorvente com o analito aprisionado na matriz,
aumentando o potencial de extracdo da técnica. Na etapa de eluicdo as
interacdes serdo entre o analito e o eluente, e entre a matriz e o eluente. Sendo
assim, é ideal que o solvente escolhido tenha um grau de afinidade maior com

os analitos do que com os compostos interferentes da matriz [47].
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Figura 2— Processo de homogeneizacao da amostra e eluigdo com auxilio de um sistema a
vacuo do tipo manifold.
X, Montar cartucho

Amozé Agf;cgvente CU . o

@Homogenmzm@ Transre"r ?

i @ Eluir com solvente

¥
D 5

Fonte: Elaborada pela autora.

Durante a extracdo por MSPD existem alguns parametros que devem ser
otimizados, tais como: a propor¢cao entre a massa de suporte sélido e a massa
de amostra; o tempo de homogeneizagao que tem o intuito de possibilitar maior
interacdo do analito com o adsorvente; o solvente de eluicdo, ja que o ideal é
gue ocorra uma eluicdo seletiva, de maneira a eluir os compostos de interesse e
deixar os componentes da matriz retidos na coluna; o volume de eluicao;

adsorvente para clean-up (caso o método exija essa etapa) [18,47].

A miniaturizacdo na técnica de MSPD é alcancada por meio da aplicacédo de
abordagens que utilizam pequenas quantidades de amostra, adsorvente e
solvente de extracdo. Além disso, o uso de adsorventes alternativos, por serem
mais ambientalmente amigavel e de baixo custo. Essas mudancas na
metodologia asseguram resultados de extracdo com eficiéncia e sensibilidade
semelhantes ao método MSPD convencional [45]. Na literatura sdo encontrados

trabalhos utilizando a técnica miniaturizada em matrizes e analitos variados.

Llompart et al., 2013, foram pioneiros no uso da dispersédo da matriz em fase
sélida miniaturizada. Inicialmente, o método MSPD foi miniaturizado e
personalizado. para evitar ou minimizar riscos de contaminacdo por ftalatos e

reduzir residuos e custos, para a extracao de 18 plastificantes e 12 almiscares,
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incluindo 10 substancias proibidas em cosméticos. A quantidade de amostra e

solvente de extracdo empregados foram 0,1 g e 1 mL, respectivamente [48].

Loncari¢ et al., 2020, otimizaram uma metodologia uUMSPD para a extragao
de polifendis da casca de doze variedades de maca tradicionais e oito comerciais
cultivadas na Croacia. O procedimento desenvolvido é caracterizado pelo uso de
um adsorvente alternativo (0,8 g de areia do mar), 0,2 g de amostra, e 5 mL de
uma solucéo de 57% de metanol em agua, como solvente de elui¢éo [85].

Carro et al., 2021, desenvolveram um método baseado na PMSPD
combinada com cromatografia gasosa/espectrometria de massas triplo-
quadrupolo em modo tandem (GC-MS/MS) para a determinacdo de seis
diésteres de ftalato em amostras de mexilhdo. O procedimento final envolveu o
uso de 0,45 g de amostra, 0,5 g de adsorvente (Florisil) e 3 mL de acetato de
etila. O método otimizado foi validado, proporcionando desempenho analitico
satisfatorio [49].

Santos et al., 2022, desenvolveram um protocolo uMSPD para a extracdo de
seis alcaloides B-carbolinicos em tabaco. O procedimento yMSPD otimizado
empregou 0,01 g de amostra, e eluicdo com 2 mL de solucdo aquosa de &cido
férmico a 1%, resultando em uma técnica rapida, pratica, econbmica e

ecologicamente correta [50].

1.4 Validacdo de Método Analitico

A validacdo € uma etapa essencial para garantir a confiabilidade de um
método analitico desenvolvido, antes da aplicacdo nas amostras de interesse,
assegurando que o método seja eficiente e garanta os resultados esperados nas
condi¢Oes utilizadas. A validacdo € considerada quando se desenvolve ou se
efetua adaptagcbes em metodologias ja estabelecidas, se insere novos
procedimentos ou se faz uso de diferentes equipamentos. E uma ferramenta
formal, sistematica e documentada que mede a capacidade de um método

analitico de fornecer resultados confiaveis, precisos e reprodutiveis [51,53,54].
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Existem diferentes diretrizes recomendadas para realizacdo da validagéo de
meétodos analiticos por instituicdes internacionais, tais como: Agéncia de
Administracdo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (FDA - Food and Drug
Administration), Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA -
United States Environmental Protection Agency), e o Guia de Procedimentos de
Controle de Qualidade Analitica e Validacdo de Métodos para Andlises de
Residuos de Pesticidas em Alimentos da Unido Europeia (EU-SANTE -
Analytical Quality Control and Method Validation Procedures for Pesticides
Residues Analysis in Food and Feed); no Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia

(INMETRO); tém proposto diretrizes em relacdo a validacdo analitica [53-55].

Apesar de os requisitos de validagao variarem, de acordo com a finalidade
de aplicacéo, alguns parametros gerais podem ser adotados como guia, sendo
eles: linearidade, sensibilidade, precisdo, exatiddo, efeito matriz, limite de

deteccgéo e limite de quantificagéo [51].

O termo linearidade se refere a capacidade do método em produzir uma
relagdo linear entre a area do sinal de um analito e a concentragéo deste analito
em amostras contendo componentes da matriz, a qual deve ser estudada em um
intervalo de concentracdo apropriado. Para o estabelecimento da linearidade,
deve-se utilizar, no minimo, 5 (cinco) concentracdes diferentes das solucdes

padrao preparadas no minimo em triplicata [18,51,55].

A sensibilidade indica a capacidade em discriminar, com uma fidelidade
estabelecida, concentracfes préximas de um analito. A sensibilidade pode ser
determinada pela inclinagdo da curva de calibracdo obtida no ensaio de
linearidade. No caso de uma reta, quanto maior o seu angulo de inclinacéo, mais

sensivel sera o método [51, 57, 58].

A exatiddo mede o desvio do valor obtido em relac&o ao valor assumido como
real. Quando aplicado a um conjunto de resultados, envolve uma combinacéo de
erro aleatério (estimado como precisdo) e um erro sistematico comum
(veracidade ou viés). A estimativa de exatiddo de um método pode ser feita a
partir dos estudos de recuperacao analitica com o intuito de quantificar perdas
dos analitos durante o procedimento de preparo de amostra [51,53,55].



30

A preciséo afere o qudo bem os resultados obtidos se assemelham ao valor
tido como verdadeiro. A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados
obtidos por meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no
método analitico a ser validado. A partir dos valores obtidos, séo calculados a
média e o desvio padrdo (DP) determinando-se o coeficiente de variacao (CV),

expresso em termos de percentagem [51,53,56].

A seletividade deve ser expressa por meio da capacidade de identificar e/ou
quantificar o analito de interesse inequivocamente, na presenca de componentes
gque podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
constituintes da matriz. Com base nisso, um dos estudos da seletividade € o
efeito matriz que avalia a influéncia de um ou mais compostos interferentes
extraidos da amostra na medicdo da concentragdo do analito. Essa influéncia
pode ser observada com a resposta aumentada ou diminuida em comparacéo

com aquela produzida pelo analito no solvente [55].

Os limites de deteccdo e quantificacdo sdo outros dois parametros da
validacéo analitica. O limite de deteccao (LD) corresponde a menor quantidade
de um analito que pode ser detectada, porém, ndo necessariamente,
quantificada como um valor exato. Por sua vez, o limite de quantificacédo (LQ) se
refere a menor concentracdo ou massa do analito que foi validada com exatidao
aceitavel pela aplicacdo do método analitico completo e critérios de identificacao
[51, 55].

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver uma metodologia analitica para a determinacdo de residuos

de pesticidas em goiaba empregando uMSPD e LC-MS/MS.
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2.2 Objetivos Especificos

Identificar e selecionar os pesticidas aplicados na cultura da goiaba,;
Otimizar as condi¢Bes instrumentais de analise dos pesticidas
selecionados por cromatografia liquida/espectrometria de massas;
Desenvolver protocolo analitico para extrair residuos dos pesticidas
selecionados da goiaba, utilizando a técnica de micro dispersdo da matriz
em fase sélida (UMSPD);

Avaliar o uso de biocarvdo de Eichhornia crassipes como um potencial
material adsorvente no procedimento de uMSPD;

Validar o método desenvolvido;

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos

Balanca analitica AL 204 (Metller Toledo, Ohio, EUA);
Evaporador rotatério 802D (Fisatom, Séo Paulo, Brasil);
Sistema para SPE vacuum manifold (Varian, Califérnia, EUA).
Ultra-freezer (Liotop, UFR30)

Liofilizador de bancada (Liotop, L101)

Cromatografo a liquido Nexera UC (Shimadzu, Quioto, Japdo) composto

por: Médulo de Comunicagdo CBM-20A, sistema binario de bombas LC-10ADxr,
Bomba para CO2 LC-30ADSF, Desgaseificador DGU-205R, Auto injetor SIL-
30AC, Controlador de Presséo SFC-30, Forno de Colunas CTO-20AC, Detector
PDA SPD-M20A, Espectrometro de massas MS-2020, Coluna Analitica Shim-
pack UC-X_RP (150 x 2,2 mm x 3,0 um, Shimadzu, Quioto, Japdo) com coluna

de guarda contendo a mesma fase estacionaria da coluna e software de

gerenciamento Lab Solution.
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o Cromatdégrafo a liquido de ultra eficiéncia Acquity UPLC H-Class (Waters,
Estados Unidos): Sistema binario de bombeamento, médulo de comunicagéo,
autoinjetor, forno para coluna, detector espectrofotométrico com arranjo de
diodos e espectrdmetro de massas com fonte de ionizacdo por electrospray,
analisador Triplo quadrupolo, modelo Xevo TQD, com software de
gerenciamento MassLynx. Coluna Analitica fenil-hexil Waters (50 mm x 2,1 mm
x 1,7 ym).

