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RESUMO
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MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM PESSEGO EM CALDA
AUTORA: FABIANE PINHO COSTA
ORIENTADOR: PROF. Dr. EDNEI GILBERTO PRIMEL
Rio Grande, 27 de abril de 2012.

O pessegueiro é uma planta tipica de clima temperado e para o seu bom desenvolvimento as
condicdes climéticas da regido de plantio devem ser observadas. No Brasil, o estado do Rio
Grande do Sul (RS) apresenta as caracteristicas apropriadas para o cultivo, sendo a cidade
de Pelotas, o maior pélo produtor de péssegos, com destaque para o destino a industria.
Devido ao clima propicio para o cultivo dessas espécies, a cidade de Pelotas investiu na
industrializacdo, sendo atualmente o mais importante fornecedor de péssego em calda,
abastecendo todo o mercado interno. Os insetos, fungos e bactérias representam uma
constante ameaca para o cultivo, pois o pessegueiro é frequentemente atacado por essas
pragas. A forma de controle é o uso de agrotoxicos, sendo que, no Brasil, 30 ingredientes
ativos sdo permitidos para a aplicacdo na cultura do péssego. Com o uso indiscriminado
desses compostos e 0 desrespeito as Boas Praticas Agricolas, residuos de agrotoxicos
podem ser encontrados em alimentos, afetando a seguranca alimentar. Neste trabalho foi
realizado o estudo dos métodos QUEChERS original, citrato e acetato, afim de avaliar a
eficiéncia de extragdo aliada ao efeito matriz (EM) para os agrotoxicos triclorfom, dimetoato,
fentiona, malationa, fenitrotiona, tiametoxam, ciproconazol, tebuconazol, difenoconazol e
azoxistrobina em amostras de péssego em calda drenado e ndo drenado. As determinacgdes
foram realizadas utilizando cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massas (GC-
MS). O método proposto com extracao pelo método QUEChERS original e determinacao por
GC-MS foi validado conforme parametros do INMETRO, ANVISA e SANCO. Os LOQs dos
agrotoxicos para 0 método, variaram entre 1,0 e 10,0 ug kg™. Foi construida a curva trabalho
para avaliar o desempenho do método e a linearidade, sendo que todas as curvas analiticas
apresentaram valores de r maiores que 0,99. Os valores de recuperagéo para 0 péssego em
calda drenado foram de 83,4 a 120,4% com RSD inferiores a 14,9% para a maioria dos
analitos, e de 68,6 a 124,6% com RSD inferiores a 19,8%, para o péssego em calda nao
drenado. O EM predominante em ambas as matrizes foi o enriquecimento, sendo que para o
péssego em calda drenado, houve um maior nimero de analitos com efeito positivo. Para
compensar o EM, foi utilizada a calibragéo por superposicdo na matriz e o padrdo interno. A
eficiéncia do processo foi utilizada para avaliar a performance do método de extracdo e
determinacdo, sendo que para ambas as matrizes, o processo foi eficiente para sete dos dez
analitos. A robustez foi demonstrada utilizando amostras de péssego in natura do tipo dupla
finalidade, apresentado valores de recuperacdes dentro dos limites aceitaveis. A
aplicabilidade do método foi avaliada para trés marcas de péssegos em calda provenientes da
cidade de Pelotas. Residuos de tebuconazol foram detectados em todas as marcas, tanto nas
amostras drenadas como nas ndo drenadas. Dimetoato foi detectado em apenas uma das
marcas, para ambas as amostras. O método mostrou-se adequado a analise dos agrotoxicos
em péssego em calda e todos os parametros de validacdo obtidos estdo dentro dos limites
sugeridos para métodos cromatograficos.

Palavras chave: agrotoxicos; péssego em calda; QUEChERS; GC-MS
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Peach is a typical plant of temperate climate, and for its development the climate
conditions of the producing area should be observed. In Brazil, Rio Grande do Sul (RS)
state has the suitable characteristics for its cultivation, and Pelotas city, is the largest
supplier center of peaches, especially which one destined for the industry. Due to the
favorable climate for the cultivation of these species, Pelotas city is the most important
supplier of processed peaches nowadays. Insects, fungus and bacteria pose a constant
risk to the fruit quality because the peach is often attacked by these diseases. The wayof
control employed is the use of pesticides, and in Brazil, 30 active ingredients are allowed
for application in peach. Due to the widespread use of pesticides and the non-respect of
the Good Agricultural Practice, pesticide residues can be found in food, affecting the food
security. In this work the study of original, citrate and acetate QUEChERS methods was
performed in order to evaluate the extraction efficiency and the matrix effect (ME) for the
pesticides trichlorfon, dimethoate, fenthion, malathion, fenitrothion, thiamethoxam,
cyproconazole, tebuconazole, difenoconazole and azoxystrobin in drained and undrained
processed peaches samples. The determinations were performed using gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The proposed method with
extraction by original QUEChERS method and determination by GC-MS was validated
according to parameters suggested by Instituo Nacional de Metrologia, Normalizagéo e
Qualidade Industrial (INMETRO), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
and Comission of the European Communities (SANCO). The method LOQs ranged
between 1.0 and 10.0 pg kg™. Working curve was constructed to evaluate the method
performance and the linearity. All analytical curves showed r values higher than 0.99.
The recovery values for the drained processed peaches are from 83.4 to 120.4% with
RSDs lower than 14.9% for most of the analytes, and from 68.6 to 124.6% with RSDs
lower than 19.8% for undrained processed peaches. The signal enrichment was the
predominant MEin the matrices and for the drained processed peachesmore analytes
with a positive effect were found. To compensate the ME, matrix-matched calibration and
internal standard were used. The process efficiency was used to evaluate the
performance of the method of extraction and determination, in and the results showed
that the process was effective for seven of ten analytes studied. The robustness was
demonstrated by using samples of fresh peach fruits and the recovery values shown
within acceptable limits. The applicability of the method was verified by the analysis of
three brands of processed peaches from the Pelotas city. Tebuconazole residues were
detected in all brands, in undrained and drained samples. Dimethoate was detected in
both samples but only in one of the brands. The method proved to be adequate for the
analysis of pesticides in processed peach and all the validation parameters were within
the limits suggested for the validation of chromatographic methods.

Key words: pesticides; processed peache; QUEChERS; GC-MS
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Xm — Média de medidas em réplica
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1. INTRODUCAO

O péssego (Prunus pérsica) € uma espécie nativa da China, com valor nutritivo
como fonte de compostos tragcos, muito apreciado pelo sabor agradavel e textura
macia, bem como pelo seu potencial vitaminico. Além do consumo in natura, o
péssego € utilizado na docaria caseira e industrial para a producdo de compotas,
doces, polpas, conservas em xarope, entre outros.

A persicultura representa uma importante atividade para o setor da fruticultura
na cidade de Pelotas (RS), onde estédo situados 90% da area de pomares do estado,
com destaque para a producdo de péssego destinado a industria. Para os agricultores
de Pelotas e de municipios da zona Sul do RS, a cultura do pessegueiro destaca-se
pela importancia econémica e social, por ser o maior produtor e fornecedor de
péssego em calda, abastecendo todo o mercado interno (RIGATTO, 1999).

A cultura do péssego € frequentemente exposta ao ataque de pragas,
principalmente de origem fungica, bacteriana e por insetos, que causam perdas
significativas na colheita e pdés-colheita. O controle de doencas no pessegueiro €
realizado através do uso de agrotoxicos, sendo permitido o uso de 30 principios
ativos, de diferentes classes toxicolégicas e grupos quimicos que representam alto
risco para a saude, bem como para o meio ambiente (EMBRAPA, 2005; AGROFIT,
2012).

Residuos de agrotéxicos em frutas e vegetais sdo uma grande preocupacao
para os consumidores devido aos seus efeitos negativos na saude, sendo o0s
alimentos, uma das rotas mais comuns de exposi¢cdo aos agrotdxicos. Exposicdes
combinadas a diferentes residuos de agrotoxicos podem ocorrer como consequéncia
da ingestdo de um simples alimento contendo multirresiduo ou de uma combinacéo
de diversos produtos alimenticios, cada um contendo um ou mais tipos de residuos.

Com o aumento da producéo, do uso de agrotoxicos e em combinagdo com o
desrespeito as Boas Praticas Agricolas, a deteccéo destas substancias nos alimentos
€, atualmente, uma das principais preocupacdes de saude publica.

Os alimentos processados estdo também sob investigagdo com relagdo a
ocorréncia desses residuos. Alguns estudos verificaram a redugdo dos niveis de

residuos de agrotoxicos devido as técnicas de processamento, porém, mesmo com as



etapas de descascamento, lavagem, cozimento, entre outros processos, 0s residuos
podem nédo ser completamente removidos de certos alimentos.

No Brasil, o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em alimentos
(PARA), monitorou a qualidade de 18 espécies de alimentos em relacdo a residuos de
agrotoxicos. Neste estudo, os resultados mostraram irregularidades quanto ao uso
destes compostos nas lavouras, pois foram encontrados residuos acima dos limites
méaximos de residuos (LMR), bem como a deteccdo de ingredientes ativos nao
autorizados para determinada cultura. E importante salientar que o péssego, mesmo
se tratando de uma fruta muito apreciada e consumida pela populacdo, ndo foi
monitorado. Além disso, estudos que avaliem a ocorréncia de residuos de agrotoxicos
em péssego em calda ndo sao encontrados na literatura cientifica.

Os alimentos apresentam matrizes complexas, propriedades quimicas distintas
e baixa concentracdo de alguns analitos, em especial os contamiantes, e por isso,
requerem uma etapa fundamental de preparo de amostra. Assim, para a
determinacdo de agrotoxicos, faz-se necessario o emprego de métodos multirresiduo
de facil aplicacdo e de eficiéncia adequada para superar os limites impostos pela
legislacdo. Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos para a separacao,
identificacdo e quantificacdo desses compostos ganha grande destaque para que 0s
limites de deteccdo e quantificacdo de tais métodos sejam cada vez menores. O
método QUEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) € o
método mais consolidado e seu uso em alimentos tem sido cada vez mais ampliado.
A técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) é
uma das principais ferramentas aplicadas em analise de residuos de agrotoxicos em
alimentos e por outras amostras permitir que a confirmacdo e a determinacéo de um
grande numero de compostos sejam realizadas simultaneamente.

Ressalta-se que este estudo torna-se importante como forma de protecdo a
saude da populacdo e imprescindivel, diante da inexisténcia de dados de
determinacdo destes compostos em amostras de péssego em calda. Além de
contribuir para o estabelecimento, na legislacdo, de LMR para o péssego em calda, e
considerando-se, que os limites atuais na legislacéo, referem-se ao tipo de péssego
para consumo in natura, que se trata de um fruto diferente daquele utilizado para a

industrializacéo.



2. OBJETIVOS

Considerando o importante papel desempenhado pela Quimica Analitica no
desenvolvimento e/ou aperfeicoamento de técnicas e métodos para investigar a
ocorréncia de residuos de agrotoxicos em matrizes alimentares, o objetivo geral do
trabalho é estudar diferentes condicGes de preparo de amostra envolvendo o método
QUEChERS e GC-MS para a determinacédo simultanea de residuos de agrotoxicos

em péssego em calda.

Os obijetivos especificos propostos no trabalho séo:

v' Selecionar os principais agrotoxicos utilizados na cultura do péssego
com enfoque a producdo na cidade de Pelotas;

v' Otimizar os parametros instrumentais do GC-MS, para a determinacao
dos compostos;

v Realizar um estudo baseado nos métodos QUEChERS mais utilizados
na literatura, para a extracdo de agrotoxicos em alimentos, afim de selecionar
o método mais eficiente para essas determinacdes, através da avaliacdo da
influéncia do procedimento de extracdo no efeito matriz (EM), na exatidao do
meétodo e na eficiéncia do processo (EP) em amostras de péssego em calda;
v' Validar os métodos empregando o método QUEChERS para extracdo
dos analitos e determinacao por GC-MS, nas amostras em analise;

v Demonstrar a aplicabilidade do método validado na determinacdo de

residuos de agrotoxicos em diferentes amostras de péssego em calda.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Péssego

3.1.1 Valor nutricional e o cultivo do pessegueiro



O péssego é uma das frutas mais apreciadas no mundo, pelo sabor, aparéncia
e pelo seu valor econdmico no ambito da cadeia produtiva. O péssego (Prunus
pérsica) € uma espécie nativa da China, com registros que remontam a 20 séculos a
C. O nome é proveniente da Pérsia que foi de forma equivocada tomada como pais
de origem dessa espécie. No Brasil, o pessegueiro foi introduzido em 1532, por
Martim Afonso de Souza, por meio de mudas trazidas da llha da Madeira e plantadas
em Sao Vicente (no atual estado de S&o Paulo) (SALIM, 1998).

Os péssegos sao consumidos em maior quantidade na forma in natura, e é
nessa condicdo que oferecem toda a sua riqueza vitaminica e propriedades
alimentares. No entanto, sdo também utilizados na docaria caseira e industrial
(compotas, doces, polpas, conservas em xarope, etc.). Os péssegos para fins
industriais podem ser dos tipos, industria e dupla finalidade, e sdo caracterizados
através de uma polpa elastica e amarela, epiderme amarela, maior teor de acidez,
auséncia de coloracédo vermelha junto ao caroco e geralmente aderente (EMBRAPA,
2009).

A Tabela 1 apresenta a composi¢cdo do péssego para consumo in natura e

processado (em calda).

Tabela 1 — Composicao de péssego por 100 gramas de por¢cdo comestivel

Composigao Peﬁzfugrz " Péssego em calda
Agua (%) 89,3 82,2
Proteina (g) 0,8 0,7
Lipidio () Tr* Tr*
Carboidrato (g) 9,3 16,9
Fibra alimentar (g) 1,4 1,0
Célcio () 3,0 4,0
Energia (Kcal) 36 63

Fonte: Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO). *Tr- nivel traco

Além disso, 0 péssego de polpa amarela é rico inclusive em carotenoides
importantes pelos poderes antioxidantes, estimuladores das fungdes imunolégicas e

protetores contra determinados tipos de cancer (NOGUEIRA, 2008).



O pessegueiro € uma planta tipica de clima temperado, apresentando a
exigéncia de um periodo de inverno, durante o qual ele encontra condi¢cdes de
repouso hibernal, periodo indispensavel ao seu desenvolvimento (NOGUEIRA, 2008).
As condi¢des climaticas da regido devem ser observadas para a implantacdo de um
pomar. O RS é o estado do Brasil que apresenta as condi¢cdes climaticas apropriadas
para o cultivo do péssego, nas quais favorecem a exploracao comercial.

Para o pessegueiro, a temperatura, a radiagdo solar, a precipitacao pluvial e a
ocorréncia de ventos fortes e granizo, sdo os efeitos climaticos que influenciam no
cultivo. A temperatura € o mais importante dentre eles, o qual afeta a distribuicdo das
cultivares. A temperatura, por ser um parametro de dificil controle, o clima da regiao
de plantio deve ser levado em consideracdo. Deste modo, o RS é favorecido para
este cultivo, devido ao clima temperado (NOGUEIRA, 2008).

Durante a fase vegetativa, o péssego, geralmente, atinge melhor qualidade em
areas onde as temperaturas no verdo, (principalmente, préximo a colheita) séo
relativamente altas durante o dia e amenas no periodo noturno. Essas condi¢cfes
propiciam aumento do teor de agucares e melhoria da coloragdo. Muitas cultivares
tornam-se adstringentes quando se desenvolvem sob condi¢des de verdes frescos, as
quais, geralmente, ocorrem em areas de maior altitude. A radiacao solar proporciona
aumento na atividade fotossintética, influindo na coloragdo do fruto (EMBRAPA,
2005).