3.2 Reagentes

s Metanol grau HPLC (SK Chemicals, Seongnam, Coreia do Sul),
Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, Estado do México, México), Acetato de Etila
grau HPLC (Sigma-Aldrich, pureza 95%, Saint Louis, EUA), Agua ultrapura
obtida em sistema de ultrapurificacdo Milli-Q, modelo Gradient (Milipore — Merck,
Darmstadt, Alemanha), Formiato de Amoénio (Neon, pureza 98%, Sao Paulo,
Brasil), Acido Férmico (Sigma-Aldrich, pureza 95%, Saint Louis, EUA), Cartucho
SPE SiliaSep C18 (17%) 500 mg/6 mL (Silicycle, Québec, Canada).

3.3 Padrodes certificados dos analitos

Os padrbes certificados de pesticidas utilizados apresentaram pureza
acima de 98%, sdo eles: acetamiprido (Rieldel-de Haen), alacloro (Fluka),
aldicarbe (Fluka), ametrina (Rieldel-de-Haen), atrazina (Fluka), azoxistrobina
(AccuStandard), bromuconazol (Fluka), carbaril (Fluka), carbofurano (Fluka),
cipermetrina  (Fluka), clorpirifés (AccuStandard), clotianidina (Fluka),
deltametrina  (Fluka), difenoconazol (Dr. Ehrenstorfer), dimetoato
(AccuStandard), diuron (Fluka), flutriafol (Fluka), imidacloprido (Rieldel-de
Haen), lufenurom (Chemis Service), malationa (AccuStandard), metomil (Fluka),

pendimetalina (Fluka), piraclostrobina (Rieldel-de-Haen), pirimicarbe (Fluka),
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simazina (Fluka), teflubenzurom (Fluka), tiametoxam (Fluka), tiacloprido (Fluka),

triadimefon (Fluka).

3.4 Preparo das solucdes padréo dos pesticidas

Para o preparo das solucdes estoque individuais foram medidas as massas
dos padrdes sélidos a fim de se obter uma concentracdo de 1000 pg mL* em 10
mililitros de metanol grau HPLC, a partir destas solugbes foram produzidas
solucdes intermediarias individuais de 10 pg mL* com o mesmo solvente.
Solucbes conjuntas e de trabalho também foram feitas em metanol. Estas
solucBes foram utilizadas por no maximo 30 dias. As solucfes preparadas foram
armazenadas em frascos de vidro com tampa rosqueavel e mantidas sob

refrigeracao.

3.5 Obtencao do biocarvéo de Eichhornia crassipes

O biocarvéo de Eichhornia crassipes (aguapé) foi produzido pela mestra
em quimica Ingred Suellen Carvalho Carregosa, e cedido pelo Grupo de
Pesquisa em Petroleo e Energia da Biomassa - PEB, da Universidade Federal
de Sergipe, sob Coordenacao do prof. Dr. Alberto Wisniewski Junior, para este

estudo.

A biomassa (aguapé) foi coletada no acude Marcela (a 10° 40’ 19,83” S;
37° 25 14,60” W), o qual esté localizado no Municipio de Itabaiana (Sergipe,
Brasil). A biomassa foi seca a 50 °C por 48 h, e pirolisada em forno tubular a 400
°C por 2 h [82].

Parte do biocarvao foi peneirada em uma peneira granulométrica de 250
mesh. Em seguida, 10 gramas do biocarvao foram lavadas com 100 mililitros de

agua ultrapura em agitacéo no ultrassom por 15 minutos, e, posteriormente, com
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100 mililitros de metanol em agitacdo no ultrassom por 15 minutos. Apds esse

processo, o material foi seco a 100 °C em estufa por 24 horas.

3.6 Obtencao e preparo da amostra de goiaba

Amostras de goiabas maduras foram obtidas na Central Estadual de
Abastecimento de Sergipe, na cidade de Aracaju. No Laboratério de Andlise
Compostos Organicos Poluentes (LCP), localizado no Departamento de
Quimica, com o auxilio de um processador de alimento portatil, foi
homogeneizada e posteriormente armazenada, sob atmosfera de nitrogénio, em
um frasco de vidro de tampa rosqueéavel previamente limpo e etiquetado, em

freezer.

3.7 Liofilizacdo da Amostra

A goiaba homogeneizada foi disposta em bandejas inox e congeladas em
ultra freezer com temperatura de -80°C por 4 horas. Em seguida, as bandejas
contendo a amostra congelada foram rapidamente transferidas para um
liofilizador de bancada com temperatura controlada entre 50 e 55 °C negativos e
pressédo inferior a 4,7 mm de mercurio, o qual ficou em funcionamento por 24

horas para sublimacdo da 4gua presente na amostra.

3.8 Condic¢des instrumentais de anélise

A Tabela 4 apresenta os gradientes de eluicdo utilizados durante o
trabalho. Em todos os testes a fase mével foi composta por metanol/agua, e 5
mmol de formiato de aménio como modificador organico. As condicdes

instrumentais de analise para 0s equipamentos e configuracbes dos
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espectrometros de massas (MS 2020 e Xevo TQD) utilizadas estao dispostos na
Tabela 5.

Tabela 4— Gradientes de eluicdo utilizados durante o desenvolvimento do trabalho.

Cromatégrafo Nexera UC Cromatografo Acquity UPLC
LC-MS LC-MS/MS
Tempo (min) Me(;[z?ol Tempo (min) Metanol (%)
0,01 30 0,01 5
10 100 10 100
15 100 11 100
18 30 12 5

20 30 13,5 5




Tabela 5—Condicdes instrumentais de andlise para cromatografia liguida utilizadas durante o trabalho.
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Cromatografo Nexera UC
LC-MS

Cromatografo Acquity UPLC
LC-MS/MS

Shim-pack UC-X_RP 3,0 um
(150 mm x 2,1 mm)

Vazdo da fase movel 0,5 mL min?

A: dgua (5 mmol NH4HCO,)
B: metanol (5 mmol NH4sHCO,)

Fase estacionéria (coluna analitica)

Composicao da fase movel

Fenil-hexil Waters 1,7 um
(50 mm x 2,1 mm)

0,15 mL min?

A: dgua (5 mmol NH4sHCOy)
B: metanol (5 mmol NH4sHCO,)

Temperatura do forno da coluna 40 °C 40 °C
Volume de injecdo 5uL 5uL
MS- 2020 Xevo TQD Waters
Fonte de lonizacéo Electrospray Electrospray
Modo de Aquisicao SIM (Positivo e negativo) MRM
Temperatura da fonte de ionizagéo 350 °C 150°C
Voltagem da fonte de ionizagao 3,5 kV 3,0 kV
Vazéo de gas de dessolvatacéo (Ny) 1,5L mint 900 L Hr !
Vazao do gas do cone (Ny) 10 L min? 50 L Hr 1
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3.9 Procedimento de extragdo por hMSPD

O procedimento de extracdo por pMSPD consistiu em medir a massa em
vidro de reldgio da goiaba liofilizada (0,085 g). Em seguida, a polpa da goiaba foi
homogeneizada com o adsorvente (0,085 g) por 3 minutos com auxilio de um
almofariz e pistilo. O homogeneizado foi empacotado em um cartucho de SPE
(capacidade de 3,5 mL) com o auxilio de & de vidro. No sistema de vacuo do
tipo manifold foi eluido com 5 mL de metanol, ajustando o fluxo para 1 mL min,
recolhendo o eluato em um baldo de vidro de fundo redondo. Apés a passagem
do volume de amostra, foram aguardados 2 minutos para secagem do cartucho.
O eluato foi concentrado em um evaporador rotatorio (60 °C e 120 rpm) até
aproximadamente 1 mL. O volume do eluato foi ajustado em um baldo
volumétrico de 1 mL e filtrado com uma membrana de 0,22 pm para andlise em
LC-MS/MS.

3.10 Limpeza dos materiais

A limpeza da vidraria para o sistema LC/MS-MS segue um procedimento
padrdo utilizado do Laboratério de Analise de Compostos Organicos Poluentes

(LCP), como segue:

e Enxague com &gua corrente;
e Enxague com agua destilada;
e Enxague com &gua ultrapura;
e Acetona

e Secagem em estufa a 100 °C (exceto as vidrarias volumétricas);
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3.11 Descarte dos reagentes

Os residuos gerados durante o desenvolvimento do trabalho foram
descartados de acordo com as suas caracteristicas: Residuos liquidos
resultantes de solventes organicos foram descartados em bombonas de plastico
adequadamente especificado e distintas entre solventes clorados e né&o
clorados. Os residuos solidos advindos do procedimento de extracdo foram
armazenados em frasco de vidro também identificados para posterior coleta

realizada por empresa responsavel.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento das condi¢cdes instrumentais de analise

A maneira mais eficaz de explorar o comportamento de uma solugéo de
pesticidas diante da técnica de cromatografia liquida, a fim de determinar o tipo
de eluicdo (isocratica ou em gradiente) e o modificador organico da fase movel,
€ conduzir uma analise cromatografica com um gradiente abrangente. Sendo
assim, solucdes individuais dos 29 pesticidas (acetamiprido, alacloro, aldicarbe,
ametrina, atrazina, azoxistrobina, bromuconazol, carbaril, carbofurano,
cipermetrina, clorpirifés, clotianidina, deltametrina, difenoconazol, dimetoato,
diurom, flutriafol, imidacloprido, lufenurom, malationa, metomil, pendimetalina,
piraclostrobina, pirimicarbe, simazina, teflubenzurom, tiacloprido, tiametoxam e
triadimefom) foram preparadas em concentragdo de 1 pug mL! e analisadas no

LC-MS (Nexera UC) em modo exploratério de eluigéo.