Estima-se que a necessidade de agua para a planta esteja entre 70 e 100%,
sendo variavel com seu estagio de desenvolvimento, tendo maior necessidade nas
fases de crescimento que antecedem a maturacdo e apds a colheita. Os ventos
fortes, durante a fase vegetativa da planta, podem ser prejudiciais, pois podem
dilacerar as folhas e propagar doencas, principalmente bactérias (EMBRAPA, 2005).

A fase de repouso, na qual as espécies frutiferas de clima temperado cessam
o crescimento, tem grande influencia na producdo no ciclo seguinte. O frio é
classificado como o parametro de maior importancia, tanto para eliminar a dorméncia,
como apos a floracdo. A grande maioria das cultivares de pessegueiro, em regides de
clima temperado, requer de 600 a 1000 horas de frio (abaixo de 7,2 °C) para florescer
e enfolhar normalmente. De um modo geral, as cultivares de péssego mais plantadas
no Brasil foram criadas nos programas de melhoramento genético do Instituto

Agronémico de Campinas (IAC), no estado de Sao Paulo ou no Centro de Pesquisa



Agropecuaria de Clima Temperado (CPACT) da EMBRAPA em Pelotas no estado do
Rio Grande do Sul. Ha, ainda, algumas criadas pela Estacdo Experimental de
Taquari- Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Rio Grande do Sul, e pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Difusdo de Tecnologia de Santa Catarina S.2 -
EPAGRI - e pelo Instituto Agronémico do Parana - IAPAR - além de algumas
cultivares de maturacdo precoce, criadas pela Universidade da Florida, nos Estados
Unidos, como, por exemplo, Maravilha, San Pedro, Flordaprince e Flordasun
(EMBRAPA, 2012).

3.1.2 Producéo e importancia socio-econémica no RS

Atualmente, a China encontra-se como o maior produtor mundial de péssegos,
chegando a totalizar mais de dez milhdes de toneladas, segundo dados da Food and
Agriculture Organization (FAO), em 2010. O Brasil encontra-se na 14 posicéo dentre
os 20 maiores paises produtores, totalizando mais de 220 mil toneladas (FAO, 2010).

O pessegueiro é cultivado em vérios estados brasileiros. Os maiores pélos
produtores estdo concentrados nos estados do Rio Grande do Sul (RS), S&o Paulo
(SP), Parana (PR) e Santa Catarina (SC), sendo o estado gaucho, o maior produtor
nacional (IBGE, 2010). Do total da producéo brasileira (mais de 220 mil toneladas), o
RS é responséavel por mais de 130 mil toneladas da producdo de péssego, em uma
area de aproximadamente 15 mil ha (IBGE, 2010).

A fruticultura assume importancia cada vez maior no RS. Os pomares, que
geram renda e emprego e diversificam a economia, aparecem em praticamente todas
as regides. O pessegueiro € uma das espécies frutiferas mais importantes, ocupando
a quarta maior area cultivada entre as frutiferas, depois da uva, laranja e maca,
superando outras culturas de destague, como a tangerina e a banana (IBGE, 2010).

Devido as excelentes condi¢bes de clima e solo para a producdo de frutas,
tanto de clima temperado como subtropical e tropical, a producdo gaucha, se
diferencia, pela qualidade e pelo excelente rendimento por area, tornando o estado,
potencial produtor dessas frutas (EMATER, 2012).

Como mostra a Figura 1, os maiores polos de producéo de péssego, no estado,
estdo concentrados no extremo sul do RS, nas cidades de Pelotas, Bento Gongalves,
Cangucu, Farroupilha e Piratini, respectivamente (IBGE, 2010).
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Figura 1 — Mapa da Producado Agricola Municipal de péssego, no estado do RS,
em toneladas (Fonte: IBGE — Producédo Agricola Municipal, 2010)

Segundo a EMATER, a regido de Pelotas é a principal produtora de péssegos.
Na regido estao situados 90% da area de pomares do estado, com destaque para a
producdo de péssego destinado a industria. Para os agricultores de Pelotas e de
municipios da Zona Sul do RS, a cultura do pessegueiro destaca-se pela importancia
econbmica e social, pois, com uma estrutura fundiaria baseada em minifandios e com
disponibilidade de méo-de-obra familiar, esses produtores encontram na fruticultura
uma Otima alternativa de diversificagcdo da matriz produtiva, a absor¢do da mao-de-
obra familiar e a geracédo de renda em pequenas areas (MADAIL, 2008). Devido ao
clima propicio para o cultivo dessas espécies, a cidade investiu fortemente na
industria de doces e conservas, destacando-se no mercado nacional como o0 mais
importante fornecedor de péssego em calda, abastecendo todo o mercado interno
(RIGATTO, 1999).



3.1.3 Processo de industrializagdo do péssego em calda

O péssego é uma fruta delicada, necessita de cuidados no estagio de
maturacdo para colheita, especialmente com choques mecanicos, para se dispor de
matéria-prima de alta qualidade. O periodo entre colheita e processamento deve ser o
mais breve possivel, uma vez que as perdas por transpiracdo sao elevadas
(EMBRAPA, 2005).

Segundo informacbes da EMBRAPA (2005), os processos envolvidos na
industrializacdo do péssego em calda sao: corte, descarocamento, pelagem
(descascamento), lavagem, embalagem, exaustdo, esterilizacdo, cozimento,
resfriamento e armazenamento.

v Corte e descarocamento

Sao realizados através maquinas onde laminas do tipo tesoura com orificio no
centro fazem o corte do péssego e prende o caro¢o no orificio, resultando na retirada
do caroco. Outro tipo de descarocador, apos o corte, uma lamina do tipo colher é
introduzida, fazendo um movimento giratério, cortando a polpa em torno do carogo. As
perdas, aparentemente, sdo maiores porgue ele recorta a polpa em torno do caroco, o

gue dependendo da regulagem da maquina, pode ser excessiva.

v' Pelagem ou descascamento

Esta operacdo deve ser realizada imediatamente apds o descarocamento, uma
vez que a oxidacdo da polpa no local onde se retirou o caroco.

O principio geral da pelagem consiste em: (1) as metades sdo conduzidas
horizontalmente sobre uma esteira; (2) Uma solucdo de soda caustica, geralmente em
concentracbes elevadas (devido o alto teor de impurezas e umidade) a alta
temperatura, € distribuida sobre as metades, através de calhas que formam diversas
cascatas encadeadas, por aproximadamente 1 min; (3) o produto passa entre
serpentinas de vapor que aceleram a reacédo da casca com a soda.

v' Lavagem e inspecao

Apbs a operagdo de descascamento, as metades devem ser submetidas a
vigorosos jatos de agua para a remocdo completa da soda caustica. Durante a etapa
de inspecéo, realiza-se o retoque dos frutos que por ventura apresentam casca,

manchas, machucaduras, podriddes, pintas pretas, retirando-os. Frutos com retoques



muito aparentes vao compor tipos inferiores de qualidade de péssego em calda como
péssego em cubos, fatiado, ou serdo encaminhados para a preparacéo de polpas.
v' Embalagem

As metades sao classificadas em até cinco tamanhos que vao ser enlatados,
em tipos como Extra, Especial, Primeira, Selecionado, Escolhido, Retocados, etc.
Quanto ao tamanho, a maioria das fabricas rotula como produto Extra o que contém
de 8 a 12 metades por lata de 1 kg; Especial, de 12 a 18 metades; Primeira, com 16 a
25 metades. O peso de enchimento, em geral, € de 450 gramas para metades e 400
gramas para péssegos inteiros.

Posteriormente a colocacao do produto na embalagem, procede-se a cobertura
com calda quente. A concentracdo da calda, geralmente é expressa em graus Brix.
Por exemplo: uma calda 20 °Brix é preparada colocando-se 20 partes de aglicar em
80 partes de agua, isto é, totalizando 100 partes. As caldas devem ser fervidas, no
minimo, por 5 minutos para a retirada do excesso de sulfitos que podem trazer
sabores estranhos, e apos, filtradas.

v' Exaustado

A exaustao, tem por finalidade retirar o ar do produto, formando na lata, quando
fechada, um vacuo parcial. O fechamento hermético imediato da lata apds esta
operacao, proporciona, quando a lata voltar a temperatura ambiente, a formacédo de
uma pressao negativa (vacuo parcial) pela remocao de parte do ar. Apéds, as latas
passam pelo processo de fechamento da embalagem.

v’ Esterilizag&o e cozimento

Sendo o péssego em calda um produto acido, com pH entre 3,1 e 4,0, a
temperatura proxima da fervura da agua (banho-maria) € suficiente para conferir
esterilidade ao produto, quando processado num recipiente hermético. Para latas de 1
kg, o tempo de esterilizacdo, de modo geral, é entre 18 e 25 minutos. Neste caso, as
latas s@o colocadas em tanques com agua aquecida por vapor, até proximo de 100
°C.

v' Resfriamento e armazenagem

As latas devem ser imediatamente resfriadas apos a esterilizagdo. Uma das

principais razbes é para que o produto ndo continue cozinhando e perdendo a

firmeza. Entretanto, ndo se deve resfriar o produto até um ponto abaixo da
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temperatura ambiente, uma vez que a lata permanecera coberta de umidade por um
longo periodo, tendendo a enferrujar.

O armazenamento devera ser efetuado em local com temperatura préxima dos
25 °C e com baixa umidade do ar. Temperaturas elevadas podem acelerar reacées de
oxidacdo no produto. Ambientes com alta umidade podem acelerar o processo de

oxidacdo das latas, se estas foram estocadas para posterior rotulagem e embalagem.

3.2 Agrotoxicos

3.2.1 Definicao e Classificacéo

Segundo a legislacdo, o Decreto n° 4.074 regulamenta a Lei n® 7802/1989 e
estabelece que os defensivos agricolas, ou agrotoxicos, sdo produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos destinados ao uso nos setores de producéo,
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao
de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da
flora e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento (BRASIL, 2002).

O Codex Alimentarius além das substancias mencionadas na legislacéo
brasileira, contempla substancias que possam vir a serem utilizadas nédo apenas
diretamente durante o plantio, mas em todas as etapas do cultivo propriamente dito e
também apos a colheita, como nas etapas de armazenamento, transporte, distribuicao
e processamento do alimento (FAO, 2005).

Em outras palavras, o termo agrotoxico, coloca em evidéncia a toxicidade
desses produtos ao meio ambiente e a salde humana. Os agrotdxicos abrangem um
grande numero de moléculas quimicas, com diferentes modos de acado e toxicidade,
sendo divididos em trés classes principais: inseticidas, fungicidas e herbicidas.
Existem também os rodenticidas, moluscicidas, nematicidas e acaricidas (SILVA, et
al. 2004).
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A classificacdo quanto a acdo dos agrotdoxicos permite viabilizar a acdo do
composto agindo sobre determinados tipos de pragas, classificando-se como:

v Inseticidas: possuem a¢do de combate a insetos, larvas e formigas;
v Herbicidas: possuem a¢éo de combate a ervas daninhas;

v" Fungicidas: possuem acao de combate a fungos, e;

v Acaricidas: possuem acao de combate a acaros.

No Brasil, ha uma grande diversidade de produtos comerciais, cerca de 500
produtos diferentes, sendo que existem em torno de 700 ingredientes ativos (IA) que
entram na composicdo de tais produtos, podendo chegar a uma totalizacdo de mais
de milhares de produtos comercializados. O termo “Ingrediente ativo” ou “principio
ativo” é utilizado para descrever os compostos responsaveis pela atividade biol6gica
desejada (BARBOSA, 2004).

Estas substancias estdo divididas em diversos grupos quimicos de
substancias, sendo benzoiluréias, carbamatos, organofosforados, organoclorados,
piretréides, sulfoniluréias e triazinas os grupos mais importantes (BCPC, 2010). Os
nomes estdo relacionados com as caracteristicas estruturais dos compostos, ou seja,
com a nhatureza dos elementos quimicos presentes em sua composicdo, além da
maneira como tais elementos estéo ligados entre si.

Com relacdo ao grupo quimico dos organoclorados, no Brasil, a maioria desses
compostos nao tem mais uso permitido, pois em condi¢cdes ambientais normais,
demandam muito tempo para serem degradados na natureza (BARBOSA, 2004).
Para substitui-los, surgiram os organofosforados, que sdo compostos quimicos menos
persistentes ao meio ambiente (SILVA et al., 2004).

Embora existam muitas possibilidades para que o0s agrotoxicos sejam
transportados no ambiente e contaminem 0s recursos ambientais, nem todos os
produtos apresentam a mesma persisténcia e mobilidade no ambiente. Para saber
quais produtos apresentam maiores riscos de serem transportados e atingirem locais
indesejaveis, é importante conhecer como eles se movimentam no ambiente e quais
as caracteristicas que servem de indicadores do potencial do produto se tornar um
poluente (CABRERA et al., 2008).

As propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos sao consideradas um

importante parametro para avaliacdo ou predi¢ao tedrica sobre os destinos e impactos



12

de agrotéxicos no ambiente, bem como, a contaminagcdo residual em alimentos
(CABRERA et al., 2008).

Os valores do produto da constante de dissociacdo acida (pKa) tém efeito
sobre a solubilidade do agrotoxico e, através do pKa do agrotoxico e do pH do solo, é
possivel prever a forma predominante (ionizavel ou molecular) de um composto acido,
a mesma relacéo pode ser obtida usando pKb para agrotéxicos alcalinos (BARCELO
e HENNION, 1997; CABRERA et al., 2008).

O coeficiente de particdo octanol-agua, a solubilidade em agua e a pressao de
vapor sdo as propriedades fisico-quimicas que possuem maior decorréncia da
mobilidade dos agrotoxicos no meio ambiente.

Conforme observado por Schwarzenbach et al. (1995) varios agrotoxicos tém
como caracteristicas principais a hidrofobicidade elevada e reatividade baixa no meio
ambiente. Essas caracteristicas justificam a tendéncia desses compostos em se
acumularem ou bioconcentrarem nos tecidos dos organismos vivos. A falta de uma
via eficiente para a degradacdo desses compostos, em combinacdo com a sua
hidrofobicidade, tem levado ao seu acumulo em organismos vivos, incluindo peixes,
seres humanos e alimentos (JARDIM et al., 2009).

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) € definido como a relacdo da
concentracdo de um agrotoxico na fase de n-octanol saturado em agua e sua
concentracédo na fase aquosa saturada em n-octanol. Ele relaciona as propriedades
hidrofilicas e lipofilicas, demonstrando a tendéncia a bioacumulacdo destes
compostos, sendo um fator importante na avaliagcado de riscos, pois em conjunto com
os dados de degradacéo, o potencial de acumulacdo pode ser usado na identificacao
dos agrotéxicos que podem ser transportados via cadeia alimentar (BARCELO e
HENNION, 2003; CABRERA et al., 2008). A acumulagédo e o transporte de um
composto nos organismos Vivos estdo relacionados a varias caracteristicas do
composto, dentre elas a polaridade, a solubilidade em agua e a afinidade com tecidos
gordurosos e a natureza da ligacdo aos receptores biolégicos. O Kow € constante
para cada composto a uma dada temperatura e ndo tem unidade. Agrotéxicos com
elevado valor de Kow (acima de 10.000), apresentam caracteristicas lipofilicas e,
portanto, possuem maior potencial para acumulacédo nos organismos (BARCELO e
HENNION, 2003; EMBRAPA, 2005)
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A solubilidade em agua é uma propriedade importante para 0S processos
ambientais, pois atua no comportamento, transporte e destino desses compostos,
indicando a tendéncia do agrotoxico em ser carreado superficialmente no solo
atingindo aguas superficiais. No entanto, este ndo € o Unico parametro para prever a
percolacdo, devendo ser analisado em conjunto com outras propriedades (SILVA et
al. 2004; CABRERA et al. 2008).

A pressdo de vapor de um composto organico € definida como a pressdo a
temperatura em que a fase de vapor (gas) esta em equilibrio com a fase liquida.
Quanto mais elevada a pressdo de vapor de um agrotoxico, maior serd a sua
volatilizacdo a uma dada temperatura e maior serd o seu potencial para poluir o
compartimento atmosférico (BARCELO e HENNION, 2003; EMBRAPA, 2005).

Com base nas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, € possivel prever
de maneira geral como o0 agrotoxico ira se comportar no ambiente. Os agrotoxicos
podem apresentar diferentes rotas de degradacdo e serem transferidos em partes

para diferentes compartimentos ambientais (BARBOSA, 2004).

3.2.2 O uso de agrotdxicos no pessegueiro e a ocorréncia de residuos em
alimentos

As condic¢des de alta umidade, temperatura amena ou alta incidéncia de ventos
fortes, principalmente na primavera, favorecem a ocorréncia e propagacao de
doencas no pessegueiro. O pessegueiro € frequentemente atacado por fungos e
insetos, 0s quais representam, além das perdas, um custo adicional pela necessidade
de pulverizacdes de agrotdxicos para controle dos mesmos.

Dentre as mais importantes doencas fangicas esta a podriddo parda, que em
alguns anos, representa mais de 25% das perdas, s6 na pés-colheita e da bacteriose,
cujo controle é dificil, caro e pouco eficiente (EMBRAPA, 2005).

Os insetos representam uma constante ameaca e um desafio ao produtor de
péssego, pois existem inUmeras espécies que, esporadica ou constantemente,
causam perdas econdmicas significativas. Além dessas perdas diretas, 0s prejuizos
ambientais, principalmente em virtude do uso de inseticidas, devem ser considerados.

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT), aos produtores
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de péssego é permitida a aplicacdo de 30 ingredientes ativos sendo que na cidade de
Pelotas, 18 desses IAs sao utilizados para o controle das doencas.

Destacam-se, independentemente da regido do Brasil, os insetos: cochonilha-
branca, grafolita e a mosca-das-frutas. Para o controle dessas pragas, pode-se citar o
uso dos inseticidas fenitrotiona (contra a cochonilha-branca) e triclorfom (eficaz contra
a grafolita) e, contra a mosca-das-frutas, o método usado € o da isca toxica, 0s
melhores inseticidas séo: diazinom, dimetoato, etiom, fenitrotiona, fentiona, malationa,
mevinfds e triclorfom (EMBRAPA, 2005).

O uso de agrotéxicos tanto na persicultura como em outras culturas, se
constituiram em uma tecnologia importante para 0 manejo e o controle das principais
pragas. A agricultura brasileira tem se destacado com numeros cada vez mais
expressivos, na producdo, em area plantada, na exportacdo e na quantidade de
tecnologias empregadas no campo. Tal crescimento leva também a utilizacdo de
maiores quantidades de agrotoxicos na producao agricola, colocando o Brasil como
maior consumidor mundial, posicdo antes assumida pelos Estados Unidos, segundo
dados informados pelo instituto internacional de pesquisa em agronegdcios Kleffman
Group (SINDAG, 2009).

Com o aumento da producdo, do uso de agrotéxicos e em combinag¢do com o
desrespeito as Boas Préaticas Agricolas, o aparecimento de residuos destas
substancias nos alimentos €, atualmente, uma das principais preocupacdes de saude
publica. Entre os efeitos nocivos causados ao homem, por estas substancias, pode-se
citar: diversos tipos de cancer, danos ao sistema nervoso central, problemas no
sistema reprodutivo e locomotor, deficiéncia mental, entre outros (BARBOSA, 2004).

No Brasil, o Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos
(PARA), iniciado em 2001 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
avalia continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura
gue chegam a mesa do consumidor.

Em 2010, o dltimo monitoramento de residuos em alimentos, avaliou 18 tipos
de alimentos dentre eles frutas e vegetais. Nesta avaliagdo, o péssego que é uma
fruta muito bem apreciada e consumida pela populacdo na forma in natura, néo foi
monitorado. De acordo com os dados do monitoramento, 28% das amostras de
alimentos foram consideradas insatisfatorias e as principais irregularidades,

considerando os IA pesquisados, foram:
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v 1,7% do total de amostras apresentaram residuos de agrotéxicos em
niveis acima do limite maximo de residuo (LMR);

v Constatacéo de 24% de agrotéxicos nao autorizados (NA) para a cultura;

v 1,9% apresentaram residuos acima do LMR e NA simultaneamente.

O Codex Alimentarius define LMR como sendo a concentracdo méxima do
residuo de um agrotéxico (expresso em mg kg™) recomendado pelo comité do Codex
Alimentarius sobre residuos de pesticidas (CCPR, do inglés Codex Alimentarius
Committe on Pesticides Residues) como sendo legalmente permitido no alimento ou
na racao animal (FAO, 2005). Para cada produto registrado existe um LMR permitido
por lei para cada produto agricola ou processado, embora no caso do péssego em
calda, ndo existam limites regulamentares. Esses limites maximos sédo obtidos com
base em estudos realizados, seguindo-se as boas praticas agricolas (BARBOSA,
2004). No Brasil, a competéncia para estabelecer os LMR em alimentos, € do
Ministério da Saude através da ANVISA (2010).

Os resultados do estudo do monitoramento apontam para a irregularidade
quanto ao uso de agrotéxicos na lavoura brasileira, devido: (1) uso de agrotoxicos ndo
autorizados para determinada cultura, mas cujo IA esta registrado no Brasil e com uso
permitido para outras culturas; (2) aplicacdo de um agrotoxico banido do Brasil ou que
nunca teve registro no pais, logo, sem uso permitido em nenhuma cultura (ANVISA,
2010).

As deficiéncias nas boas praticas para a utilizacdo de agrotoxicos incorrem no
aparecimento de residuos que, em niveis acima dos LMR, podem representar risco a
saude humana. Portanto, o conhecimento da exposicdo da populacdo a estes
compostos é de fundamental importancia para orientar as acdes de controle e

monitoramento visando a protecdo do consumidor (PRESTES, 2007).

3.2.3 Residuos de agrotoxicos em alimentos processados

Residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais sdo uma grande preocupacao
para os consumidores devido aos seus efeitos negativos na satude (KEIKOTLHAILE et
al., 2010).

De acordo com estudos toxicologicos em alimentos, frequentemente o0s

consumidores ficam expostos a varios residuos de agrotoxicos, a0 mesmo tempo, ou
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dentro de um curto espaco de tempo. Exposicbes combinadas aos residuos de
diferentes grupos de agrotoxicos, podem ocorrer em consequéncia do consumo de
um alimento que contenha multirresiduos de agrotoxicos, ou também, a partir de
véarios tipos de alimentos, cada qual contendo um ou mais tipos de residuos de
agrotoxicos (BOBBIS et al., 2008). Residuos de agrotoxicos tém sido encontrados em
diversos tipos de alimentos, principalmente em alimentos frescos como frutas e
vegetais porém, os alimentos processados também tem sido alvo de deteccdo desses
residuos.

Alguns estudos tém avaliado o efeito do processamento na reducao de residuos
em alimentos. Os pesquisadores Holland et al. (1994) e Kaushik et al. (2009),
pesquisaram extensivamente esses efeitos em alimentos. Nestes estudos, 0s autores
estabelecem que as técnicas de processamento como, por exemplo, lavagem,
branqueamento, descascamento, cozimento, fervura, processamento térmico,
reduzem os niveis de residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais, porém, nao os
eliminam completamente. Dependendo da localizacao fisica do residuo, bem como as
propriedades fisico-quimicas do agrotéxico, como exemplo, solubilidade, volatilidade,
constantes de velocidade hidroliticas, Kow € degradacao térmica podem influenciar
nos efeitos do processamento (KEIKOTLHAILE et al., 2010).

Ha na literatura alguns outros relatos que mostram que as operacbes de
processamento reduziram os niveis de agrotéxicos em culturas como tomate, brécolis,
feijdo e espinafre (ELKINS, 1989; CHIN, 1991). Em batatas foram encontradas
alteracdes nas concentracdes de residuos de agrotoxicos durante a lavagem,
descascamento e cozimento (SOLIMAN, 2001).

Um estudo em 2004, na Espanha, avaliou os niveis residuais de agrotoxicos
antes e apO0s o0 processamento. Foram realizados testes em campo onde foram
plantadas mudas de pessegueiro, tomate, pimentdo vermelho, aspargos, espinafre e
alcachofra. Sob essas culturas, os agrotoxicos lindano, clorpirifos, cialotrin,
cipermetrina, deltametrina, mancozebe, manebe, propinebe, acefato e tiram, foram
pulverizados. Os alimentos apos colheita foram processados em uma planta piloto.
Para os tomates, a lavagem removeu todos os residuos a niveis indetectaveis; para o
pimentdo, o processo de assar reduziu em 67% os residuos de clorpirifos e a
descamacao reduziu a niveis ndo detectaveis; para 0s aspargos a lavagem nao

alterou os niveis, o descascamento reduziu em 60% de clorpirifos, ap6s o
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branqueamento e o processamento térmico observou-se que residuos ndo foram
detectados; para a alcachofra, residuos de acefato (0,28 mg kg?), que eram
ligeiramente acima do LMR, foram completamente removidas por brangueamento.
Quanto ao péssego, houve um aumento na concentracado de acefato apos a lavagem
(de 0,01 para 0,03 mg kg™) e depois do processo térmico os residuos foram reduzidos
a niveis indetectaveis (CHAVARRI et al., 2004).

DORS et al. (2011) avaliaram a distribuicdo dos agrotoxicos bispiribaque de
sodio, carbofurano, clomazona e tebuconazol nas diferentes fracbes do arroz
beneficiado (arroz branco, farelo de arroz, arroz com casca, arroz parboilizado
beneficiado, farelo de arroz parboilizado e arroz parboilizado com casca). Ao
comparar 0s processos, a moagem dos grdos nao afetou a quantidade de residuos
para o bispiribaque de sédio e clomazona. O mesmo ndo ocorreu com carbofurano e
tebuconazol. O processo de parboilizacdo teve efeito diferente dependendo dos
agrotoxicos. Nos casos de redugdo a alta temperatura (100 °C) proveniente do
processo de parboilizacéo, deveu-se a inativagdo ou degradagéo dos compostos.

ATHANASOPOULOS et al. (2005) concluiram que no processo de secagem em
uvas, residuos de metamidafos, reduziram até 72% devido as perdas por evaporacao
durante o processo.

HOLLAND et al. (1994) obtiveram um percentual de reducdo de residuos de
HCB, lindano, p,p-DDT, dimetoato, profenofos, pirimifos metil, de 72 a 77% pelo
processo de extracdo para suco de uva. Os autores explicam que o0s niveis de
residuos de agrotéxicos em sucos de frutas ou obtidos de uvas, dependem das
propriedades do agrotoxico entre o particionamento das peles das frutas/polpa e o
suco. A polpa ou o bagaco frequentemente incluem pele e assim, retém uma
proporcao substancial de residuos lipofilicos.

UYGUN et al. (2007) através do processo de estocagem por aproximadamente
seis meses, obtiveram uma reducdo de 65 a 72% de residuos de malationa,
isomalationa e malaoxon em amostras de cevada.

KONTOU et al. (2004) mostraram que em amostras de tomate, houve uma
reducédo de residuos de manebe de 74% por processo de cozimento a 100 °C. Os
autores justificam que em processos que envolvem o calor, pode ocorrer o aumento
da volatilizacdo, hidrolise ou degradacdo quimica e portanto, reduzir os niveis de

residuos de agrotéxicos.
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A investigacdo sobre a ocorréncia de residuos de agrotoxicos em alimentos
apos as etapas do processamento € util para avaliar o risco de contaminacéo para a
saude do consumidor bem como, para estabelecer limites maximos de residuos

nesses alimentos.

3.3 Técnicas cromatograficas

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de métodos
que permitem a separacgdo, identificacdo e quantificacdo de componentes muito
semelhantes de misturas complexas, por si mesma ou acoplada com outras técnicas
instrumentais de analise, tais como, a espectrofotometria e a espectrometria de
massas (SKOOG, 2009; COLLINS et al., 2006).

A cromatografia encontra aplicacdo em todos os ramos da ciéncia, e pode ser
conceituada como um método fisico-quimico de separacdo no qual os constituintes da
amostra sdo particionados entre duas fases, uma estacionaria, geralmente de grande
area, e a outra, movel, um fluido insolavel na fase estacionaria, que percola através
da primeira (CIOLA, 1998; SKOOG et al., 2002). Durante a passagem da fase movel
sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos pelas duas
fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionaria, o
que resulta em migracdes diferenciais desses componentes (COLLINS et al., 2006).

As técnicas cromatograficas podem ser classificadas como cromatografia
liguida, gasosa, por troca iénica, por exclusédo e por bioafinidade.

3.3.1 Cromatografia a gas

Na cromatografia a gas, os componentes de uma amostra vaporizada sao
separados em conseqUéncia de sua particdo entre uma fase movel gasosa e uma
fase liquida ou sélida contida em uma coluna, fase estacionaria (FE). Os processos
fisicos envolvidos na separagéo séo de sorcdo: adsorcao ou absorcao (particdo). Se a
fase estacionaria for um solido (cromatografia gas-soélido), ocorre a adsor¢cao dos
compostos, ou mais comumente, um filme de um liquido pouco volatil, suportado

sobre um sdlido inerte (cromatografia gas-Liquido) ou sobre a prépria parede do tubo
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(Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo). No caso de um liquido ocorre a particao.
Na cromatografia gas-liquido, os dois fatores que governam a separacdo dos
constituintes de uma amostra séo: (1) a solubilidade na FE: quanto maior a
solubilidade de um constituinte na FE, mais lentamente ele se desloca pela coluna; (2)
a volatilidade: quanto mais volatil a substancia (ou, em outros termos, quanto maior a
pressdo de vapor), maior a sua tendéncia de permanecer vaporizada e mais
rapidamente se desloca pelo sistema.

A amostra liquida volétil ou gasosa é injetada através de um septo (disco de
borracha) para dentro de uma entrada de injecdo aquecida (injetor), vaporizando
rapidamente. O vapor € arrastado através da coluna por meio de um gas de arraste
(fase movel) que pode ser He, N, ou Hy, 0 qual é especifico para cada detector
(HARRIS, 2005).

Em contraste com muitos outros tipos de cromatografia, a fase moével nao
interage com as moléculas dos analitos; sua Unica funcdo é transportar o analito
através da coluna. O fluxo de gas com a amostra vaporizada, passa por um tubo que
contém a fase estacionaria (coluna cromatogréfica) onde ocorre a separacdo da
mistura. A coluna deve estar suficientemente aquecida para proporcionar uma
pressdo de vapor que possibilite a eluicdo dos analitos em um tempo razoavel. O
forno cromatogréafico € o responsavel tanto pelo aquecimento quanto por manter a
coluna aquecida. As substancias separadas eluem da coluna dissolvidas no gas de
arraste e passam por um detector; dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional
a quantidade de material eluido. O detector € mantido em uma temperatura maior do
que a da coluna, de modo que todos os analitos permanecam na forma gasosa
(HARRIS, 2005). O registro deste sinal em funcdo do tempo é o cromatograma, sendo
gue as substancias aparecem nele como picos com area proporcional a sua massa, 0
qgue possibilita a analise quantitativa. Os compostos separados por GC devem ser
gases ou substancias volateis e termicamente estaveis. Quando 0os compostos nao
apresentam essas caracteristicas, caso em que tem elevada massa molecular e/ou
contendo grupos funcionais fortemente polares ha necessidade de derivatizacao
(COLLINS et al., 2006).