Para a analise exploratoria foi utilizado um gradiente com variacao linear do
percentual de solvente organico entre 10 e 100%, com a fase movel constituida
por metanol:dgua e, em analises posteriores, acetonitrila:agua. A escolha dessas
composicdes de fases moveis foi devido ao fato de serem rotineiramente
utilizadas na cromatografia liquida de fase reversa, caracterizada pelo uso de

uma fase estacionaria apolar enquanto a fase movel € de carater polar. Para
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esse estudo foi utilizada uma coluna analitica Shim-pack UC-X-RP (150 x 2,1
mm x 3,0 um), a qual é caracterizada pela presenca de grupos organicos
apolares (C18) na composicéo da fase estacionaria.

Nesta etapa foram avaliados também dois tipos de fonte de ionizacao,
Electrospray (ESI) e lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI). Tais
testes justificam-se devido a diversidade das moléculas dos pesticidas e
dificuldade em prever a efetividade do processo de ionizacdo que ocorrera sob
elas em cada interface. Foram testados também dois tipos de modificadores
organicos nas fases moveis, com o intuito de verificar qual deles melhor
contribuiria para a ionizacdo dos compostos:formiato de amdnio (5 mmol L de
NH4HCO:z2) e acido formico (0,1% de CH202).

Os ensaios para escolha da fase moével, modificador organico e fonte de
ionizagao foram realizados em modo varredura de ions (SCAN) com um intervalo
de m/z entre 100 e 1000 Da em um tempo de corrida de 30 minutos. Este
intervalo de m/z foi definido, pois os pesticidas escolhidos para esse estudo
possuem massas molares entre 162 e 527 g molt. Também foi avaliado o modo
de ionizag&do dos pesticidas com o intuito de verificar se ionizavam em modo

positivo ou negativo.

4.1.1 Ensaios realizados com a fonte Electrospray (ESI)

Durante as analises foram identificados e definidos os ions (m/z) que seriam
monitorados para cada pesticida, tendo em vista que em alguns compostos
podem formar adutos. Modificadores que contém amonia, como o formiato de
amonio, podem resultar na formacao de adutos de amonio [M+NH4]*, em vez da
molécula protonada [M+H]*. E observado também a formacdo de adutos de
sédio [M+Na]*, mesmo que o sodio ndo esteja presente na fase movel
propositalmente, ele pode advir de impurezas derivadas de frascos, tubulacao
ou solventes [60]. Por isso, em modo positivo foram verificados os ions
referentes a formacédo de ions com protén [M+H]*, amonio [M+NH4]* e sodio
[M+Na]*. E, em modo negativo, a desprotonagédo [M-H], bem como a possivel
formacao de adutos de formiato [M+HCOOQ]-.

Os resultados obtidos a partir das analises exploratorias das solugbes

padréo dos 29 pesticidas em metanol (1 ug mL?), utilizando a fonte de ionizacéo
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ESI e os solventes organicos acetonitrila e metanol, em diferentes modificadores,

estdo descritos na Tabela 6. Os resultados expressam os ions selecionados, o

modo de ionizacdo, e os tempos de retencdo em cada composicdo de fase

mével. E possivel perceber que a protonacéo [M+H]* e a desprotonacgio [M-H]

foram os processos majoritarios na ionizagcéo dos pesticidas.

Tabela 6— Resultados das andlises de solugGes padréo de pesticidas em metanol (1 ug mL1)
realizadas em modo exploratério na fonte de ionizacdo electrospray.

Modificador na fase movel

ELECTROSPRAY MeOH:H,0O ACN:H,O
Tempo de retencdo (Tg, mMin)
Pesticidas lonizacdo m/z SNEZL%QL: 0.1%CH,0, 0.1%CH.O»
Acetamiprido [M+H]"  223,0 13,1 13,5 9,6
Alacloro [M+H]* 270,09 19,0 17,12 17,13
Aldicarbe [M+NH4]* 208,11 14,4 15,4 N.D
Ametrina [M+H]*  228,1 18,1 18,0 N.D
Atrazina [M+H]*  216,0 17,1 15,6 14,4
Azoxistrobina [M+H]"  404,1 17,9 16,7 15,8
Bromuconazol [M+H]* 378,0 22,3 21,11 22,1
Carbaril [M+H]*  202,1 20,1 19,7 19,5
Carbofurano [M+H]* 222.1 15,8 15,1 12,8
Cipermetrina [M+NH.]* 433,0 21,2 20,3 20,6
Clorpirifés [M+H] 350,0 8,4 7,5 8,2
Clotianidina [M+H]*  249,9 12,3 13,4 8,7
Deltametrina [M+NH.]* 527,0 22,4 21,8 22,1
Difenoconazol [M+H]*  406,0 23,3 18,8 23,8
Dimetoato [M+H] 230,0 17,8 17,0 17,3
Diurom [M+H]* 233,0 17,3 15,6 14,7
Flutriafol [M+H]*  302,1 16,9 15,2 14,4
Imidacloprido [M+H]*  256,1 9,3 10,2 8,7
Lufenuron [M-HJ 508,9 12,2 13,2 19,4
Malationa [M+H]"  331,0 20,5 20,9 N.D
Metomil [M+H]*  163,0 16,7 15,1 14,9
Pendimetalina [M+H]" 282,1 20,9 19,9 19,8
Piraclostrobina [M+H]* 388,1 19,7 18,4 18,1
Pirimicarbe [M+H]"  239,0 17,4 16,9 17,0
Simazina [M-H] 201,7 15,8 12,8 14,6
Teflubenzurom [M-H] 378,9 20,6 19,3 N.D
Tiacloprido [M+H] 253,0 13,9 14,0 10,7
Tiametoxam [M+H]* 292,0 10,9 12,6 7,2
Triadmefom [M+H]"  293,8 18,6 17,0 16,8

N.D= nao detectado
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Analisando os resultados expostos na Tabela 6, foi possivel perceber que
os tempos de retencdo dos analitos que foram obtidos com acetonitrila na fase
movel foram inferiores aqueles apresentados quando a fase foi composta por
metanol. Isso ocorre devido a for¢ca de eluicdo e a polaridade da acetonitrila que
€ maior que a do metanol, o que faz com que na cromatografia em fase reversa

0S compostos mais polares sejam eluidos mais rapidamente [61].

A partir dos resultados expostos na Tabela 6 foi observado que metanol:
adgua com 5 mmol L de formiato de amoénio e metanol: &gua com 0,1% de &cido
férmico, permitiu a eluicdo e a ionizacdo dos 29 pesticidas propostos neste
trabalho. Contudo, o uso de fase mével com acetonitrila:dgua com 0,1% de &cido
férmico permitiu apenas que 25 pesticidas respondessem satisfatoriamente. Isso
pode ter ocorrido por caracteristicas de polaridade dos solventes orgéanicos que

tém impacto direto na ionizacdo dos compostos na ESI [62].

O metanol melhora a eficiéncia de ionizagdo na fonte de ionizag&o por
electrospray (ESI), proporcionando sinais mais fortes para muitos analitos. Ele
também gera menos ruido na linha de base em comparacéo com a acetonitrila,
0 que pode aumentar a sensibilidade da analise. Além disso, sua menor
volatilidade em relacéo a acetonitrila pode reduzir a formacdo de gotas maiores
e evitar problemas de ionizagdo na fonte ESI [61].

4.1.2 Ensaios para a escolha do aditivo organico

Na cromatografia de fase reversa, aditivos organicos como acido formico e
formiato de ambnio sdo comumente utilizados para preparar fase movel, estes
aditivos auxiliam na manutencéo do pH da fase movel para assegurar que 0s
analitos ionizaveis permanecam em um unico estado de ioniza¢do, melhorando

a resposta na fonte de ionizacdo durante a analise [63].

Como foi possivel perceber na Tabela 6, os 29 pesticidas foram identificados
nas andlises exploratérias com metanol: agua, utilizando tanto formiato de
amonio a 5 mmol Lt como 0,1% de &cido férmico como aditivo. Desta forma, foi
necessario fazer uma comparacdo da maior intensidade de respostas dos

analitos em ambos os aditivos, a fim de escolher o mais adequado para continuar
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o desenvolvimento do método. Na Figura 3 estdo expostos os resultados obtidos

para essa analise comparativa.

Figura 3- Comparacédo das areas dos sinais obtidas pela andlise exploratéria da solugdo padrdao dos
pesticidas em metanol (1 ug mL™), utilizando formiato de aménio a 5 mmol L ou solugdo 0,1% de acido
férmico como aditivo.
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Os processos de formacdo de ions na ESI sdo complexos. Muitos
parametros e processos de equilibrio da solucdo afetam o sinal do ion. Por
exemplo, aditivos com presenca de amoénia podem promover reagdes de
protonacdo em fase gasosa aumentando significativamente a intensidade do ion
[M+H]* para compostos com um pKa < 3, mas ndo para compostos com um pKa
> 4. Porém, ha relatos de alguns compostos que nao seguem esse padrao, tendo
sua area aumentada mesmo com pKa superior a 4, fato esse que pode estar

ligado a propriedades intrinsecas dos analitos [64,65].

Na andlise exploratéria com o formiato de amoénio foram observadas
maiores intensidades de area para os compostos. Em vista disso, o formiato de
amoénio foi escolhido como aditivo mais adequado para as andlises,
considerando que a maior area do sinal esta relacionada a facilidade do analito

em se ionizar nesse aditivo [62].
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4.1.3 Ensaios para escolha da fonte de ionizagéo

As fontes ESI e APCI sdo muito utilizadas para desenvolver métodos de
determinacdo de residuos de pesticidas em matrizes alimentares. Existem
diversos parametros que podem influenciar a eficiéncia de ionizagdo com essas
interfaces. Por exemplo, a ESI é afetada pela presenca de gotas grandes de
solvente com tenséo superficial elevada e condutividade, ja que estes fatores
dificultam a formacéo de gotas menores e o0s ions na fase gasosa. A fonte APCI
€ um processo alternativo de ionizacdo para a analisar compostos de baixa a

meédia polaridade e que apresentem alguma volatilidade [61,67].