Alguns critérios devem ser levados em consideracdo em analises por GC. A
injecdo da amostra deve ser feita de tal maneira que se obtenha uma banda unica e

estreita. A quantidade de amostra injetada nédo deve ultrapassar a capacidade da
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coluna, que é determinada pela quantidade de fase estacionaria. As amostras, que
podem ser liquidas ou gases, sao injetadas utilizando microseringas e seringas ou
valvulas, respectivamente (COLLINS et al., 2006). A injecao através de um septo, que
pode ser de silicone ou politetrafluoretieno (PTFE), com o0 emprego de
microsseringas sao as mais utilizadas e apresentam repetitividade de + 1%(COLLINS
et al., 2006).

Diferentes modos de injegcdo podem ser utilizados. Em colunas capilares,
podem ser encontrados injetores tipo com divisor/sem divisor da amostra (S/SL do
inglés, split/splitless), onde a divisdo da amostra é realizada de acordo com a taxa
split escolhida; e injetores on column, onde a amostra é injetada diretamente na
coluna, com modos de injecdo a frio (cold-on column) e vaporizacdo com
programacao de temperatura (OCI/PTV, do inglés On Column Injector/ Programmed
Temperature Volatilisation);

A grande maioria das analises por GC é realizada em colunas capilares
estreitas e compridas, as quais oferecem maior resolu¢cdo, menores tempos de
andlise e maior sensibilidade do que as colunas empacotadas, mas tém menor
capacidade de amostra (HARRIS, 2008). A escolha do gas de arraste, depende da
disponibilidade, pureza e consumo do gas, além do tipo de detector utilizado
(MENDHAM et al., 2002).

Nos ultimos anos, varios avancos na area de instrumentacdo possibilitaram aos
equipamentos um aumento de sensibilidade. Entre esses avancos, pode-se citar o
desenvolvimento de sistemas de injecdo de grandes volumes (LVI - Large Volume
Injection), que permitem a injecdo de uma maior quantidade de extrato e
consequentemente de analitos, promovendo um aumento significativo de
sensibilidade (PRESTES et al., 2009).

Os detectores mais utilizados em cromatografia gasosa séo: detector por
ionizacdo em chama (FID, do inglés Flame lonization Detector), detector por
condutividade térmica (TCD, do inglés Thermal Conductivity Detection), detector por
captura de elétrons (ECD, do inglés Electron Capture Detector), detector termoidnico
(TID, do inglés Thermionic lonization Detector), detector fotométrico de chama (FPD,
do inglés Flame Photometric Detector) e o espectrometro de massas (MS, do inglés

Mass Spectroscopy).
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3.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A espectrometria de massas é uma ferramenta que tem sido utilizada ha muito
tempo e é, atualmente, uma técnica poderosa de detec¢cdo para a cromatografia, pois
0 espectrometro € sensivel a pequenas quantidades do analito, fornece informacdes
qualitativas e quantitativas sobre os compostos que sédo eluidos a partir de uma
coluna, e pode distinguir substancias diferentes com o mesmo tempo de retencao
(HARRIS, 2003). O espectrdmetro de massas € constituido de trés partes: fonte de
ionizacdo, muitas vezes denominada interface, analisador de massas e detector de
ions com aquisicdo/processamento de dados. Apds a injecdo da amostra no
espectrobmetro de massas, as moléculas da amostra entram em uma fonte de
ionizacdo que as ioniza. As fontes de ionizacdo sdo energéticas o suficiente para
quebrar as ligacBes quimicas das moléculas da amostra, produzindo fragmentos os
quais podem também ser ionizados. Uma vez formados os ions, eles sdo analisados
pelo analisador de massas de acordo com a sua razdo massa/carga (COLLINS,
2006).

As fontes de ionizacdo mais comum em GC-MS para determinacdo de
agrotoxicos sao: lonizagcdo por Impacto de elétrons (El, do inglés Electron lonization)
e lonizacdo Quimica (CI, do inglés Chemical lonization), positiva ou negativa. As
vantagens da utilizacdo do modo El sdo a baixa influéncia da estrutura molecular na
resposta e o grande numero de fragmentos caracteristicos que sédo gerados.
Entretanto, o modo CI positivo ou negativo proporciona uma melhor seletividade para
muitos agrotéxicos quando comparado com o modo EI. O modo CI é
preferencialmente utilizado para a determinacéo de organo-halogenados, piretréides e
organofosforados. Este modo é menos utilizado em métodos multirresiduo, por néao
ser uma técnica de ionizacdo universal, além de fornecer espectros contendo um
pequeno numero de fragmentos, oferecendo menos informacéo qualitativa (PRESTES
et al., 2009).

3.3.3 lonizacédo por impacto de elétrons (El)

A ionizagdo eletrénica ou também conhecida como impacto de elétrons, é a

técnica de ionizagcdo mais comumente utilizada em GC-MS, por ser uma poderosa
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ferramenta para analises qualitativas e quantitativas. Neste tipo de ionizacdo, a
substancia a ser analisada é introduzida na camara de ionizacao do Espectrometro de
Massas onde as moléculas séo vaporizadas. Um feixe de elétrons é emitido a partir
de uma corrente que passa através de um filamento de tungsténio aquecido, os
elétrons séo acelerados por um campo elétrico, os quais colidem com as moléculas
neutras na fase gasosa provenientes da coluna cromatografica (HERBERT &
JOHNSTONE, 2002; VEKEY, 2001).

Para formar ions carregados positivamente, a energia média dos elétrons deve
ser superior ao potencial de ionizagcdo da molécula neutra. Embora a maioria dos
potenciais de ionizacdo para compostos organicos estejam na faixa de 8-12 eV, para
andlise de rotina e estudos comparativos uma voltagem de 70 eV € aplicada. Em
torno deste valor de energia, a eficiéncia de ioniza¢do (formacédo de ions) é constante
(HERBERT & JOHNSTONE, 2002; VEKEY, 2001).

A utilizacdo de condi¢des controladas para obtencdo de espectros de massas
em um sistema GC-MS permite a comparacao entre laboratérios e a construcao de
bibliotecas de espectros de massas de uso universal. Estas bibliotecas permitem uma
rapida comparacao dos espectros através da utilizacdo de algoritmos especificos de
busca e comparacdo das intensidades relativas dos ions registrados no espectro de
massa.

Alguns equipamentos permitem a variacdo da energia do feixe de elétrons da
fonte de ionizacdo. Ao reduzir esta energia € obtida uma menor fragmentacédo das
moléculas do analito e espectros de massas mais simples sao obtidos. Entretanto, o
aumento da energia (acima de 70 eV) leva a uma maior fragmentacao das moléculas,
podendo ocorrer perda relativa de sensibilidade. Tanto no caso da utilizagcdo de
energias menores quanto maiores que 70 eV, os espectros de massas ndo sao
comparaveis as bibliotecas padronizadas (HERBERT & JOHNSTONE, 2002; VEKEY,
2001).

Com a ionizagdo, os ions moleculares cation radical formados inicialmente,
contém um excesso de energia que nao € igual para todos os ions. A saida da fonte
de ions é um fluxo de ions gasosos positivos (0 mais comum) ou negativos, que sao
entdo acelerados para dentro do analisador de massas (SKOOG, 2009). Existem
varios tipos de analisadores de massas: que séo utilizados para selecionar e filtrar os

ions, sendo eles: radio frequéncia (tanto quadrupolo quanto trapeamento de ions);
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tempo de vbo; transformada de Fourier e setor magnético, sendo que 0s mais
utilizados sdo a radio frequéncia e o tempo de vb6o. (PRESTES et al., 2009). Suas
abundancias relativas séo registradas, gerando o espectro de massas (intensidade vs

m/z).

3.3.4 Espectrometria de massas

O espectrédmetro de massas € um dos detectores mais poderosos para GC
(SKOOG, 2006). A espectrometria de massas € uma técnica usada para o estudo das
massas de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas. Para obter um espectro
de massas, as moléculas no estado gasoso ou as espécies dessorvidas a partir de
fases condensadas sdo ionizadas. As moléculas da amostra ionizadas entram no
espectrobmetro de massas pelo sistema de entrada. No caso da GC, a amostra esta
na forma de vapor e a entrada deve ser interfaceada entre a pressao atmosférica do
sistema de GC e a baixa presséo (10° a 10® Pa) do sistema do espectrémetro de
massas (SKOOG, 2006). Um sistema de vacuo é necessario de modo a evitar que 0s
ions sejam defletidos por colisées com moléculas do gés residual (HARRIS, 2008).

Os modos de operacdo sdo as maneiras como o0 espectrbmetro de massas
pode ser programado para a aquisicdo de dados. No modo scan o MS é programado
de forma a analisar todas as massas do seu espectro de operacao ou dentro de uma
faixa determinada de m/z (VEKEY, 2001). No modo SIM (do inglés, Single lon
Monitoring) apés a ionizacdo o MS faz a separacao de somente um ion especifico, o
gue aumenta a sensibilidade, uma vez que os ions correspondentes ao ruido sdo
ejetados sem chegar ao detector. Em alguns equipamentos podem ser selecionados
até trés ions simultaneamente (VEKEY, 2001).

A Figura 2 representa os componentes basicos de um espectrometro de

massas.
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Fonte de ionizagéo Analisador de massas

Detector de fons

Saida ‘d,e YACUO
Figura 2 - Componentes basicos de um espectrémetro de massas

A GC-MS ¢é uma das principais ferramentas aplicadas em analise de residuos
de agrotéxicos por permitir que a confirmacdo e a determinacdo de um grande
namero de compostos sejam realizadas simultaneamente. Atualmente, a técnica GC-
MS é utilizada com frequéncia para determinacdo multirresiduo de agrotéxicos em
alimentos. A facilidade do acoplamento GC-MS, além da disponibilidade de um banco
de espectros de massas padrédo obtidos no modo de ionizagcdo por impacto de
elétrons ajudou na disseminagéo da técnica GC-MS (PRESTES et al., 2009).

Os baixos LODs obtidos sdo consequéncia da alta seletividade promovida pelo
uso de diferentes modos como, por exemplo, 0 modo SIM que tem sido utilizado para
determinar residuos de agrotoxicos em alimentos (PRESTES et al., 2009).

O sistema basico de um cromatografo acoplado a espectrometria de massas é

representado na Figura 3.
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Injetor

(gas ou liquida) i
(gas cu liquidae) Gas de arraste

Cromatograma (TIC) \ J
» Cromatdgrafo a gas
(forno, coeluna capilar)

Espectrémetro de massas
(Fonte El, detector MS)

Figura 3 — Componentes de um GC-MS com fonte de ionizag¢ao El

3.4 Preparo de amostra

A etapa de preparo de amostra consiste principalmente em, promover a
extracdo e o enriguecimento dos analitos e a remocéo, tanto quanto possivel, dos
interferentes.

Os passos tipicos na etapa do preparo de amostra incluem amostragem,
homogeneizacéo, extracdo, limpeza do extrato (clean-up) e concentracdo antes da
determinacdo. Portanto, o preparo de amostras € uma etapa crucial e determinante

dentro de todo o processo analitico (CHEN et al., 2008).

3.4.1 Métodos multirresiduos para extracdo de agrotoxicos em alimentos

Os alimentos apresentam matrizes complexas, propriedades quimicas distintas
e baixa concentracdo de analitos, e por isso, requerem uma etapa fundamental de
preparo de amostras. Assim, para a determinacao de agrotéxicos, faz-se necessario o
emprego de métodos multirresiduo de facil aplicacdo e de eficiéncia adequada para
superar os limites impostos pela legislacdo. O método selecionado para uma analise
multirresiduo deve garantir, baixos limites de detecc¢éo e fornecer exatiddo e precisao

para um amplo nimero de analitos. Os avanc¢os da quimica analitica em concordancia
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com o0 conceito de sustentabilidade, levaram ao desenvolvimento de varias técnicas
de extracdo. A Tabela 2, apresenta algumas das técnicas de preparo de amostra

modernas utilizadas para determinacdo de agrotoxicos em matrizes alimentares.
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Tabela 2- Comparacgéo entre os métodos modernos de preparo de amostra para determinacdo de agrotéxicos em alimentos

Técnica Vantagens Desvantagens
~ - v' Facil realizagao; v/ Extracdo de insuficiente seletividade;
Extracdo assistida por
microondas v' Extracdo simultanea de varias amostras; v'  Etapa de limpeza necessaria;
(MAE- do inglés Microwave- v" Pequenas quantidades de solventes; v' Compostos termolabeis ndo pode ser usada;
Assisted Extraction) ~ .
v/ Tempo curto de extracéo. v/ _Tempo de espera para resfriamento.
v’ Extragbes podem ser automatizadas, diminuindo erros pelas etapas do v Elevados custos de manutengdo e aquisigdo do
Extracdo por solvente processo por serem de forma idéntica; instrumento:
acelerado ~ .
o ¥ Tempo curto de extragao; v Baixa seletividade de extragéo;
(ASE- do inglés Accelerated v C derado de solventes: ) ) ]
solvent Extraction) onsumo moderado de solventes, v Limpeza de extrato e de equipamento apds cada
v' Simplicidade de preparo de amostra antes da analise. uso.
v" Custo relativamente baixo por andlise;
Disperséo da matriz em fase v Equipamento simples; v Geralmente obtem-se LODs n&o muito baixos;
sélida A - e v' Algumas vezes baixa recuperagéo dos analitos;
(MSPD- do inglés Matri id v' Realizagdo simultanea de varias analises;
- do ingles Matrix solid- - S v" N&o se torna muito ideal para amostras secas ou
phase Dispersion) v" Pode ser utilizada in situ; ricas em lipidios. P
v' Pouca guantidade de solventes.
v Utilizag&o de solventes pode ser eliminada; v N&o garante uma gama suficientemente ampla
_ 3 N v/ Capacidade de adsorvente limitada; de analise em um Gnico procedimento;
Micro extragéo em fase solida o ) . v Probl dutibilidade:
o ] v Possibilidade de re-executar repetidamente a andlise de uma amostra; roblemas com a reprodutibilidade;
(SPME- do inglés Solid-phase - - ] ) v Probl f imizacio d
Microextraction) v Possibilidade de utilizar uma fibra muitas vezes sem perda de adsorbado; r(’)t smas requentes com a otimizagao de
método;
v" Cromatégrafos com injetores comuns podem ser usados sem grandes 5 ) . .
mudancas na concepgao . v Recuperag@es de analitos relativamente baixas.
v" Redugdo no consumo de solvente; L ~
v Custo elevado para aquisi¢cdo e manutengao;
v Extracdo de compostos termolabeis; . L N
. ) ¢ P v'  Baixa seletividade de extracéo;
Extracéo por fluido super v N&o resulta na degradacédo dos compostos analisados; p . . ,
critico (SFE- do inglés . ' Elevado tempo de limpeza do equipamento apds
Supercritical fluid extraction) v' Realizacdo de extracdo fracionada; cada uso;
v' Tempo curto de extragao; v"  Relativamente complicado quando comparado a
. . . ~ . - outras técnicas de extracao.
v Dispositivo que permite a extracdo no modo semi-automatico.