Desta forma, para verificar a melhor interface para a ionizacdo dos
compostos, foi feita uma analise exploratdria da solugdo padréo dos pesticidas
(1 pg mL1) utilizando a fase mével metanol: agua (5 mmol L de formiato de
amonio) e APCI como fonte de ionizacdo. Os resultados expressos em valores
numéricos das areas dos picos dos analitos foram comparados com a analise

exploratoria realizada com a fonte ESI e estdo apresentados na Figura 4.

Figura 4- Grafico das areas dos picos cromatogréaficos obtidos pela andlise exploratéria de
solugBes padrao de pesticidas em metanol (1 ug mL1) nas fontes ESI e APCI.
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Com base nos dados fornecidos na Figura 4, foi possivel verificar que a
fonte Electrospray proporcionou maiores intensidades de sinal para os pesticidas
em estudo do que a lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica. Isso esta atrelado
ao fato de a ESI ser uma fonte de ionizagdo mais branda, enquanto a APCI é
considerada mais agressiva e que pode causar a degradacdo dos analitos,
ocasionando uma diminui¢cédo da intensidade do sinal [68]. Dessa maneira, optou-
se em seguir o desenvolvimento do trabalho com a fase movel metanol: agua (5

mmol L? de formiato de amonio) e a fonte ESI.

4.1.4 Desenvolvimento do método por LC/MS em modo SIM

Tendo sido definidas a composicao da fase movel e a fonte de ionizagéo,
a partir dos perfis de ionizacdo dos pesticidas observados, a atencéao foi dirigida
para o desenvolvimento de um método em modo de monitoramento dos ions
selecionados (SIM), com o intuito de aumentar a sensibilidade de detecgao
instrumental. O modo de aquisicdo SIM difere do SCAN, pois permite que o
equipamento focalize ions especificos de cada analito, sem a necessidade de
processar todos 0s ions que estédo contidos em um determinado intervalo de m/z,

0 que promove um aumento da sensibilidade da analise dos compostos [62].

Foram monitorados os ions m/z que apresentaram melhores resultados
em termos de modo de ionizacdo (positivo ou negativo, protonado ou aduto) na
andlise exploratéria com metanol e formiato de amoénio 5 mmol L em modo SIM.
Apés ajuste da proporcao inicial de solvente organico e adicdo de uma faixa de
tempo da analise de modo isocratico, o cromatograma do gradiente adotado no

presente estudo esté representado na Figura 5.
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Figura 5— Cromatograma da solu¢éo padrédo conjunta de pesticidas em metanol (1 ug mL1) em
modo SIM da analise em 20 minutos com metanol e solugdo aquosa com 5 mmol L de formiato
de aménio em fonte de ionizacdo ESI obtido no sistema de cromatografia liquida Nexera UC.
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Identificacdo dos picos no cromatograma: 1- Acetamiprido; 2- Alacloro; 3- Aldicarbe; 4-
Ametrina; 5- Atrazina; 6- Azoxistrobina; 7- Bromuconazol; 8- Simazina; 9- Carbofurano; 10-
Cipermetrina; 11- Clorpirifés; 12- Clotianidina; 13- Deltametina; 14- Difenoconazol; 15-
Dimetoato; 16- Diurom; 17- Flutriafol; 18- Imidacloprido; 19- Malationa; 20- Metomil; 21-
Pendimetalina; 22- Piraclostrobina; 23- Pirimicarbe; 24- Tiacloprido; 25- Tiametoxam; 26-
Triadimefom; 27- Carbaril; 28-Teflubenzurom; 29- Lufenurom.

O cromatograma observado na Figura 5 foi adquirido a partir da analise

de uma solucéo padréo dos pesticidas em concentracdo de 1 pg mLt. Apds a
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elaboracao de um gradiente de eluicdo com uma concentragao inicial de metanol
de 30% na fase movel, a qual variou até 100% em 10 minutos, permanecendo
por 5 min para assegurar a eluicdo de todos os compostos, retornando a
condigdo inicial em 3 minutos e na qual permaneceu por dois minutos para

permitir a estabilizagdo do sistema cromatografico antes de uma nova analise.

4.2 Determinacdo das condi¢cdes instrumentais de andlise:
Espectrémetro de massas Xevo TQD

As condigBes instrumentais de andalise foram definidas no cromatografo a
liguido Nexera UC (LC-MS), porém devido a problemas técnicos no
equipamento, as analises precisaram ser transferidas para outro sistema. Nesse
caso, foram transferidas para um cromatografo a liquido de ultra eficiéncia com
espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo (LC-MS/MS), modelo Xevo
TQD.

Para a otimizacdo das condi¢des instrumentais no espectrometro de
massas, foram realizadas infusbes de solugdes individuais dos pesticidas em
uma solucédo de metanol: agua (50:50, v/v) acidificada com &cido férmico a uma
concentracdo de 1 pg mL?t A ferramenta Intellistart™ do software do
equipamento auxiliou na avaliacdo dos parametros para cada analito: modo de
ionizagao (positivo e negativo), voltagem do capilar, voltagem do cone e energias
de colisdo. A intensidade do sinal foi utilizada como critério de escolha dos ions

de quantificacdo e de confirmacao.

Os parametros de temperatura da fonte e de fluxo do gas de
dessolvatacao foram ajustados de acordo com as recomendacdes do fabricante,
baseadas no fluxo da fase mével do método de eluicdo. Em seguida, foram
definidos os melhores valores de voltagem do cone do ion molecular para cada
analito e as energias de colisdo dos dois fragmentos mais intensos, que foram
escolhidos como ion de quantificagdo e ion de confirmagéo, respectivamente
(Tabela 7).
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Tabela 7— Parametros ajustados para o método de aquisicao por monitoramento de reacdes multiplas (MRM), tempo de retencéo (TR) e modo de ionizacéo.

Voltagem do

lon precursor fons produtos (m/z)

cone
Analito Tr Aduto _ o
(min) V) (m/z) (energia de coliséo - eV)

Quantificacao Confirmacéo
Acetamiprido 5,8 [M+H]* 34 223,04 125,97 (20) 55,98 (14)
Alacloro 8,7 [M+H]* 12 270,09 238,11(10) 162,15 (22)
Aldicarbe 5,9 [M+NH,4]* 12 208,11 115,96 (8) 89,00 (14)
Ametrina 7,9 [M+H] 42 228,15 96,01 (24) 67,10 (36)
Atrazina 7,3 [M+H]* 38 216,06 96,01 (24) 103,95 (26)
Azoxistrobina 8,5 [M+H]* 28 404,09 372,04 (14) 344,06 (24)
Bromuconazol 9,1 [M+H]* 38 375,92 158,96 (26) 69,97 (18)
Carbaril 7,0 [M+H]* 22 202,11 145,05 (12) 127,02 (26)
Carbofurano 6,7 [M+H]* 25 222,10 122,90 (20) 165,00 (10)
Cipermetrina 10,6 [M+NH,]* 25 433,00 190,80 (11) 126,90 (29)
Clorpirifés 10,0 [M+H]* 27 350,00 96,70 (33) 197,90 (15)
Clotianidina 51 [M+H]* 23 249,90 131,80 (13) 169,00 (13)
Deltametrina 10,7 [M+NH,]* 26 521,00 278,89 (16) 171,84 (30)
Difenoconazol 9,6 [M+H]* 44 406,03 250,99 (22) 110,98 (58)
Dimetoato 54 [M+H]* 20 229,99 124,92 (20) 198,92 (8)
Diurom 7,7 [M+H] 34 232,99 71,99 (16) 159,95 (26)
Flutriafol 7,6 [M+H]* 32 302,07 69,97 (18) 122,96 (30)
Imidacloprido 54 [M+H]* 25 256,10 174,90 (15) 208,90 (15)
Lufenuron 10,1 [M-HJ 30 508,95 325,92 (20) 338,93 (12)
Malationa 8,5 [M+H]* 24 331,00 127,00 (12) 98,94 (20)



Tabela 7— Continuacéo.

Voltagem do

lon precursor

fons produtos (m/z)

cone
Analito Tr Aduto _ o
(min) V) (m/z) (energia de coliséo - eV)

Quantificacao Confirmacéo
Metomil 3,9 [M+H] 14 163,01 88,01 (10) 105,98 (12)
Pendimetalina 10,2 [M+H] 20 282,11 212,07 (10) 194,10 (18)
Piraclostrobina 9,4 [M+H]* 24 388,12 194,03 (12) 163,11 (24)
Pirimicarbe 7,3 [M+H]* 30 239,11 72,00 (20) 182,09 (14)
Simazina 6,6 [M+H]* 42 202,11 124,06 (16) 131,96 (18)
Teflubenzurom 10,0 [M-HJ 26 378,87 338,86 (10) 195,87 (22)
Tiacloprido 6,4 [M+H]* 36 253,00 125,99 (20) 90,03 (38)
Tiametoxam 4,6 [M+H] 26 292,00 210,96 (12) 180,96 (22)
Triadmefom 8,4 [M+H]* 34 294,06 69,00 (20) 197,03 (14)
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Como apresentado na Tabela 7, foram determinados o0s ions precursores, 0S
ions de quantificacdo e os ions de confirmacgéao para analise por ESI*/ESI-, bem como
os valores de energia de colisdo e de voltagem do cone para cada pesticida. Em
seguida, com esses parametros estabelecidos, foi criado um método de
Monitoramento de Reacdes Multiplas (MRM) para a quantificacdo dos compostos
alvo. Este método é importante em estudos de monitoramento de moléculas alvos por

espectrometria de massas, pois possibilita uma maior sensibilidade na quantificacao.

4.2.1 Condigbes instrumentais de analise

Uma vez que a condicdo cromatografica (escolha do solvente de eluicéo) havia
sido definida apds a otimizacdo com o cromatégrafo a liquido Nexera UC como melhor
arranjo de solvente/aditivo para o grupo de analitos, esse parametro foi entdo mantido,
sendo realizados novos estudos de separacdo cromatografica devido a mudanca de
equipamento e de fase estacionaria (coluna), e com isso, foi construido um novo

gradiente de eluicao.

Apbés os testes para otimizacdo das condicbes cromatogréficas, ficaram
definidas como condicdes: coluna analitica ACQUITY CSH Fenil-hexil (50 mm x 2,1
mm x 1,7 ym), fase moével composta por metanol e agua, ambas com formiato de
amonio 5 mmol L, temperatura do forno da coluna, 40 °C, vazao da fase moével 0,15
mL min-, volume de injecdo 5 yL. O cromatograma da solugdo conjunta de pesticidas

com os parametros otimizados pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6— Cromatograma obtido no modo de aquisicdo por monitoramento de reacbes multiplas
(MRM) de uma solucdo conjunta de pesticidas com concentracdo de 10 pg L adquirido apés a
otimizacdo do gradiente de elui¢do, vazao e volume de inje¢do no sistema Xevo TQD.
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Identificacdo dos picos no cromatograma: 1- metomll, 2- tiametoxam, 3-
clotianidina, 4-dimetoato, 5- imidacloprido, 6- acetamiprido, 7- aldicarbe, 8- tiacloprido,
9- simazina, 10- carbofurano, 11- carbaril, 12- atrazina, 13- pirimicarbe, 14- flutriafol,
15-diurom, 16- ametrina, 17- triadimefom, 18- malationa, 19- alacloro, 20-
azoxistrobina, 21- piraclostrobina, 22-bromuconazol, 23- difenoconazol, 24- clorpirifs,
25- teflubenzurom, 26- Ilufenurom, 27- pendimentalina, 28- cipermetrina, 29-

deltametrina.

Para os dois sistemas distintos de equipamentos (Cromatégrafo Nexera UC e
Espectrdmetro de massas MS-2020; Acquity UPLC com Espectrdmetro de massas
Xevo TQD), a composicédo da fase mével contendo metanol (5 mmol L de formiato
de amonio) e uma solucéo aquosa (5 mmol L de formiato de aménio), assim como a
fonte de ionizagdo ESI, demonstraram ser adequadas para a analise do grupo de

pesticidas investigado.
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4.3 Procedimento de extracado por uMSPD

A MSPD foi escolhida por ser uma técnica eficiente, de baixo custo, tempo
reduzido de preparo da amostra e simplicidade, o que permite que seja adotada
facilmente em qualquer laboratorio. Estas caracteristicas sdo devido a combinacéo da
ruptura da amostra, extracao dos analitos e limpeza do extrato sem a necessidade de
equipamentos sofisticados para a sua execucao. A eficiéncia do processo pode ser
otimizada com algumas variaveis, incluindo a selecdo do tipo apropriado de
adsorvente, a propor¢ao entre a massa do adsorvente e a massa da amostra, o tempo

de homogeneizacao, a composicéo e o volume do solvente extrator [69].

Os ensaios de recuperacdo foram realizados fortificando-se a matriz com uma
aliquota de concentracdo conhecida da solucdo padrdo dos pesticidas. Foram
realizadas as extracdes necessarias para obter valores de recuperacao percentual
entre 70 e 120% e de coeficientes de variacdo inferior a 20% para 0s pesticidas
estudados [51].

Diante disso, o C18 (octadecilsilano) foi escolhido como adsorvente para 0s
testes iniciais com a MSPD, a fim de extrair seletivamente os 29 pesticidas na matriz
goiaba in natura. Esse adsorvente possui ampla aplicacdo em amostras diversas,
sobretudo na extracdo de pesticidas multiclasse em frutas devido as suas
propriedades apolares e mecanismo de retencédo por particdo. As principais forcas
quimicas e fisicas que atuam entre as moléculas do analito e este sorvente sdo as
interacfes de Van der Waals, por meio das ligac6es carbono-hidrogénio do analito

com o grupo funcional da superficie da silica [70].

Neste teste inicial foi utilizada a proporcédo matriz/adsorvente (1:1 m/m), 0,5 g da
goiaba in natura; 0,5 g de C18; 0,5 g de sulfato de sodio anidro (Naz2S0a4), para
remocdo da agua da amostra; e 5 mL de metanol como solvente de eluicdo. O
homogeneizado e o sulfato de sédio anidro foram empacotados em um cartucho vazio
de SPE com capacidade de 6 mL. A eficiéncia do processo de extracdo por meio de

valores de recuperacgéo podem ser vistos na Figura 7.
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Figura 7— Eficiéncia na recuperacéo (%) (n=3) dos 29 pesticidas, com um nivel de fortificacdo de 0,5
ug g1, utilizando 0,5 g de goiaba in natura, 0,5 g de C18 e eluicdo com 5 mL de metanol.
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De modo geral, a extracdo se mostrou eficiente para todos os pesticidas,
apresentando valores de recuperacao na faixa de 64,4 — 88,5% com valores de desvio
padréo entre 1,5 e 15,6%. Como a extracdo apresentou valores de desvio padrao com
alta dispersao, optou-se por realizar um teste de liofilizacdo na amostra, visto que os
desvios podem ter sido causados pela grande presenca de agua na amostra, 0 que
gue diminui a interacdo do adsorvente com os analitos mais adsorvidos dentro da
estrutura da matriz, tornando-os menos disponivel para a extracdo [83,84]. Além de
isentar a amostra de agua, a liofilizac&o representa a isencéo de reagentes hidroéfilos

como o sulfato de sédio anidro do procedimento.

4.4 Avaliacdo do processo de liofilizacdo para a eficiéncia de extracao por
UMPSD

A liofilizacdo € uma técnica utilizada para reduzir a umidade a partir do
congelamento e subsequente sublimacao da agua, utilizando baixas temperaturas de
secagem e pressoes reduzidas. Além disso, a liofilizacdo € adequada para conservar

alimentos pereciveis como a goiaba, o que garante a preservacao as propriedades



53

guimicas e sensoriais da amostra. Visto que, mudancas na bioquimica dessa, podem

prejudicar a analise laboratorial [71].

Para avaliar a influencia da liofilizacdo no desenvolvimento do método deste
trabalho foram realizados dois testes comparativos. O primeiro teste consistiu em
observar a perda massica de dgua na amostra de goiaba ap0s liofilizac&do, que poderia
sugerir a massa de trabalho a ser utilizada. O segundo teste foi realizado para verificar
a possibilidade de perda de analitos pela durante o processo de liofilizagao.

De acordo com os resultados do procedimento descrito no subitem 3.6, foi
observado no processo de liofilizagdo que a composicdo da massa residual medida
em triplicata foi a mesma para todas, o que correspondeu a uma perda de massa de
cerca de 83,0 + 0,22%, que corresponde a umidade da amostra. Portanto,
aproximadamente 17,0% da goiaba foi recuperada das andlises em triplicata da
massa de 10 gramas da amostra. Sendo assim, foi realizado um célculo (Equacéo 1)
para determinar a massa de goiaba liofilizada correspondende a 0,5 grama da goiaba
in natura, e assim foi obtido o valor de 0,085 grama da amostra liofilizada para os

ensaios seguintes.

0,5%17 _
100

(Massa da amostra liofilizada) = 0,085g (Equacao 1)

Diante do exposto, a liofilizacdo foi uma acéo estabelecida para conservar as
propriedades quimicas da goiaba, minimizar a geracao de residuos, visto que elimina
0 uso do Na2SOs4, reduz a massa de amostra necessaria no procedimento e, por
consequéncia do adsorvente, haja visto que a amostra desidratada requer menos

adsorvente para se obter um po6 seco e homogéneo ap0s a maceracao.

4.4.1 Avaliacdo da extracao na goiaba in natura e liofilizada

De inicio, um estudo de interacdo dos analitos com a matriz foi feito para avaliar a
possibilidade de perda dos analitos com a liofilizagdo. Os testes de recuperacéo (n=3)

seguiram a sequéncia: (1) medir a massa em vidro de reldgio (2) fortificar uma aliquota
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da amostra no nivel de 0,5 pg g* (3) avaliar a recuperagcdo dos pesticidas,
considerando: A) amostra de goiaba in natura [(0,5 g) + 0,5 g de C18] e (B) amostra
de goiaba liofilizada [( 0,085 g) + 0,085 g de C18], utilizando 5 mL de metanol em
ambas as extracbes. As médias das recuperacbes e desvios padrdoes estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8— Eficiéncia de recuperacao (%) (n=3) dos pesticidas nas amostras de goiaba in natura e
liofilizada e os seus respectivos desvios padrdes relativos (DPR).