Referéncia: adaptado de WILKOWSKA e BIZIUK, 2011.
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Uma importante etapa no preparo da amostra € a purificacdo dos extratos.
Constituintes da matriz podem ser co-extraidos e posteriormente co-eluidos com os
compostos que serdo analisados e, consequentemente, interferir na avaliagdo da
andlise (LEDOUX, 2011). A limpeza do extrato minimiza problemas, permite
resultados mais exatos e precisos, além de possibilitar 0 aumento da vida util das
colunas capilares. Varias técnicas de purificacdo sdo aplicadas para eliminar
interferéncias co-extraidas dos extratos de amostras de frutas e vegetais, incluindo
Extracdo em Fase Sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction), Extracao dispersiva
em Fase Sdlida (d-SPE, do inglés Extraction Dispersive Solid-Phase) e Cromatografia
por Permeacao em Gel (GPC, do inglés gel permeation chromatography) (KINSELLA
et al., 2009; LEDOUX, 2011).

Com o objetivo de superar limitagcbes praticas dos métodos multirresiduo
existentes, um novo procedimento de preparo de amostra para extracdo de residuos
de agrotéxicos foi introduzido no ano de 2003, por Anastassiades et al. sendo
denominado QUEChERS (PRESTES et al., 2009).

O método QUEChERS em conjunto com a d-SPE, tem se destacado dentre os
meétodos de preparo de amostra para a extracdo de agrotoxicos em diversos tipos de
alimentos. Este método simplifica as etapas de preparo, bem como a quantidade de
solventes e de vidraria utilizada, proporcionando a extracdo dos analitos e a limpeza
dos extratos (RODRIGUES, 2010). O método QUEChERS ¢é discutido na secao a

seqguir.

3.4.2 Método QUEChERS original

O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)
demonstra suas caracteristicas de ser rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e
seguro.

Entre as principais vantagens deste método com relagdo aos meétodos
tradicionais estdo: altos valores de recuperacbes para uma ampla faixa de
agrotoxicos; elevado grau de exatidao e precisdo; preparo de um grande numero de
amostras em um curto periodo de tempo; reducdo no volume de solventes organicos
e simplicidade de operagdo (LEHOTAY et al.,, 2005). Além disso, 0o método
QUEChERS foi idealizado para gerar extratos que pudessem ser analisados por
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Cromatografia Liquida e/ou Cromatografia Gasosa acopladas a Espectrometria de
Massas (GC-MS e LC-MS) (ANASTASSIADES et al., 2003).

O método baseia-se nas seguintes etapas: extragdo, particdo e limpeza. Um
novo método de limpeza d-SPE foi proposto juntamente com o método QUEChERS.

Na Figura 4, estdo representadas as principais etapas do método QUEChERS
original.

[ 10,0 g de amostra ]

ETAPA 1 ——>( 10,0 mL de MeCN |

(Extracao)
Agitacdo manual e em vortex
4,0 g de MgSO
ETAPA2 —> 9 8¢ Mg=H
(Particéo) 1,0 g de NaCl
Agitacdo manual e vortex +
centrifugacéo
1,0 mL sobrenadante
ETAPA3 —> N
(d-SPE) 150,0 mg MgSO;,
+
25,0 mg PSA

Agitacdo manual + centrifugagao

[ Analise cromatografica ]

Figura 4 - Representacdo do método QUEChERS Original

v" Massa de amostra
A escolha da massa de amostra deve garantir representatividade estatistica ao
resultado final. Para o método QUEChERS a quantidade de amostra escolhida no
desenvolvimento foi de 10 g, sendo esta considerada ideal quando comparada a
guantidades de 15 a 100 g normalmente utilizadas em outros métodos multirresiduo
(ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009).
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v' Extracao

A utilizacdo de acetonitrila como solvente possibilita a extragdo de uma menor
quantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos (MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004). A acetonitrila
proporciona a extracdo de uma ampla faixa de agrotoxicos com diferentes polaridades
e, guando acidificada, permite recuperacdes satisfatorias de agrotoxicos que
geralmente apresentam problemas de estabilidade. Outra grande vantagem é que
acetonitrila € mais adequada para LC-MS do que acetona e acetato de etila e pode
ser utilizada sem problemas na analise por GC-MS. Assim, acetonitrila foi escolhida
como solvente de extracdo para o0 método QUEChERS (ANASTASSIADES et al.,
2003; LEHOTAY et al., 2005).

A agitagdo manual ou com auxilio do Vortex possui varias vantagens em
relacdo a agitacdo mecanica, tais como, possibilidade de realizar a extracdo a campo;
a extracdo ocorre em um unico frasco fechado nédo expondo o analista; rapidez, uma
vez que ndo ha necessidade de lavagem do homogeneizador no intervalo entre as
extragoes.

v Particionamento entre as fases

A adicdo de sais para promover o efeito “salting out” é utilizada em varios
métodos multirresiduo. Dependendo da natureza do solvente utilizado na etapa de
particdo obtém-se melhores percentuais de recuperacao para analitos polares, uma
vez que a adicdo de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa,
bem como, a quantidade de agua na fase orgéanica e vice-versa (GHIP, 1996; STAHN,
2000; PI1ZZUTTI et al., 2007).

A utilizacdo de sais secantes como sulfato de sodio (Na,SO,4) tem a finalidade
de melhorar a recuperacdo de agrotoxicos polares (ANDERSSON & PALSHEDEN,
1991). A escolha do MgSO,4 no desenvolvimento do método QUEChERS foi devido a
maior capacidade de remover agua quando comparado a outros sais. Aléem de reduzir
o volume de fase aquosa, sua hidratacdo € uma reacdo exotérmica, tendo como
resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra durante as etapas de
extracdo/particdo, favorecendo a extracao, especialmente dos compostos apolares
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Nos meétodos multirresiduo que utilizam acetona, a particdo € controlada

através de uma combinacdo de NaCl e solventes apolares, porém tém como
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desvantagens a diluicdo do extrato e o consumo de um maior volume de solvente.
(KOESUKWIWAT, 2008, SCHENCK et al., 2008;). Na extracdo com acetonitrila, a
adicdo de sais € muito conveniente uma vez que é rapida, facil, apresenta baixo
custo, tem a grande vantagem de nao diluir o extrato da amostra e proporciona a
separacao das fases organica e aquosa.

v' Limpeza (clean-up)

A etapa de limpeza é realizada para remover co-extrativos que posteriormente
possam afetar a confiabilidade dos resultados. Componentes néo volateis da matriz
podem aderir ao sistema de injecdo e também a coluna cromatografica, aumentando
a frequéncia de manutencéo, além de alterar a resposta do sistema (LEHOTAY et al.,
2007; PRESTES et al., 2009). A etapa de limpeza ocorre simultaneamente com a
remocéao de 4gua residual na d-SPE. Esta etapa de remocao de agua proporciona um
extrato final de menor polaridade, facilitando a precipitacdo de co-extrativos polares.

O sorvente retém as interferéncias da matriz sendo que, apos agitacdo manual
e centrifugacdo, o extrato estd apto para ser injetado no sistema cromatografico.
Nessa etapa de limpeza, algumas vezes pode diminuir a recuperacdo devido a perda
dos analitos mais polares que séo eliminados junto com os interferentes, ou entéo por
ficarem retidos no material sorvente. O sorvente PSA (Primary Secondary Amine)
retétm as interferéncias da matriz, sendo que depois da agitacdo manual e
centrifugacdo o extrato estd pronto para ser injetado no sistema cromatogréafico
(ANASTASSIADES et al., 2003). A estrutura bidentada do PSA tem um elevado efeito
quelante, devido a presenca dos grupos amino primario e secundario. Como
resultado, a retencdo de acidos graxos livres e de outros compostos polares
presentes na matriz € muito forte. Uma limpeza eficiente garante uma maior vida util
para insersores e colunas cromatograficas, reduzindo assim a contaminacdo do
sistema cromatografico e minimizando o efeito matriz (MARTINEZ-VIDAL et al., 2006;
SHIMELIS et al., 2007).

Os tubos usados na d-SPE podem conter além do PSA, Carbono grafitizado
(GCB- do inglés Graphitised Carbon Black) e o C18. PSA retém também pigmentos
polares e acucares. GCB ¢é eficiente para remocdo de pigmentos como clorofila e
esterois, além destes, GCB também retém agrotéxicos planares. E o C18 é usado
para remocao de compostos apolares, assim como lipidios (WILKOWSKA e BIZIUK,
2011).
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Desde seu desenvolvimento o método QUEChERS tem sofrido diferentes
modificacbes para ser empregado na determinacdo de diferentes analitos em
diferentes matrizes. Como um método multirresiduo para determinacdo de
agrotoxicos em alimentos, empregando meétodos cromatograficos acoplados a
espectrometria de massas, uma ampla aplicabilidade vem sendo observada em
inumeras publicacdes da area.

Dentre as diversas modificagbes encontradas na literatura para o método
QUEChERS, destacam-se os métodos QUEChERS citrato e acetato.

3.4.3 Métodos QUEChERS citrato e acetato

Apesar de a versdo original ter demonstrado excelentes resultados em
diferentes tipos de amostras (LEHOTAY et al., 2005a; CVUA, 2006; PAYA et al.,
2007) algumas aplicacBes mostraram que certos compostos apresentavam problemas
de estabilidade e/ou recuperacdo de acordo com o pH da matriz (LEHOTAY et al.,
2005ab; ANASTASSIADES et al.,, 2007). Desta forma, durante o periodo de
otimizacdo do método, percebeu-se que a utilizacdo de tampdes (pH 5,0) promoviam
recuperactes satisfatorias (>70%) para compostos dependentes do pH (por ex.:
pimetrozina, imazalil e tiabendazol), independente da matriz utilizada (LEHOTAY,
2005b; ANASTASSIADES et al., 2007).

Em geral, os agrotoxicos sdo estaveis em pH acido, porém alguns compostos,
apresentam baixos percentuais de recuperacdo quando em pH &cido, devido ao
fato de estarem protonados e solubilizados na fase aguosa, ndo sendo recuperados
na etapa de particdo. O pH é importante tanto para compostos sensiveis em meio
acido como aqueles sensiveis a degradacdo em meio alcalino. Dessa forma,
recomenda-se uma faixa de pH entre 4 e 5 uma vez que, a mesma proporciona boas
recuperacgdes para agrotdxicos sensiveis em meio 4cido, além de garantir estabilidade
para aqueles sensiveis em meio alcalino (LEHOTAY, et al., 2005).

As frutas e os vegetais apresentam um pH natural que varia entre 2,5 e 6,5.
Portanto, o ajuste do pH também esta relacionado a presenca de co-extrativos na
fase organica, uma vez que se observa uma maior presenca de gordura e acidos

graxos quando a extracdo é efetuada em meio acido (PRESTES et al., 2009).
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A adicdo de uma etapa de tamponamento foi a primeira modificacdo proposta
para o0 método QUEChERS, com o objetivo de melhorar os percentuais de
recuperacdo (70-120%) (MAJORS, 2010). Lehotay et al. (2005) desenvolveram o
método “QUEChERS-acetato”, no qual o efeito tamponante (pH 4,8) € promovido pela
adicao de acetato de sédio. Este método foi adotado em 2007 como método oficial da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) para a determinacdo de residuos
de agrotoxicos em alimentos (AOAC, 2007). Anastassiades et al. (2007) propuseram
o método “QUEChERS-citrato”, este utiliza uma mistura de citrato de sodio di e
sesquiidratados como responsaveis pelo efeito tamponante (pH 5,0-5,5). Em 2008, o
European Committee for Standarisation, oficializou o método “QUEChERS citrato”
como meétodo de referéncia na UE (CEN, 2008).

Na Figura 5 estdo representados os procedimentos dos métodos acetato e

citrato, respectivamente.

Acetato Citrato
[ 15 g de amostra ] [ 10 g de amostra
N
ETAPA 1 ::> 15 mL de MeCN 10 mL de MeCN
(Extracao) (1% de CH,COOH) )
Agitacdo manual Agitacdo manual e em vortex
/ \ / 4 g de MgSO, \
ETAPA2 ) s
(Particéo) 6 g de MgSO, 1 g de NaCl
+ +
1,5 g de CH;COONa 1 g CeHsNaz07.2H,0
+
K / K 0,5 g CgHgNa,07.1,5H,0 /
Agitagdo manual Agitagdo manual e em vortex +
+ centrifugagdo centrifugacdo
1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
ETAPA 3 ) * N
150 mg MgSO 150 mg MgSO
(d_SPE) g+ g 4 g+ g 4
50 mg PSA 25 mg PSA
Agitacdo manual + centrifugacéo Agitacdo manual + centrifugacéo
[ Anélise cromatogréfica ]

Figura 5 - Procedimento dos métodos QUEChERS acetato e citrato
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3.4.4 Determinacao de agrotoxicos em péssego

De modo geral, as perdas na agricultura sdo imensas, devido a acédo de
pragas. Os agrotoxicos, desde seu desenvolvimento, desempenharam um importante
papel no crescimento da agricultura moderna. No entanto, alguns autores sugerem
que a ingestao diaria de alimentos contaminados é a principal rota de exposi¢cdo a
agrotoxicos (HOWSAN et al., 2004; OTAKE et al., 2009. Portanto, a preocupacao com
a saude humana e seguranca alimentar, promove o0 desenvolvimento de Varios
meétodos analiticos aplicados a determinacdo de residuos destes compostos em
diferentes tipos de alimentos (PANG et al., 2006). A andlise de residuos de
agrotoxicos, além de ser um instrumento de protecdo a salde humana esta também
relacionada a fatores econdmicos. Atualmente, estima-se que no mundo, cerca de
20.000 andlises de residuos de agrotoxicos em alimentos sejam realizadas todos os
dias (PICO et al., 2000).

Nos ultimos anos, varios trabalhos abordaram a determinacdo de agrotoxicos
em péssego in natura e em sucos processados. Cabe salientar, que para a matriz de
péssego em calda, sendo ela um alimento processado, ndo encontram-se relatos na
literatura. Na Tabela 3, sdo apresentados, alguns trabalhos que determinaram
agrotoxicos em matrizes de péssego (in natura e suco processado), bem como em
outras frutas e sucos de frutas, comparando técnicas de preparo de amostra e

determinacao, com detecc¢do de residuos de agrotoxicos.