Extracéo

A) Amostrain natura B) Amostra liofilizada

Analito ~(0,5 9) (01085 9)
Recuperacéao DPR Recuperacéao DPR
(%) (%) (%) (%)
Acetamiprido 83,7 10,04 99,0 3,0
Alacloro 85,1 10,9 99,1 1,4
Aldicarbe 76,6 9,1 87,9 2,6
Ametrina 79,0 9,7 94,2 1,5
Atrazina 82,4 8,1 98,0 3,0
Azoxistrobina 81,3 8,2 98,7 0,5
Bromuconazol 80,7 13,2 100,6 1,2
Carbaril 84,5 12,3 97,7 2,0
Carbofurano 84,4 15,6 99,7 1,3
Cipermetrina 79,3 5,63 95,7 3,9
Clorpirifés 77,0 10,3 95,9 2,7
Clotianidina 79,8 15,6 100,7 2,9
Deltametrina 64,4 1,5 91,9 7,9
Difenoconazol 76,3 8,9 99,0 0,8
Dimetoato 80,8 9,0 96,4 0,5
Diurom 87,3 13,9 95,1 2,7
Flutriafol 82,6 14,4 98,7 0,6
Imidacloprido 85,3 9,4 98,3 19
Lufenuron 86,9 8,3 98,8 0,4
Malationa 81,1 10,7 98,9 0,7
Metomil 88,5 6,7 94,5 1,0
Pendimetalina 76,8 11,0 90,2 2,4
Piraclostrobina 79,6 6,9 96,0 0,7
Pirimicarbe 81,1 12,2 96,3 2,0
Simazina 82,8 11,5 97,9 2,0
Teflubenzurom 78,5 7,0 94,1 3,7
Tiacloprido 81,6 9,5 95,7 2,2
Tiametoxam 88,0 12,0 98,1 1,8
Triadimefom 83,9 12,1 99,2 0,3

Ao observar os resultados apresentados na Tabela 8, foi possivel perceber que

para a goiaba liofilizada foram obtidos maiores valores de recuperacao (de 87,9 —
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100,7 %) com valores de desvio padréo inferiores a 8% para todos os pesticidas.
Sugere-se que como 0s analitos e provavelmente muitos compostos coextraidos
sejam polares nesta matriz com alto contéudo de agua, o uso do C18 acaba nao
obtendo a mesma eficiéncia que na amostra de goiaba desidratada, jA& que esse
adsorvente € hidrofobico [72]. Sendo assim, o procedimento de extracdo utilizando a
goiaba liofilizada € consideravelmente mais adequado pois fornece resultados com
melhor repetitividade e reprodutibilidade, e por isso foi incorporado ao método como
uma etapa de pré-tratamento da amostra.

4.5 Avaliacdo do biocarvao de aguapé como sorvente na uMSPD

O biocarvao de aguapé, Eichhornia crassipes, foi avaliado como adsorvente
alternativo para a extragdo de 29 pesticidas em goiaba. O teste foi realizado
mantendo-se a propor¢ao matriz/adsorvente (1:1 m/m), 0,085 g da amostra liofilizada,
0,085 g do biocarvéo e fortificacdo da amostra de 0,5 pug g*. O tempo de maceragéo
foi de 3 minutos, e 5 mL de metanol como solvente de eluicdo. Os valores de
recuperacdo em comparacao aos resultados obtidos com C18 sob as mesmas

condicBes experimentais estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8— Eficiéncia na recuperacao (%) (n=3) dos residuos de pesticidas com o uso do biocarvao em
comparacédo com o C18 como material adsorvente na uMSPD, considerando o nivel de fortificagdo de

0,5pg g™.
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Observando o grafico da Figura 8, verifica-se que as recuperacfes variaram
entre 72 e 101% com desvios padrdes de 1,2 a 9,5%. Sendo assim, o biocarvéo
mostrou-se eficiente para ser utilizado como adsorvente para a finalidade do trabalho,
uma vez que possibilitou recuperacdes superiores a 70% e baixos valores de
disperséo. Além disso, o biocarvao de aguapé é uma froma de tornar o procedimento
mais ambientalmente amigavel e sustentavel, visto que € produzido a partir de uma

biomassa alternativa [73—75].

4.5.1 Avaliacdo da perda de pesticidas durante a liofilizac&o

Em teoria, a desidratacdo da amostra por liofilizacdo ndo ocasiona uma
reducgéo significativa dos residuos de pesticidas nas amostras, tendo em vista que as
condicdes de baixa temperatura e baixo volume de oxigénio contribuem para
minimizar a degradacao dos pesticidas [79]. No entanto, com o intuito de simular a
extracdo dos pesticidas de uma amostra comercial de goiaba, foi realizada a

fortificacdo da amostra antes do procedimento de liofilizacao.
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Na Figura 9 esta apresentado um gréafico comparativo dos resultados obtidos,
entre fortificar a amostra antes de realizar o procedimento de liofilizacéo e fortificando
a amostra apos ser liofilizada. Com isso, foi possivel notar que fortificando a amostra
antes de ser realizado o procedimento de liofilizag&o, as recuperagdes ficaram na faixa
de 59—106% e desvios padrdes relativos inferiores a 9%, sendo que 25 dos pesticidas

apresentaram recuperacdes acima de 70%.

Figura 9— Estudo de recuperacéo dos pesticidas comparando a amostra de goiaba fortificada
antes e apo6s o processo de liofilizagdo, utilizando biocarvdo como adsorvente de extragéao.

120 T+ T

110 T T
100 + ) T 1

0 O
o o
y y

H

H

H
I
H
—
H
—
i
=
—
—
—

H
—
—
|

H
H—
|
H
HH
H
i

RECUPERACAO (%)
= N w B [ Q ~
O O O o o o o
IH
H
i
H

o

Diurom
Flutriafol
Imidacloprido
Metomil

Pendimetalina

Alacloro
Piraclostrobina

Aldicarbe
Carbaril

Carbofurano
Simazina

Ametrina
Atrazina
Azoxistrobina
Bromuconazol
Clorpirifés
Clotianidina
Deltametrina
Dimetoato
Lufenuron
Malationa
Teflubenzurom

Difenoconazol
Pirimicarbe

Acetamiprido
Cipermetrina
Tiacloprido
Tiametoxam
Triadimefom

OApés DOAntes

A fortificacdo da amostra, antes de realizar a liofilizac&o, foi incorporada ao
procedimento. Considerando que, para quatro pesticidas houve uma reducao
significativa nos valores de recuperacéo, quando comparada com a fortificacdo apos
a liofilizagéao, sendo eles: aldicarbe (62 £ 2%), atrazina (63 £ 3%), carbofurano (68 *
6%) e pendimentalina (59 + 3%). A reducdo na recuperacdo dos pesticidas, apés
passar pelo processo de liofilizac&o, pode estar relacionado com a volatilidade dos

pesticidas na amostra seca [79,80,86].

Por fim, as melhores condi¢des para a extragcao dos 29 pesticidas em goiaba
foram: 0,085 g de goiaba liofilizada, 0,085 g de biocarvdo de aguapé como agente

dispersante, maceracao continua por 3 minutos, tranferéncia completa da amostra
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homogeneizada para cartucho SPE ( modelo de 4 mL), eluicdo com 5 mL de metanol
em sistema de vacuo, retirada de aliquota para analise por cromatografia liquida e

espectrometria de massas.

4.6 Validacdo de método

Os parametros adotados para o0 ensaio de validacdo do método analitico para os
29 pesticidas em goiaba foram: linearidade, sensibilidade, efeito matriz, exatidao,
precisao, limite de deteccéo e limite de quantificacdo, de acordo com os protocolos
estabelecidos pela SANTE [55] e ANVISA [56].

4.6.1 Linearidade e sensibilidade

Por se tratar de um método quantitativo é preciso que se conheca a
dependéncia entre a resposta medida no equipamento e a concentracdo conhecida
dos analitos. A linearidade € obtida por meio de uma equacao da reta geralmente “y
= ax + b” e pela avaliacdo do seu coeficiente de determinacéo (r2) ou correlacdo (r)
[56].

Para obtencdo das curvas analiticas foi preparada uma solucdo padrao
conjunta dos pesticidas em metanol, a uma concentracédo de 1000 pg L1, a partir dela
foram preparadas solugdes trabalho para compor a curva, nas concentracoes: 0,25;
0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; ug L. As andlises foram feitas em triplicata (n=3), ap6s
a aquisicdo dos dados as curvas foram construidas a partir da relagdo entre
concentracéo e area do ion de quantificagdo de cada pesticida. A Tabela 9 demonstra
as equacodes da reta e os coeficientes de determinacéao (r?) obtidos a partir das curvas
analiticas de cada pesticida estudado por LC-MS/MS.



Tabela 9— Intervalo de concentracdo, equacao da reta e coeficiente de determinacéo para curva de calibracdo em metanol para os pesticidas.
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Intervalo de Intervalo de
Pesticidas Concentracéao Solvente Pesticidas Concentracéao Solvente
(ug LY Equacdo dareta r? (Mg LY Equacdo dareta r?
Acetamiprido 0,25-100 y=14423012x + 6233143 0,9998 Diurom 0,25-100 y= 8666304x + 3848838 00,9998
Alacloro 0,25-100 y= 28802269x + 3338147 0,9999 Flutriafol 0,5- 100 y= 24146897x + 23087852 0,9988
Aldicarbe 0,25-100 y=6712077x + 5753617  0,9983 | Imidacloprido 0,25-100 y= 2264836x + 1816616 0,9992
Ametrina 0,25-100 y=8445738x + 1129498  0,9999 Lufenuron 0,5- 100 y=823409x + 753891  0,9995
Atrazina 0,25-100 y=6317726x + 2763005  0,9998 Malationa 0,25-100 y=7799051x + 1799951 0,9999
Azoxistrobina 0,25-100 y=40072399x + 40072399 0,9994 Metomil 0,25-100 y=7799051x + 6938009 0,9998
Bromuconazol 0,25-100 y= 6934575x+ 9636629  0,9996 | Pendimetalina 0,25-100 y=6701322x -785582  0,9995
Carbaril 0,25-100 y=22657180x + 10540533 0,9996 | Piraclostrobina 0,25-100 y=15870104x + 2724946 0,9995
Carbofurano 0,25-100 y=23486969x + 10428641 0,9997 Pirimicarbe 0,25-100 y= 54358545x + 18083967 0,9998
Cipermetrina 0,25-100 y=2141560x + 14186153 0,9975 Simazina 0,5- 100 y=2505106x + 500582  0,9999
Clorpirifos 0,5- 100 y=1899247x + 3433 0,9998 | Teflubenzurom 0,25-100 y=4331557x + 6866709 00,9996
Clotianidina 0,25-100 y=2735286x + 1675015  0,9995 Tiacloprido 0,25-100 y=17596970x + 11318885 0,9996
Deltametrina 0,25-100 y=184199x + 1383259 0,9999 | Tiametoxam 0,25-100 y=9494466x + 6198641 0,9991
Difenoconazol 0,25-100 y=4907365x + 3747203  0,9994 | Triadimefom 0,25-100 y=5957556x - 414435 0,9997
Dimetoato 0,25-100 y=12693598x + 3425626 00,9999
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Como é notado, elevados valores de coeficiente de determinacdo (>0,99)
indicam uma alta correlacéo linear entre a concentracdo dos alcaloides e as respostas
cromatograficas para o intervalo em que foi proposto para o método; estando de
acordo com a recomendacdo dada por 6rgdos de regulamentacdo de métodos
analiticos tais como ANVISA e INMETRO. A partir das equacdes das retas foi possivel
inferir também a respeito da sensibilidade analitica do método de analise tomando
como parametro os coeficientes angulares, que indica o quéo sensivel o método é
capaz de distinguir com fidelidade concentragdes muito préximas, onde quanto maior
a inclinacdo da reta maior a sensibilidade. Desta maneira, nota-se que o pesticida que
apresenta uma maior sensibilidade de resposta com a variacdo de concentragéo foi a
azoxistrobina, enquanto a deltametrina apresentou-se como 0 composto com menor
sensibilidade [56, 76].

4.6.2 Efeito Matriz

O efeito matriz é o efeito dos componentes da matriz na resposta analitica. Este
parametro esta diretamente relacionado com a seletividade do método analitico,
demonstrada por meio da capacidade do método de identificar ou quantificar o analito,
inequivocamente, na presenca de componentes que podem estar presentes no extrato

da amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz [56].

O efeito matriz pode ser avaliado por meio da razao entre os coeficientes angulares
(RCA) das equacbes das retas obtidas a partir das curvas de calibracdo para os
analitos preparados no extrato da matriz e em solvente puro. Portanto, foram
construidas curvas analiticas: uma a partir da diluicdo da solucdo padrdo em metanol
e outra pela diluicdo em extrato da amostra ap0s o processo de extracdo por UMSPD.
Todos os pontos na curva do extrato da matriz foram realizados a partir da diluicdo de
50 pL de solucédo padrédo em 950 pL do extrato. O estudo foi feito desta forma a fim
de evitar a diluicdo excessiva do extrato da matriz. A Tabela 10 apresenta as equacgoes

das retas dos pesticidas preparadas na concentracédo de 0,25 a 100 ug L.



Tabela 10— Intervalos de concentracao, equacdes da reta, coeficientes de determinacédo e razao dos coeficientes angulares para os pesticidas.
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Pesticidas Intervalo de Co_?centragéo Solvente Extrato
(Mg L7) Equacdo dareta r? Equacdo da reta r? RCA

Acetamiprido 0,25-100 y = 14423012x + 6233143 0,9998 vy =5959314x + 8437743  0,9994  0,4132
Alacloro 0,25-100 y = 28802269x + 3338147 0,9999  y=18389615x + 5616111  0,9993  0,6382
Aldicarbe 0,25-100 y = 6712077x + 5753617  0,9983 y = 766942x + 512136 0,9992 0,1147
Ametrina 0,25-100 y = 8445738 x + 1129498  0,9999  y=6755377x + 7781635  0,9989  0,7997
Atrazina 0,25-100 y = 6317726x + 2763005 0,9998  y =3302683x + 54622112  0,9984  0,5228
Azoxistrobina 0,25-100 y = 40072399 x + 40072399 0,9994  y = 15920606x + 55101531  0,9937  0,3973
Bromuconazol 0,25-100 y = 6934575x+ 9636629  0,9996  y=6891422x + 9636629  0,9998  0,3973
Carbaril 0,25-100 y = 22657180x + 10540533 0,9996 y=11703713x + 20380270  0,9966 0,5161
Carbofurano 0,25-100 y = 23486969x + 10428641 0,9997 v =7770263x + 154704796  0,9956  0,3308
Cipermetrina 0,25-100 y = 2141560 x + 14186153 0,9975 y = 930655x + 8199613 0,9926 0,4345
Clorpirifés 0,5-100 y =1899247x + 3433 0,9998  y=1602648x + 6519739  0,9993 0,8456
Clotianidina 0,25-100 y = 2735286x + 1675015  0,9995 y = 1014279x + 959175 0,9982 0,3708
Deltametrina 0,25-100 y = 184199x + 1383259  0,9999 y = 868405x + 3154272 0,9997  0,4002
Difenoconazol 0,25-100 y = 4907365x + 3747203  0,9994  y=2151702x + 3055689  0,9997  0,4398
Dimetoato 0,25-100 y = 12693598x + 3425626  0,9999 y = 7282822x + 723370 0,9981 0,5733
Diurom 0,25-100 y = 8666304x + 3848838  0,0998  y=5247216x + 8841154  0,9979  0,6050
Flutriafol 0,5-100 y = 24146897x + 23087852 0,9988  y =8733803x + 15544201  0,9992 0,3611
Imidacloprido 0,25-100 y =2264836 x + 1816616 9992 vy =1384073x + 16462108,31 0,9975 0,6101
Lufenuron 0,5-100 y = 823409x + 753891  0,9995 y = 813836x + 1717511 0,9973 0,9883



Tabela 10— Continuagéo.

62

Pesticidas Intervalo de Co_?centragéo Solvente Extrato
(hg L7) Equacéo dareta r Equacéo dareta r? RCA

Malationa 0,25-100 y =7799051x + 1799951 0,9999 vy =6755377x + 7781635,138 0,9989 0,8662
Metomil 0,25-100 y = 7799051x + 6938009 0,9998 y = 6985473x + 17882914 0,9979 0,4329
Pendimetalina 0,25-100 y = 6701322x -785582 0,9995 y = 3575072x + 94395655 0,9907 0,5330
Piraclostrobina 0,25-100 y = 15870104x + 2724946 0,9995 y =16185121x + 22558913 0,9981 0,7652
Pirimicarbe 0,25-100 y = 54358545x + 18083967 0,9998 y = 33902326x + 42138778 0,9912 0,6233
Simazina 0,5-100 Y = 2505106x + 500582  0,9999 y =1126427x + 1168419 0,9977 0,4496
Teflubenzurom 0,25-100 y =4331557x + 6866709  0,9996 y = 3351842x + 8000796 0,9971 0,7738
Tiacloprido 0,25-100 Y =17596970x + 11318885 0,9996 y =9312293x + 10122392 0,9991 0,5286
Tiametoxam 0,25-100 y = 9494466x + 6198641  0,9991 y =5137642x + 6949269 0,9973 0,5403
Triadimefom 0,5-100 y = 5957556x - 414435 0,9997 y =2261715x + 2284834 0,9991 0,3796
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O efeito de matriz nulo ocorre quando os graficos de calibragdo construidos
em solvente e em matriz possuem a mesma inclinacdo. A supressao do sinal
entre a faixa de 0-20% (RCA 1 £ 0,20) é considerada efeito matriz irrelevante,
entre 20 e 50% (RCA 1 £ 0,20-0,50) de baixa supresséo de sinal e acima de 50%
(RCA 1 = 0,50) uma supressao significativa do sinal [77,78]. Baseado nisso, as
curvas analiticas, apresentadas na Tabela 10, mostraram que o efeito matriz foi
significativo para 13 pesticidas analisados. Enquanto que para 16 analitos o
efeito matriz foi inferior a 50% representando uma baixa influencia na supressao
de sinal. Sendo assim, com a finalidade de minimizar o efeito matriz, os ensaios
de quantificacéo foram realizados a partir de solucdes dos pesticidas preparadas

com o extrato da matriz [77].

4.6.3 Exatidao e precisao

Com o intuito de assegurar a eficiéncia do método de extracdo em diferentes
niveis de concentracao analitica, foram avaliados os parametros de exatiddo e
precisdo. A exatiddo do método foi avaliada a partir de ensaios de recuperacao
da amostra de goiaba em trés niveis de concentracdo (0,01, 0,05 e 0,1 ug g)
para cada pesticida e em quintuplicata para cada nivel. A precisao foi avaliada a
partir de ensaios de repetibilidade, em que foi utilizado o mesmo método, para a
mesma amostra, no mesmo laboratorio, pelo mesmo operador, usando o mesmo
equipamento com analises realizadas no mesmo dia (intradia) e em trés dias
diferentes (interdia), partindo do critério de aceitabilidade de que o valor do
desvio padréo relativo seja inferior a 20% [55,56].

As concentragées de 0,01; 0,05 e 0,1 pg g*' foram adotadas para o
procedimento de validacdo do método, com o intuito de assegurar a exatidao e
precisdo com valores aceitos (70-120%; RSD < 20% respectivamente) pelas
diretrizes utilizadas como referéncia, além disso sdo concentragfes que se
encontram dentro da faixa utilizada para a construcdo da curva de calibracao
como sugerido pela Anvisa [56]. A Tabela 11 apresenta os valores de exatidédo
e de precisédo encontrados para amostra de goiaba.
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Tabela 11— Valores de Recuperacado (%) médio avaliados para ensaio de exatidao e precisdo
realizados para validacéo.

Recuperacdo média (DPR) (%)
Fortificacdo nos niveis em (ug g?)