Tabela 3 - Métodos utilizados para determinacdo de agrotoxicos em matrizes de péssego
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Matriz Agrotoxico Extragao Determinacéo Exatidao/ LOQ Detectou residuos Autor/
9 & & Precisao (mg kgt oumg L™ (mg kg™ Ano
Uva: azoxistrobina (0,23)
Lim&o: carbendazim (0,3), imazalil
(1,5), tiabendazol (2,10) e 2-fenil-
Péssego,uva, Kiwi, fenol (2,10)
morango, Acetato de etila . 63-96% _ Morango: penconazol (0,05) | TAYLOR M.J., et al.
espinafre, liméo e 38 Sem limpeza LC-MS/MS 20% 0,005-038 pirimetanil  (0,19), miclobutanil 2002
nectarina (0,53)
Péssego: tebuconazol (0,1)
Kiwi: carbaril (0,1)
Péssego e Acetato de etila 64-108% Imidacloprido média Qe BLASCO C,, et al
: 4 . LC-APCI-MS 0,02 concentracdo 0,05 e carbendazim ! ’
nectarinas Sem limpeza <14% 2002
com 0,25
Péssego, pepino,

. QUEChERS 1010 ANASTASSIADES M.,
morango, laranja, 23 + GC-MS 85-101% 0,01-0,1 ctal.
alface cenoura e <5%

. d-SPE 2003
abobrinha
Clorpirifos em damasco (0,01 a
0,06)
N Acetona e 140 Parationa metilica em péssego
Pessego e 6 diclorometano GC-MS 73-145% 0,02-0,2 (0,02 2 0,07) LIAPIS, K-S, etal.
damasco . <5% . 2003
Sem limpeza Bromopropilato (0,36)
Fosalona (0,14)
Azinfos metilica (0,05)
Carbendazim foi frequente em
Péssego, 970 péssego (0,09 a 0,76) e laranja
nectarina, laranja e 10 P.LE LC-IT-MS® 58-97% 0,025 -0,25 (0,01 a0,16) BLASCOC., etal.
- Sem limpeza <19% . . A 2005
tanjerina Imidacloprido em péssego (0,02 a
0,17)
BA QUEChERS
SUCO: Péssego, 1080 o ROMERO-
laranja, maca, 90 ACETATO uPLC-Ms/Ms | (0-108% < 0,005 26% das amostras de 10dos 0S | soN7AIE7 R, etal,
; . + < 20% sucos, porém inferiores aos LMR
abacaxi, multifrutas SPE 2008
SUCO: Péssego, o 90% dos sucos  continham
Framboesa, maga, 12 MSPD LC-MS 71'%?/0% 0,00003 — 0,00312 residuos. Dimetoato foi encontrado RADISIZ%O'\S" etal.

laranja

em 22% das amostras < LMR
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3.5 Validacdo de métodos analiticos

A validacdo de um método € uma exigéncia na pratica de analises quimicas, e
tem como objetivo demonstrar que o método é apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(EURACHEM, 1998; BRASIL, 2003).

Um laboratoério deve produzir resultados analiticos confiaveis. O analista, no
seu dia a dia, deve preocupar-se em obter resultados que afastem qualquer davida
com respeito a sua exatiddo e que possuam precisdo adequada para a finalidade a
gue se destinam (SOARES, 2001 apud CALDAS, 2009). Para que esta confiabilidade
seja atingida, o primeiro passo esta na validacdo do método analitico escolhido. E
fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos para
demonstrar, através da validacdo, que o0s métodos de ensaio que executam
conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida (INMETRO,
2003).

RIBANI et al. (2004) apresentaram, de maneira clara e objetiva, a validacédo de
métodos como sendo um processo continuo de avaliacdo dos métodos, desde a
etapa de planejamento, passando pelo desenvolvimento e coleta de dados, até o
monitoramento constante da aplicacao e transferéncia deste.

No Brasil, hd duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratoérios de ensaios, a ANVISA e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo
e Qualidade Industrial (INMETRO). Estes 6rgdos disponibilizam guias para o
procedimento de validacdo de métodos analiticos, respectivamente, a Resolucao
ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003 e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de
marc¢o/2003.

Assim, deve-se selecionar, estudar e monitorar constantemente os parametros
Minimos necessarios para garantir a interpretacéo precisa dos resultados. Alguns dos
parametros envolvidos no processo de validacdo de métodos analiticos séo: curva
analitica, linearidade, exatidao, precisdo (repetitividade e intermediaria) e limites de
deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ). Além destes parametros, o efeito matriz

(EM) também é um critério adotado seguindo os critérios de validacdo SANCO (2010).
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3.5.1 Limites de Deteccéo (LOD) e Limites de Quantificagéo (LOQ)

Os termos Limite de Deteccao (LOD, do inglés Limit of Detection) e o Limite de
Quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) s&o utilizados para demonstrar
a habilidade do método em detectar e quantificar baixas concentracées de um analito.

O LOQ €& o menor valor de concentracdo em que o analito pode ser
quantificado com certo limite de confianga, ou seja, abaixo deste valor medi¢cdes ndo
apresentam suficiente confianca para quantificacdo (THOMPSON et al., 2002). O
meétodo para determinacdo do LOQ deve ser considerado com a incerteza da medida
de um componente dentro de um intervalo linear (RIBANI et al., 2004).

O LOD e o LOQ podem ser estimados por diferentes meios: através do método
visual, pelo método da relacdo sinal/ruido e baseado em parametros da curva
analitica. O método mais utilizado para técnicas analiticas em geral € o da relacéo
sinal/ruido (RIBANI et al., 2004).

O procedimento sinal/ruido pode ser aplicado somente para processos
analiticos que exibem o sinal da linha de base. E determinada a raz&o sinal/ruido por
meio da comparacdo dos sinais medidos da amostra com baixas concentracdes
conhecidas do analito com as do branco, estabelecendo-se a concentracdo minima
na qual o analito pode ser detectado e quantificado. A razéo sinal/ruido com valor =3
€ geralmente considerada aceitavel para estimar o LOD e com valor 210 para estimar
0 LOQ (BRASIL, 2003; BRITO et al., 2003 apud CALDAS, 2009). O LOD e o LOQ
Sa0 expressos em concentracdo, sendo que a precisdo e exatiddo devem ser
consideradas (BRASIL, 2003).

3.5.2 Curva analitica de calibracao e linearidade

A linearidade refere-se a capacidade de uma metodologia analitica de gerar
resultados linearmente proporcionais a concentracdo do analito, enquadrados em
uma faixa analitica especificada (BRASIL et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios em funcdo da concentragdo do analito ou entdo calculada a partir da
equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos quadrados
(INMETRO, 2003; BRASIL, 2003). O coeficiente de correlacdo r, permite uma
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estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor € a
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes
de regressao estimados. A regressao linear deve ter alto coeficiente de determinagéo
(r* > 0,999) (PIMENTEL e NETO, 1996), ou de correlacéo (r) > 0,99 (ANVISA, 2003)
ou acima de 0,90 (INMETRO, 2003), o que evidencia um ajuste ideal dos dados para
a linha de regresséo.

A linearidade ¢é determinada por intermédio de gréficos de -calibracgéo,
denominados curvas analiticas, seguidos de um tratamento estatistico (LANCAS,
2004). A curva analitica deve ser definida por no minimo cinco pontos em ordem
crescente de concentracdo, no minimo trés vezes cada, com estimativa do RSD entre
as injecoes inferiores a 5% (RIBANI et al., 2004, BRASIL, 2003).

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de
medicdes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico conhecido
como regressao linear (Equacéo 1) (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2003). sendo:

y=ax+bhb (1)

em que:
y = variavel dependente — sinal detectado

X = variavel independente — concentracdo da substancia em analise
a = coeficiente angular

b = coeficiente linear

A faixa linear de um método de ensaio € o intervalo entre os niveis inferior e
superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com precisdo, exatiddo e linearidade exigidas, sob as condicbes
especificas do ensaio (INMETRO, 2003).

Pode-se optar por diferentes tipos de padronizacdo para a constru¢ao da curva
analitica, as mais empregadas sdo: padronizacdo interna, padronizacdo externa e
adicdo de padrdo. Isto é feito de acordo com o tipo de analise e do tratamento
utilizado para a amostra. O método de padronizacao escolhido deve fornecer a melhor

exatidao possivel, além de um alto nivel de precisdo (RIBANI et al., 2004).
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A padronizacdo interna consiste na preparacdo dos padrbes de calibracéo
contendo diferentes concentracbes do analito, nos quais se adiciona uma
concentracdo fixa do padrdo interno (Pl). Esse método tem a finalidade de corrigir
desvios durante o procedimento analitico devido a pequenas mudancgas em variaveis
experimentais como temperatura da coluna e volume de injecdo entre uma
concentracdo e outra no caso de método por cromatografia gasosa. O modelo de
regressao e o gréfico sdo elaborados pela relacdo entre a razdo das areas (area do
analito/area do padréo interno) com as concentragfes do analito. Na aplicacdo do
método, as amostras desconhecidas sdo analisadas apdés a adicdo da mesma
quantidade do padréo interno (RIBANI et al., 2004). Com a utilizacdo de um padrao
interno adequado, melhoras na preciséo e exatiddo sao facilmente obtidas (SKOOG,
2006). O padréo interno deve: (a) sempre estar ausente da amostra, (b) deve ser
similar a substancia a ser quantificada, (c) ndo reagir com a substancia ou outro
componente da matriz, (d) ter tempo de retencdo proximo a esta substancia, (e) estar
disponivel em elevado grau de pureza, (f) ser adicionado a amostra em
concentracbes similares ao composto a ser analisado, (g) ser bem resolvido dos
outros picos e (h) quando cromatografado, ficar separado de todas as demais
substancias presentes na amostra (LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004).

O método de padronizacdo externa compara a area da substancia a ser
quantificada na amostra com as areas obtidas com solu¢cdes de concentracdes
conhecidas preparadas a partir de um padréo, obtém-se um grafico, relacionam-se as
areas obtidas com as concentracoes.

A padronizacdo por adicdo de padrdo, consiste na adicdo de quantidades
conhecidas da substancia de interesse que esta sendo analisada a quantidades
conhecidas da amostra, antes do seu preparo. Constréi-se uma curva analitica
relacionando as quantidades da substancia adicionada a amostra com as respectivas
areas obtidas. A extrapolacéo da reta define, no eixo das abcissas, a concentracao da
substancia na amostra analisada. (RIBANI et al., 2004).

O método de superposi¢do de matriz ("matrix-matched") consiste na adigdo do
padrdo da substadncia em diversas concentracbes em uma matriz similar a da
amostra, isenta da substancia, e construcao do grafico de calibracéo relacionando as
areas obtidas com as concentracbes dos padroes. O método de superposicdo de

matriz pode ser utilizado para calibracdo, tanto com a padronizag¢ao interna como com
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a padronizacdo externa. Este método é usado para compensar o efeito da matriz ou
de possiveis interferentes e é de suma importancia em determinacdes quando a
matriz pode interferir na pré-concentracdo, extracdo, separacdo ou deteccdo da
substancia de interesse. O método de superposi¢cao de matriz tem o inconveniente de
nao proporcionar a magnitude do efeito de co-extratos, além de aumentar o custo e o
tempo das analises. Apesar de se obter uma calibracdo confiavel com o método de
superposicao da matriz, ele € somente uma forma para compensar efeitos da matriz,
mas ndo elimina situacdes analiticas tipicas: a intensidade de um efeito e a
concentracdo de interferentes na matriz podem diferir de uma matriz ou amostra para
outra (RIBANI et al., 2004).

Outro procedimento para avaliar a linearidade do método analitico, bem como
para a quantificacdo das amostras, € a construgdo da curva trabalho. A curva trabalho
€ aplicada para avaliar a performance do método proposto e na validacdo do método,
nos calculos de recuperacédo (TSAI et al., 2009; WANG et al., 2010). Para construir a
curva trabalho, a amostra é fortificada com a solu¢édo padréo antes da extracdo. Apos
a extracdo a amostra € injetada pelo menos trés vezes e as amostras sao realizadas
em triplicata. Com a construcdo da curva trabalho, os célculos da exatiddo e a
avaliacdo da linearidade, possiveis erros sistematicos da etapa do preparo de

amostra, podem ser corrigidos.

3.5.3 Exatidao

A exatidao representa a concordancia entre o valor encontrado em um ensaio e
o valor de referéncia aceito como verdadeiro (LANCAS 2004; INMETRO 2003).

A exatiddo representa a existéncia de erros sistematicos, e € um dos critérios
mais importantes para o julgamento do desempenho de um método analitico
(PRIMEL, 2003). A exatiddo esta sempre associada a precisdo, sendo ambas
avaliadas de forma concomitante.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidao sao entre outros:
uso de materiais de referéncia, participagdo em comparacdes interlaboratoriais e

realizacdo de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2003).
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Quando materiais de referéncia ndo estdo disponiveis, a exatiddo pode ser
avaliada através dos ensaios de recuperacdo (CODEX ALIMENTARIUS, 2001), os
guais séo geralmente expressos em percentual.

A recuperacdo dos analitos pode ser estimada pela andlise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do padrdo. As amostras devem ser
fortificadas com os analitos em pelo menos trés diferentes concentracfes, por
exemplo, préximo ao limite de deteccao, proximo a concentragdo maxima permissivel
e em uma concentracdo proxima a meédia da faixa de uso do método. (INMETRO,
2003).

Sao estabelecidas faixas de valores aceitaveis de exatiddo com determinados
valores de precisdo associados. Por exemplo, na andlise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20% (SANCO, 2007). Naturalmente
essas faixas estdo correlacionadas com a complexidade analitica bem como da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até 15%. Pelo fato de
outros componentes da matriz poderem interferir na separagdo, detec¢cdo ou na
quantificacdo da substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser
investigados durante a avaliacdo da exatiddo do método (RIBANI et al., 2004;
SANCO, 2007).

3.5.4 Precisao

Precisdo € a medida de quao proximo os resultados estdo uns dos outros, ou
seja, € o grau de concordancia entre os resultados de cada teste quando aplicado
repetidamente a varias amostragens de uma mesma amostra, e € geralmente
expressa como desvio padrdo, variancia ou coeficiente de variagdo de diversas
medidas (EURACHEM, 1998; BRASIL, 2003; INMETRO, 2003).

Uma forma de expressar a precisdo é através da estimativa do desvio padrao

relativo (RSD%) (Equacéo 2), também conhecido como coeficiente de variagao (CV).

RSD%  ou C\/%:%xloo @)
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onde:
s = estimativa do desvio padrao absoluto

Xm = média de uma série de medidas (replicatas)

Métodos que quantificam compostos em quantidades macro requerem valores
de RSD de 1 a 2%. Métodos para analise de tracos séo aceitaveis valores de RSD de
até 20% (RIBANI et al., 2004).

A precisdo é considerada em trés niveis: repetitividade , precisdo intermediaria
e reprodutibilidade. Os parametros de validacdo sdo adequados conforme sera o uso
do método a ser validado. Se o método a ser desenvolvido terd aplicacdo em somente
um laboratério ndo se faz necessaria a avaliacdo da precisdo em termos de
reprodutibilidade, o que inclui estudos interlaboratoriais.

A repetitividade expressa a precisdo nas mesmas condicdes de operacao
(mesmo equipamento, analista, reagentes e dia) em pequeno espaco de tempo
(BRITO et al., 2003 apud CALDAS, 2009; RIBANI et al., 2004; VALENTINI, 2007).
Pode ser avaliada, de acordo com o INMETRO, que recomenda sete ou mais
repeticbes para o calculo da estimativa do desvio padrdo, ou de acordo com a
ANVISA, gue recomenda no minimo nove determinacdes, contemplando o intervalo
linear do método, ou seja trés diferentes concentracdes e trés replicatas cada, ou com
no minimo seis determina¢cfes para uma Unica concentracdo-teste (BRASIL, 2003). O
termo repetitividade € adotado pelo Vocabulario Internacional de Metrologia
(INMETRO, 2007), sendo utilizado pelo INMETRO. A ANVISA utiliza o mesmo
conceito para o termo repetibilidade.

A precisdo intermediaria do método esta relacionada as variagbes dentro de
um mesmo laboratério como diferentes dias e/ou analistas, e/ou equipamentos
(LANCAS, 2004). Através da precisao intermediaria é possivel verificar se no mesmo
laboratorio, 0 método fornecera os mesmos resultados. Os ensaios necessarios para
a avaliagdo da precisdo intermediaria seguem a mesma recomendacdo da
repetitividade. A precisdo intermediaria é reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um Unico laboratorio e, como tal, mais aconselhavel
de ser adotada (RIBANI et al., 2004).
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Além da precisdo do método é comum a avaliacdo da precisao instrumental,
sendo calculado RSD (%) para o sinal medido de injecfes repetitivas de um mesmo

ensaio, ou seja, mesma amostra ou mesmo nivel de concentragdo da curva analitica.