Pesticida Intradia Interdia
(n=5) (n=15)
0,01 0,05 0,1 0,01 0,05 0,1
Acetamiprido 89 (3) 91 (3) 86 (3) 92 (5) 89 (2) 93 (4)
Alacloro 96 (5) 87 (5) 85 (5) 90 (6) 85 (5) 83 (5)
Aldicarbe 50 (4) 54 (12) 62 (2) 62 (7) 59 (4) 63 (5)
Ametrina 76 (7) 95 (1) 80 (7) 93 (11) 85 (8) 88 (7)
Atrazina 48 (6) 67 (2) 63 (3) 52 (11) 65 (2) 64 (10)

Azoxistrobina 93 (5) 98 (2) 105 (5) 97 (5) 97 (3) 98 (6)
Bromuconazol 102 (7) 86 (5) 89 (5) 90 (11) 93 (5) 89 (11)

Carbaril 793) 882 78(5) 82 (6) 87(3) 85(7)
Carbofurano 713) 702 71(4) 72(10) 70(3)  76(9)
Cipermetrina 96 (4) 106(7) 78(9) 96 (6)  99(11) 96 (15)

Clorpirifés 97 (9) 82(3)  78(7) 89 (7) 80 (7) 79 (10)
Clotianidina 85(5) 88(5) 81(6) 85 (6) 90 (4) 90 (6)

Deltametrina 108 (8) 109 (5) 81 (6) 88 (14) 95 (9) 98 (13)
Difenoconazol 97 (7) 97 (2) 92 (3) 99 (7) 97 (6) 92 (5)

Dimetoato 86 (1) 89(1) 84(2 89 (3) 892 92(7)
Diurom 91(3) 92(2) 81(5) 87 (5) 88(5) 84 (4)
Flutriafol 81(2) 91(5) 88(7) 83 (5) 92(3) 88(7)
Imidacloprido 95(7) 116(3) 96(2)  111(13) 114(9) 94 (9)
Lufenuron 94(3) 93(8) 94 (5) 93 (6) 89(5) 93(8)
Malationa 97 (4) 85(3)  85(3) 94 (4) 85(3)  84(8)
Metomil 7006) 7703 79(2) 70 (4) 78(2)  81(6)

Pendimetalina 38(5) 56(4) 59 (3) 45 (8) 53(3) 61 (11)
Piraclostrobina ~ 93(4) 96(2) 87(5) 95(12) 95(3) 91(7)

Pirimicarbe 93 (5) 100 (3) 88 (4) 89 (5) 97 (4) 95 (5)
Simazina 92 (3) 86 (4) 81 (3) 88 (3) 89 (3) 88 (5)
Teflubenzurom 91 (3) 88 (7) 84 (6) 90 (16) 92 (5) 90 (7)
Tiacloprido 87 (3) 89 (2) 85 (5) 88 (5) 89 (5) 89 (5)
Tiametoxam 89 (4) 91 (3) 90 (4) 92 (4) 92 (3) 92 (3)
Triadimefom 96 (4) 87 (4) 83 (6) 94 (8) 91 (5) 91 (5)

A Tabela 11 exibe os valores encontrados para os testes de exatidao e
precisao intermediaria em amostras de goiaba. Os valores de recuperacédo e
coeficientes de variacdo indicam que o método proposto apresenta otima
exatiddo e precisdo intermediaria para os niveis de concentracdo avaliados,

tendo em vista que os resultados se encontram dentro do faixa de 70-120% e
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inferiores a 20% respectivamente, para 25 pesticidas, conforme proposto pela
SANTE [55].

4.6.4 Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e quantificacédo (LQ) foram definidos a partir dos
resultados obtidos pelos ensaios de linearidade e efeito matriz. Considerando o
efeito provocado pela matriz no processo de ionizagédo dos analitos, tomou-se
como parametro a faixa linear de trabalho proveniente das curvas analiticas
construidas pelos extratos de goiaba fortificados. Também, considerando a
natureza sélida da amostra, os resultados séo apresentados (Tabela 12) a partir

da relacdo massa/massa (analito/amostra), ou seja, ug g.

Neste trabalho os valores de LD e LQ foram calculados com base nas
Equac0es 2 e 3, a qual pode utilizar os parametros da curva analitica e/ou ensaio

de recuperacao
LD = 33+ (Equagdo 2) LQ = 10+ (Equago 3)

Em que s representa a estimativa do desvio padrao do coeficiente linear e o
S representa o coeficiente angular da curva analitica [53, 55].
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Tabela 12— Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagdo (LQ) do método; limite maximo de
residuo (LMR).

Pesticida Limite de Deteccdo Limite de Quantificacao LMR
(g gD (Mg g (g gD
Acetamiprido 0,001 0,004 0,010 ;1,00*
Alacloro 0,001 0,004 0,010
Aldicarbe 0,001 0,004 0,020
Ametrina 0,002 0,005 -
Atrazina 0,003 0,009 0,050
Azoxistrobina 0,002 0,007 0,200 ; 0,200*
Bromuconazol 0,001 0,010 0,010 ; 0,050*
Carbaril 0,003 0,009 0,010
Carbofurano 0,001 0,003 0,010
Cipermetrina 0,002 0,005 0,050
Clorpirifés 0,003 0,010 0,010
Clotianidina 0,002 0,006 0,010
Deltametrina 0,001 0,003 0,010 ; 0,080*
Difenoconazol 0,001 0,003 0,100
Dimetoato 0,002 0,007 0,010 ; 0,600%
Diurom 0,002 0,007 0,010
Flutriafol 0,001 0,005 0,010
Imidacloprido 0,003 0,008 0,010 ; 0,100%
Lufenuron 0,003 0,009 0,010 ; 0,700%
Malationa 0,002 0,005 0,020
Metomil 0,001 0,002 0,010
Pendimetalina 0,009 0,028 0,050
Piraclostrobina 0,002 0,007 0,020
Pirimicarbe 0,005 0,010 0,010
Simazina 0,003 0,008 0,010
Teflubenzurom 0,004 0,012 0,010
Tiacloprido 0,002 0,005 0,010
Tiametoxam 0,003 0,008 0,010
Triadimefom 0,002 0,006 0,010

Fonte: [40*,81].

Os valores de limites atribuidos ao método (LD e LQ) séo satisfatérios,
uma vez que o instrumento apresenta a capacidade de detectar (0,001 — 0,009
ug gl) e quantificar (0,002— 0,028 ug g*) em baixas concentracdes para todos
os analitos. Além disso, em consulta aos materiais legais sobre residuos de
pesticidas em goiaba foram encontrados limites maximos de residuos (LMR’s)
para quase todos os pesticidas em estudo [40,81]. Com isso, a0 comparar 0s
valores de LD e LQ obtidos no método com os LMR’s existentes, estes
resultados séo considerados adequados, visto que se encontram igual ou abaixo

do que é previsto pelos protocolos dos 6rgéos oficiais.
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4.7 Comparacdo do método proposto com outros métodos analiticos para

determinacdo de pesticidas em goiaba

Para destacar a qualidade do método proposto, alguns parametros

analiticos foram comparados a outros métodos publicados para determinacao de

pesticidas em goiaba. A Tabela 13 descreve os parametros comparados entre

0S métodos.

Tabela 13— Comparacdo do método proposto com outros métodos analiticos para determinacéo de

pesticidas em goiaba.

. LD LQ .
Ref. Amostra Al\gztlci)tcijcoo Solvente Recug)/(i)ragao
(Mgg™h)  (ug g™
Goiaba Metanol } }
 Este UMSPD/ %’%%t %%02% 48 - 116
rabalno 9 p85g) LC-MS/MS (5 mL) : :
. 10 mL acetato
Goiaba de 0.197 97
[22] MSPD/ ila/acet na
(0,5 Q) GC-NPD etila/acetona 0.172 93
(80:20 viv)
Goiaba
[23] MSPD/ }0 mL Ot'e 0100  0.334 90
(0,5 g) LC-UV IClorometano
(26] Goiaba  QuEChERS/ 10 mL de 0.002-  0.005- 25 _ 110
10 GC-MS acetonitrila 0.010 0.030
(10 9)
Goiaba
QUEChERS/ 15 mL de B
[20] acetonitrila na na 86-99

(15g) GC-MSMsS

n.a= nao avaliado.
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5. CONCLUSAO

O método de preparo de amostras associado com a técnica de cromatografia
liguida/espectrometria de massas apresentou resultados excelentes para a
determinacdo de pesticidas (acetamiprido, alacloro, aldicarbe, ametrina,
atrazina, azoxistrobina, bromuconazol, carbaril, carbofurano, cipermetrina,
clorpirifos, clotianidina, deltametrina, difenoconazol, dimetoato, diurom, flutriafol,
imidacloprido, lufenurom, malationa, metomil, pendimetalina, piraclostrobina,
pirimicarbe, simazina, teflubenzurom, tiacloprido, tiametoxam e triadmefom) em

goiaba.

A aplicacdo do biocarvao de Aguapé para a técnica MSPD apresentou 6timo
desempenho comprovando a sua potencialidade para ser utilizado como material
adsorvente para a determinacdo dos pesticidas estudados, uma vez que
apresentou valores de recuperacéo entre 59 e 106%, e RSD < 9%. Desse modo,
0 método que utilizou apenas 0,085 g de biocarvao, 0,085 g de goiaba liofilizada,
5 mL de metanol como solvente de eluicdo e tempo de maceracao de 3 minutos
mostrou-se eficiente para a determinacao de 29 pesticidas de diferentes classes

guimicas em goiaba.

O método de extracdo desenvolvido foi submetido ao processo de validagéo,
no qual foram obtidos valores bastante adequados para 0s parametros
estudados, quais sejam: linearidade (r2 >0,99), seletividade (efeito matriz
variando de 1,2 — 88%), exatidao (entre 48 — 116 %, RSD < 16%), precisdo
(repetibilidade RSD < 12% e preciséo intermediaria RSD < 16%), limite de
detecgdo (LD entre 0,001 — 0,009 ug g?) e limite de quantificacdo (LQ entre
0,002- 0,028 ug g*), atestando a confiabilidade nos resultados obtidos com a

aplicacado do método desenvolvido.

6. PERSPECTIVAS DO TRABALHO

e Aplicar o método desenvolvido em amostras comercias de goiaba do
estado de Sergipe, uma vez que ndo foi possivel realizar devido a

problemas técnicos.
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