3.5.5 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a
pequenas variacdes. Um método é dito robusto quando ele ndo é afetado por uma
modificacdo pequena e deliberada em seus parametros (INMETRO, 2003).

Alguns exemplos e variaces sdo: estabilidade das solucdes analiticas, tempo
de extracdo; e em cromatografia liquida influéncia da variacdo de pH da fase movel e
da variacdo da composicdo da fase movel dentre outras; em cromatografia gasosa
temperatura, velocidade de fluxo e colunas de diferentes lotes/fabricantes, etc.
(ANVISA, 2003). Se as alteracdes das condicfes da analise produzirem resultados
dentro dos limites aceitaveis de seletividade, exatiddo e precisdo , 0 método pode ser
considerado robusto e tais variagbes podem ser incorporadas ao procedimento
(BRITO et al., 2003; INMETRO, 2003; RIBANI, et al., 2004; CASSIANO et al., 2009).

A robustez do método também pode ser avaliada através da variacdo da
matriz. PIRARD et al. (2007) desenvolveram um método multiresiduo para
determinacdo de agrotoxicos em mel por OCLLE (Extracdo Liquido-Liquido em
Coluna, do inglés On-column Liquid-liquid Extraction) usando terra diatomacea como
suporte solido inerte e LC-MS/MS - (Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas tandem Espectrometria de Massas, do inglés Liquid
Chromatography with Electrospray lonization with Mass Spectrometry tandem Mass
Spectrometry). A robustez desse método foi avaliada frente a mais de cem tipos de
mel coletados em diferentes areas na Bélgica, e frente a outras matrizes, abelhas e
ceras. Para a aplicacdo do método a abelhas e ceras foi necessaria modificacdo no
procedimento de preparo da amostra. Os resultados mostraram a robustez do método

frente a diferentes tipos de matrizes.
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3.6 Efeito matriz

A complexidade das amostras e o numero de compostos que co-eluem com
elas acabam gerando um problema durante a analise, denominado efeito matriz. Este
efeito pode ser notado pela significante diferenca de resposta obtida em padrbes
preparados no solvente daqueles preparados no extrato da matriz (PRESTES, 2007).

O efeito matriz pode gerar sérios problemas analiticos, devido a possivel
superestimacdo da concentracdo dos analitos (ZROSTLIKOVA et al., 2001) ou
diminuicdo da resposta do detector de um analito presente no extrato da amostra
comparado ao mesmo analito em solvente organico (EURACHEM, 1998, HAJSLOVA
et al., 1998;). A ocorréncia e a intensidade do Efeito Matriz podem variar dependendo
do carater da matriz e do analito, e da raz&o entre analito e matriz (GONZALEZ et al.,
2008).

Em GC, o efeito de matriz pode ocorrer nas seguintes partes do sistema
cromatografico: injetor, coluna ou detector. No injetor, o liner (tubo de vidro) é o
principal responséavel pelo efeito de matriz, pois os sitios ativos deste material podem
adsorver ou induzir a degradacédo térmica de alguns analitos, promovendo assim o
enriguecimento do sinal (SHENCK e LEHOTAY, 2000).

Estudos sobre efeito matriz relacionado ao injetor sdo mais freqientes, por
outro lado ha poucos estudos na literatura que associam esse efeito a coluna e ao
detector, mas se tem conhecimento que as conexfes entre injetor e coluna, e as
conexdes entre coluna e detector também podem promover o efeito matriz (PINHO et
al., 2009).

Quando se faz uso de uma coluna capilar nova, inicialmente pouco ou nenhum
efeito matriz é observado, apds a realizacdo de varias analises o efeito matriz comeca
a aparecer em razdo das sucessivas injecbes e contaminacdo do sistema
cromatografico (PINHO et al. 2009). O diametro interno da coluna também tem
influéncia na magnitude do efeito matriz em uma analise (SHENCK e LEHOTAY,
2000).

Varias precaucdes podem ser usadas para eliminar ou reduzir o efeito matriz:
Uma delas é reduzir a quantidade de componentes da matriz que co-eluem com 0s
analitos no detector, para isto, métodos de extracdo mais seletivos e etapas mais

eficientes de clean-up devem ser desenvolvidos. Além disso pode citar: (a) uso de
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padrées preparados em brancos da matriz, (b) uso do método de adicdo padréo, (c)
extensiva limpeza para reduzir componentes da matriz, (d) uso de padrdes internos,
com tempos de retencdo préximos ou idénticos aos do analito, afetados similarmente
aos analitos pelos componentes da matriz, (€) uso de on-column ou outras formas de
injecdo em GC para evitar o efeito de sitios ativos, (f) colocar componentes da matriz
com a tentativa de preencher os sitios ativos e (g) compensacdo dos resultados
calculados pelo fator de enriqguecimento da matriz.

O uso de insersores desativados e/ou técnicas de injecdo alternativas, como
splitless pulsado ou on-column, pode ser muito efetivo na reducdo do efeito, mas sao
mais caras, e a baixa de robustez faz essas técnicas menos populares (SHENCK e
LEHOTAY, 2000). JA& o método de adicdo padrdo tem a desvantagem de ser
necessario uma curva analitica para cada amostra (PINHO et al. 2009). O uso de
padrées preparados em extratos dos brancos € a op¢cdo mais comum utilizada pelos

laboratorios para resolver o problema de efeito matriz (DIAS, 2010).

4. MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foi proposta a avaliagdo do método QUEChERS quanto a
eficiéncia de extracdo de agrotoxicos na amostra de péssego em calda. Para isso, foi
utiizado o método QUEChERS modificado desenvolvido por RODRIGUES et al.
(2010) e a determinagdo por cromatografia liqguida com deteccdo por arranjo de
diodos (LC-DAD).

Devido ao pequeno numero de analitos e a baixa sensibilidade alcancada
durante o trabalho no LC-DAD, a segunda etapa do trabalho teve como objetivo
avaliar os procedimentos de preparo de amostra baseados no método QUEChERS
utilizando GC-MS para determinacdo. Portanto, as condi¢des instrumentais e o estudo
de validacédo para o LC-DAD foram abordados no artigo intitulado Evaluation of the
modified QUEChERS method for the extraction of insecticide and fungicide residues in
processed peaches. O procedimento de otimizacdo para o LC-DAD, bem como a
validacdo e os resultados estdo discutidos na integra no ANEXO 1. O artigo foi
submetido para publicacé&o na revista Analytical Methods.

O desenvolvimento experimental incidiu no estudo do método QUEChERS para

analise de multirresiduos de agrotoxicos em amostras de péssego em calda. Apos,
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foram otimizadas as condi¢des instrumentais do GC-MS e 0 método foi validado para
amostras de péssego com calda e drenado.

Estes estudos foram desenvolvidos no Laboratorio de Analise de Compostos
Organicos e Metais (LACOM), da Escola de Quimica e Alimentos (EQA), na
Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.1 Selecao dos agrotoxicos

Os agrotoxicos alvo deste estudo foram definidos primeiramente pela cultura a
ser avaliada (o0 pessegueiro), a partir de uma consulta nas paginas eletrénicas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e no Sistema de Agrotoxicos
Fitossanitarios (AGROFIT). Em seguida, contatou-se a EMATER-Pelotas, onde os
trabalhos desenvolvidos séo voltados para a agricultura familiar e ao desenvolvimento
rural sustentavel. O objetivo do contato com a Emater foi de obter informacfes a
respeito dos compostos mais comumente aplicados na producdo de péssego na
cidade de Pelotas. Além disso, para selecionar os analitos, foram consideradas as
propriedades fisico-quimicas, a disponibilidade de padrdes destes compostos no
laboratério, e a possibilidade de determinacdo por cromatografia gasosa.

4.2 Selecao do padrdo interno

O composto para ser selecionado para uso como padrdo interno deve
apresentar caracteristicas semelhantes aos compostos analisados, néo eluir no tempo
de retencéo igual aos analitos, apresentar boas respostas no sistema cromatografico

e nao estar presente na amostra.

4.3 Instrumentacao

v Agitador Vértex modelo Certomat® MV-B. Braun. (Bioteck Internacional,

Alemmar - Comercial e Industrial S.A.);
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v Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa;

v  Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (QUIMIS
aparelhos cientificos);

v' Coluna capilar de silica fundida: Rtx®-5MS (Restek) com dimensdes 30 m x
0,25 mm d.i., 0,25 pum de espessura do filme. Aquisicdo de dados pelo software
GC Solution version 2 Shimadzu;

v' Cromatografo a gas, GC-MS-QP 2010 Plus Shimadzu equipado com injetor
split/splitless; auto-injetor AOC-20i, fonte de ionizac&o por impacto de elétrons (El)
e filtro de massa quadrupolo (S&o Paulo, Brasil);

v' Gas hélio para GC, pureza 99,999%; (White Marthins, Sao Paulo, Brasil);

v Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 pL)
(Labmate, Polbnia; Digipet);

v' pHmetro Hanna pH21 — eletrodo de vidro combinado (Sao Paulo, Brasil);

v Processador de alimentos, modelo Mega Master Plus RI 3170;

v’ Sistema de Purificacdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Millipore,
Bedford, MA, USA);

v’ Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments Ltda., Escdcia).
4.4 Reagentes, solventes e materiais

v' Acetato de sddio anidro 99,5% (JT Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);
v' Acetonitrila, grau HPLC (J.T Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);

v Acido acético glacial 96% (Merck, RJ, Brasil);

v Agua destilada;

v

Agua Ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade

Citrato de sddio diidratado (Sigma-Aldrich, USA);
Citrato dissédico hidrogenado (Sigma-Aldrich, USA);
Cloreto de sodio p.a. (Merck, RJ, Brasil);

Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);
Dispenser Boeco 10 - 50 mL;

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;
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v Padrbes analiticos: dimetoato 99,4%; fentiona 98,3%; fenitrotiona 99,5%;
malationa 96,1%; triclorfom 97,0%; ciproconazol 99,8%; difenoconazol 99,0%;
tebuconazol 99,6%; tiametoxam 99,7%; azoxistrobina 97%; diclorana 99,6%; e
atrazina deuterada 99,6% (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

v' Sorvente amina primaria secundaria (PSA) Bondesil (Varian, USA);

v' Sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker, Japao);

v" Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de 15 e 50 mL
de capacidade (Sarstedt, Alemanha);

v' Vidrarias em geral (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer, etc).

4.5 Limpeza davidraria

Todos os materiais utilizados para o trabalho (vidraria, tubos de polipropileno,
espatulas, frascos de vidro (vials, baldes volumétricos, etc.) foram lavados
primeiramente com agua da torneira e agua destilada. Apos, o material foi
mergulhado em detergente neutro 5% por 24 h e enxaguados com agua de torneira,
agua destilada e acetona. A seguir, foram secas em estufa a 50 °C, com excecéo da

vidraria volumétrica, e armazenadas em ambiente livre de poeira.

4.6 Controle de qualidade nas determinacdes

Para assegurar a qualidade dos resultados, alguns critérios foram aplicados
durante a realizacdo das analises. Foram realizadas diariamente analises “branco”
das amostras e da vidraria, antes das analises, para verificar e eliminar falsos
positivos por contaminagdo no processo de extracdo, instrumento, materiais ou
reagentes utilizados durante todo o processo. Também foram realizadas injecdes de
uma solucdo da mistura dos padrdes, enriquecida na concentracdo de 1000 pg kg™ e
curvas de calibracdo preparadas diariamente para verificar a sensibilidade e
linearidade na faixa de trabalho das concentragbes. Assim, os erros de quantificagao
causados por efeitos de matriz, além de possiveis flutuagcdes instrumentais podem ser

evitados.
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4.7 Preparo das solucdes

As solucdes estoque individuais contendo 1000 mg L™ de cada agrotéxico
(dimetoato, fenitrotiona, malationa, triclorfom, ciproconazol, difenoconazol,
tebuconazol, tiametoxam, azoxistrobina, diclorana e atrazina deuterada) foram
preparadas pela dissolucdo dos padrdes sélidos em acetonitrila, considerando o grau
de pureza. A solucédo de fentiona foi preparada através da diluicdo do padrao liquido
em acetonitrila. Logo apos, as solugbes foram armazenadas em frasco ambar e
estocadas a -18 °C protegidas da luz. A partir das solucées estoque de 1000 mg L™
foram preparadas solucBes intermediarias de concentraces de 100 e 10 mg L™ de
cada composto em acetonitrila.

Foi preparada uma solucao individual de cada analito e do padréo interno na
concentracdo de 1,0 mg L' e injetada no sistema GC-MS para determinagéo do
tempo de retencdo e espectro de massas de cada composto. Para a realizacdo das
etapas de otimizacdo da separacdo cromatografica e dos parametros de analise do
espectrometro de massas, foi preparada uma solucdo contendo a mistura dos 10
compostos e do padrdo interno (atrazina deuterada) na concentracdo de 5,0 mg L*
(M10+PI).

Para avaliar os trés procedimentos do método QUEChERS foi preparada uma
solugdo contendo a mistura dos compostos a serem determinados por GC, na
concentracédo de 2000 vezes o valor do limite de quantificacdo (LOQ) de cada analito

(M10). A partir dessa solucao, foram preparadas solucdes 20 e 200 e vezes o LOQ.

4.8 Otimizacao da separacao cromatografica por GC-MS

Para otimizar o sistema cromatografico, foram avaliados parametros como:
programacao de temperatura do forno, fluxo do gas de arraste, modo de injecéo (split
e splitless), temperaturas do injetor, da interface e da fonte de ions, volume de injecao
e injecdo pulsada. As anélises foram realizadas no modo de Monitoramento do fon
Selecionado, do inglés Selected lon Monitoring (SIM) no espectrdmetro de massas
acoplado ao GC e cada composto foi quantificado com base na razdo entre a média

da area do analito pela area do padrao interno.
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O procedimento autotuning, para a calibragdo das massas do equipamento, foi
avaliado mensalmente, ou sempre que necessario, no caso de quebra do vacuo do
equipamento, usando perfluorotributilamina (PFTBA). Para os estudos, foi empregado
um cromatografo a gas QP2010 Plus, Shimadzu, equipado com torre de injecao
automéatica e amostrador com capacidade de 12 frascos, insersor para modo split e
splitless de injecdo contendo |& de vidro como recheio. Na separagdo de compostos
foi utilizada coluna analitica capilar de baixa polaridade RTX 5MS de baixo
sangramento, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e espessura

de filme (fase estacionaria) de 0,25 mm.

4.8.1 Programacéo da temperatura do forno

O controle da temperatura é um parametro essencial para obter uma boa
separacao cromatografica dos componentes da amostra em menor tempo de analise.
A programacéao da temperatura em GC é significativamente importante, uma vez que
melhora a separac¢éo e diminui o tempo de analise (COLLINS, 2006). Em vista disso,
diferentes programac6fes de temperaturas no forno cromatogréfico foram testadas.

A programacdo de temperatura do forno cromatografico foi o primeiro
parametro a ser otimizado. Para a realizacdo dos testes foi utilizada a mistura
M10+PI. Para escolher a melhor programacéo de temperatura do forno foi avaliada a
separacdo cromatogréafica. O forno do equipamento foi operado com programacédo de

temperatura multilinear (estagios entre 60 e 300 °C).

4.8.2 Fluxo do gas de arraste

O gas de arraste utilizado para a separacdo cromatogréafica foi o Hélio, e
avaliou-se vazées de 1,2 e 1,5 mL min™, associados com programacdes de

temperaturas do forno. Para isso foi utilizada a mistura M10+PI.

4.8.3 Otimizacao das temperaturas do injetor, interface e fonte de ions

Para avaliar a influéncia da temperatura do injetor na separac¢do, foram

testadas as temperaturas de 250 e 280 °C. Para a interface, foram testadas as
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temperaturas de 280 e 300 °C. E para a fonte de ifons, foram testadas as
temperaturas de 230 e 280 °C.

4.8.4 Modo e volume de injecao split e splitless

Para otimizar o modo de injecdo, no injetor split/splitless, iniciou-se os testes
utilizando o modo split com taxa zero de divisao de fluxo, e depois foram realizados
testes utilizando o modo splitless. Os dois modos de injecdo foram avaliados pelo fato
da diferenca do volume de amostra que é injetado no cromatdgrafo gasoso. Quando
se realiza uma andlise no modo split, apenas uma parte da amostra que é injetada
através do injetor é direcionada para a cabeca da coluna cromatografica, enquanto
gue no modo splitless, todo volume injetado é direcionada para a coluna. Para realizar
a otimizacdo, foi utilizada a solucdo M10 e volume de injecdo no modo splitless. Foi

avaliado volumes de 1 e 2 pL.

4.9 Amostragem e processamento das amostras de péssego em calda

As amostras de péssego em calda contendo adicdo de acgUcar, provenientes do
municipio de Pelotas/RS, foram adquiridas em um supermercado local e utilizadas
para o estudo dos métodos QUEChERS, bem como na validacéo.

Primeiramente, as amostras foram separadas em dois conjuntos, uma para ser
triturada juntamente com a calda (péssego + calda) e outra para ser triturada sem a
calda (amostra drenada). No processo de drenagem, a calda foi escoada com auxilio
de uma peneira, obtendo-se portanto, os péssegos sem a calda.

Cada amostra foi triturada em um processador de alimentos até completa
homogeneizacdo e acondicionada em freezer e em local escuro antes das
determinacdes. Estas amostras foram analisadas preliminarmente (sem a adi¢cdo dos
agrotoxicos) para verificagdo da possivel presenca de alguns dos compostos em

estudo.
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4.10 Avaliacdo do método QUEChERS e quantificacdo por GC-MS

A determinacdo de residuos de agrotéxicos, devido as concentracdes dos
analitos serem geralmente muito baixas, apresentarem propriedades quimicas
distintas, bem como a complexidade das matrizes, faz com que ocorra a necessidade
de uma etapa prévia de preparo da amostra (PRESTES et al., 2008). Além disso,
deve-se levar em consideracao a alta detectabilidade da técnica instrumental analitica
empregada. Neste estudo, objetivou-se realizar a avaliagdo de diferentes métodos
QUEChERS afim de obter o método que proporcione os melhores percentuais de
recuperacdo e a menor interferéncia ocasionada pelos efeitos de matriz para a
amostra de péssego em calda.

Trés procedimentos de extracdo utilizando o método QUEChERS foram
avaliados. A escolha dos métodos foi baseada nos procedimentos QUEChERS
original (ANASTASSIADES et al., 2003) e nas suas modificacdes: acetato (LEHOTAY
et al., 2005) e citrato (ANASTASSIADES et al., 2007). Estes dois ultimos métodos
foram selecionados por serem os métodos adotados para a determinacéo de residuos
de agrotoxicos em alimentos, como meétodos de referéncia pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) e pela European Committee for Standarisation UE,
respectivamente.

Afim de verificar o0 método mais eficiente para a extracdo dos agrotéxicos em
estudo nas amostras de péssego em calda, os trés procedimentos foram avaliados
em termos de recuperacdo (R%), efeito matriz (EM) e de eficiéncia do processo (EP).
Para isto, foram utilizadas as amostras de péssego em calda, denominadas branco da
matriz.

As amostras utilizadas neste estudo (péssego drenado e com a calda) foram
fortificadas adicionando uma quantidade da solucdo M10 de concentracdo 200 e 2000
LOQ, referentes a cada nivel de fortificacdo para os compostos que diferem-se em
seus limites de quantificacdo. O padrao interno foi adicionado ao extrato final (apds a
extracdo). Foram preparadas também, solucbes padrdo da mistura dos analitos
diluidas em solvente e no extrato branco da matriz. Os procedimentos foram
avaliados em dois niveis (1 e 10 vezes o LOQ), realizados em duplicata e injetados 3

vezes (n=6) no cromatografo a gas, para ambas amostras.
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4.10.1 Método QUEChERS Oiriginal

Para o desenvolvimento do método QUEChERS Original (procedimento 1),
pesou-se 10,0 g de amostra diretamente em um tubo de polipropileno (com
capacidade de 50,0 mL); realizou-se a fortificacdo da amostra como descrito no item
4.6; adicionou-se 10,0 mL de MeCN como solvente extrator; agitou-se manualmente
por 20 s e em agitador mecéanico (vortex) por 1 min; adicionou-se 4,0 g de sulfato de
magnésio anidro (MgSO,) para induzir a separagdo das fases (organica e aquosa);
adicionou-se 1,0 g de NaCl para promover o efeito “salting out” dos analitos; repetiu-
se a etapa de agitacdo manual e em vortex e por fim, centrifugou-se a 5000 rpm
durante 5 min. Para a etapa de limpeza empregando a técnica Extracdo em Fase
Solida Dispersiva (D-SPE), 1,0 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo de
polipropileno (capacidade de 15,0 mL), contendo 150,0 mg de sulfato de magnésio
anidro (MgSO,) e 25,0 mg de amina primaria secundaria (PSA), em seguida agitado
novamente por 20 s manualmente e centrifugado a 6000 rpm durante 1 min. Ao
volume final de extrato (1,0 mL), foi adicionado 50 pL de solugéo 1,0 mg L™ de padrao

interno. Uma aliquota do sobrenadante “limpo” foi injetada no GC-MS para analise.

4.10.2 Método QUEChERS acetato

O método QUEChERS acetato (procedimento 2), tem por finalidade o
tamponamento do meio (pH 4,8) utilizando &cido acético e acetato de sédio.

Pesou-se 15,0 g de amostra diretamente em um tubo de polipropileno (com
capacidade de 50,0 mL); realizou-se a fortificacdo da amostra como descrito no item
4.6; adicionou-se 15,0 mL de MeCN acidificada com 1% de &cido acético (v/v) para a
extracdo; agitou-se manualmente por 1 min; adicionou-se 6,0 g de sulfato de
magnésio anidro (MgSQO,); adicionou-se 1,5 g de acetato de sodio anidro
(CH3COONa); repetiu-se a etapa de agitacdo manual e por fim, centrifugou-se a
5000 rpm durante 1 min.

Posteriormente, 1,0 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo de
polipropileno (capacidade de 15,0 mL), contendo 150,0 mg de MgSO4 e 50,0 mg de
PSA, em seguida agitado novamente por 20 segundos manualmente e centrifugado a
5000 rpm durante 5 min Ao volume final de extrato (1,0 mL), foi adicionado 50 pL de
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solucdo 1000 pg L™ de padrédo interno. Uma aliquota do sobrenadante “limpo” foi

injetada no sistema cromatografico.

4.10.3 Método QUEChERS citrato

O Meétodo QUEChERS citrato (procedimento 3), tem por finalidade o
tamponamento do meio (pH entre 5,0 e 5,5) utilizando sais citrato.

Pesou-se 10,0 g de amostra diretamente em um tubo de polipropileno (com
capacidade de 50,0 mL); realizou-se a fortificacdo da amostra como descrito no item
4.6; adicionou-se 10,0 mL de MeCN para a extracao; agitou-se manualmente por 20 s
e em agitador mecanico (vortex) por 1 min; adicionou-se 4,0 g de MgSQO,; adicionou-
se 1,0 g de sal NaCl; adicionou-se 1,0 g de citrato de sodio diidratado
(CeHsNaz07.2H,0) e 0,5 g de citrato dissédico hidrogenado (Ce¢HgNa,0O;.1,5H,0);
repetiu-se a etapa de agitacdo manual e em vortex e por fim, centrifugou-se a 4000
rpm durante 2 min. Posteriormente, 1,0 mL do sobrenadante foi transferido para outro
tubo de polipropileno (capacidade de 15,0 mL), contendo 150,0 mg de MgSO, e 25,0
mg de PSA, em seguida agitado novamente por 20 s manualmente e centrifugado a
4000 rpm durante 2 min. Ao volume final de extrato (1,0 mL), foi adicionado 50,0 pyL
de solucéio 1,0 mg L™ de padrdo interno. Uma aliquota do sobrenadante “limpo” foi

injetada no sistema cromatografico para analise.

4.11 Validacdo do método

O método foi validado empregando figuras analiticas de mérito como: limite de
deteccao, limite de quantificacdo, curvas analiticas (calibracdo externa no solvente,
superposicdo na matriz e curva trabalho), linearidade, exatiddo (recuperacéo) e
precisao (repetitividade e precisao intermediaria). Estes parametros sdo os sugeridos
para validagdo de métodos analiticos pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial — INMETRO (INMETRO, 2010) e pela ANVISA.
Também foi avaliado o efeito matriz, como sugerido pelo guia de validacdo para
analise de residuos de agrotoxicos em alimentos da Comissdo Européia (SANCO,
2010) além da eficiéncia do processo (MATUSZEWSKI et al., 2003).
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4.11.1 Limites de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccdo (LODs) e os limites de quantificagcdo (LOQs) foram
estimados pela relagdo sinal/ruido (s/n) calculada pelo software do equipamento que
estabelece um s/n = 3 para 0 LOD e s/n = 10 para o LOQ. A relac&o sinal/ruido foi
comprovada experimentalmente e também calculada pelo software do equipamento.

Os limites instrumentais foram obtidos através de padronizagdo externa no
solvente, pelo preparo de solugbes analiticas de diferentes concentragbes em
acetonitrila. Uma vez definido os limites instrumentais, para a definicdo dos limites do
meétodo, as amostras foram fortificadas nas concentracdes equivalentes ao LOQ do
instrumento e submetidas ao processo de extracdo para confirmar experimentalmente
estes valores.

Os limites do método QUEChERS né&o apresentam fator de pré-concentracao,
pois a proporcédo utilizada no preparo de amostra é de 1,0 g de amostra para 1,0 mL

de extrato.

4.11.2 Curva analitica, curva trabalho e linearidade

A linearidade do instrumento foi avaliada utilizando calibracdo externa no
solvente (acetonitrila) e do método foi avaliada pela constru¢cdo da curva por
superposi¢cao na matriz e também pela curva trabalho.

Para a curva trabalho, as amostras de péssego em calda foram fortificadas aos
niveis estipulados, com a solucdo padrdo da mistura dos analitos, passando entéo
pela etapa de preparo de amostra selecionada. Esta curva é feita para avaliar a
performance do método proposto e pode ser empregada na validacdo do método, nos
calculos de recuperacao (TSAI et al., 2009; WANG et al., 2010). As curvas analiticas
foram preparadas em seis niveis de concentragdo iniciando pelo LOQ de cada analito.
Ambas foram preparadas adicionando uma quantidade de solucdo padrao da mistura
(M10) em seis niveis de concentragdo. O padrao interno foi adicionado ao volume
final (1,0 mL) das solugbes preparadas para cada curva, pipetando-se 50 pL de
solucdo de concentracdo de 100 ug L™. Os preparos destas solugdes séo descritas no

item 4.7.
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Para a construcdo das curvas analiticas e trabalho, foram preparados trés
conjuntos de solucdes:

v Conjunto 1
As solucbes foram preparadas através de diluicdes da solu¢do padrdo da mistura dos

analitos (M10) em solvente (acetonitrila);

v Conjunto 2
As solucdes foram preparadas a partir de diluicbes da solugcdo padrao da
mistura (M10) no extrato da matriz, extraido pelo método QUEChERS selecionado

(pbs extracao);

v’ Conjunto 3
As solucdes foram obtidas a partir da extracdo das amostras de péssego em

calda fortificadas com a solucdo padrdo da mistura (M10) (pré extracao).

A curva trabalho foi preparada em duplicata para cada nivel e injetada trés
vezes, sendo um n=6. Comparacoes das areas dos picos obtidos pelos conjuntos das
solucdes 1 e 2 sdo indicativos de efeito matriz. Comparacdes das areas obtidas pelos
conjuntos das solugcdes 1 e 3 sdo indicativos de um efeito matriz combinado com a
potencial recuperacao dos analitos (eficiéncia do processo).

Os dados de regressao linear foram obtidos com auxilio do software do GC-
MS. A partir destes dados foi avaliado o coeficiente de correlacdo linear (r), a

linearidade do instrumento e do método.

4.11.3 Exatidao (recuperacgao)

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método analitico
podem ser, através do uso de materiais de referéncia, comparacdo de meétodos,
ensaios de recuperacao e adicdo de padrédo (RIBANI et al., 2004). Neste caso, 0
método de ensaio de recuperacéo € estudado.

A recuperacdo pode ser estimada pela andlise de amostras fortificadas com
guantidades conhecidas do analito, em pelo menos trés niveis: baixo, médio e alto
(INMETRO, 2010).
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A exatiddo do método de extracdo foi avaliada através da fortificacdo das
amostras de péssego em calda (drenado e com calda) nos niveis 1,0; 10,0 e 50,0
vezes 0 LOQ de cada analito. Para preparar o nivel do LOQ os extratos das matrizes
foram fortificados pipetando 50 pL da solugdo 20 LOQ); para os niveis de 10 e 50
vezes 0 LOQ, pipetou-se 50 e 250 pL da solugao 200 LOQ, respectivamente (conjunto
2). Para preparar as solucdes do conjunto 3, as amostras foram fortificadas antes da
extracdo. Para a fortificacdo da amostra nos niveis do LOQ e de 10 LOQ, pipetou-se
volumes de 50 e 500 uL (da solucdo 200 LOQ) respectivamente. Para a fortificacao
da amostra ao nivel de 50 LOQ, pipetou-se 250 uL da solucédo 2000 LOQ. O padrao
interno foi adicionado ao volume final de cada solugdo. Os testes foram realizados em
duplicata e injetados trés vezes no sistema cromatogréafico (n=6).

As recuperacfes foram determinadas pela comparacdo das médias das areas
dos picos de cada composto obtidos no conjunto 3 pelas obtidas no conjunto 2

(equacéo 1):

Conjunto3

Recuperacédo(%) =
peragao(%) (ConjuntoZ

JxlOO (1)

sendo:

Conjunto 2= Média das areas da amostra fortificada apds a extracdo (pos-
fortificacao)

Conjunto 3= Média das areas da amostra fortificada antes da extracdo (pré-

fortificacao)
4.11.4 Precisao

A precisao instrumental foi avaliada a partir de injecdes sucessivas de solucéo
analitica padrdo com a mistura dos agrotéxicos (n=3) para todas as concentracées da
faixa linear e estimada através do desvio padrao relativo (RSD).

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetibilidade e da preciséo
intermediaria. Para a repetibilidade, as amostras foram fortificadas em diferentes
niveis em duplicata, seguindo todo o procedimento de extracdo através do método

QUEChERS selecionado, e injetadas em triplicata no mesmo dia, pelo mesmo analista



58

e nas mesmas condicbes cromatograficas. A partir das seis determinacdes foi
calculado o RSD. A preciséo intermediaria RSDy,; foi realizada da mesma forma que a
repetibilidade, porém em diferentes dias. Para os célculos dos RSD utilizou-se a

equacao 2, apresentada a sequir:

RSD(%) = —— x 100 )
Xm

Onde:
s = estimativa do desvio padréo absoluto;

Xm = média de uma série de medidas (replicatas).
4.11.5 Efeito matriz

A ocorréncia do efeito matriz deve ser avaliada e compensada na validacéo do
método, uma vez que, a exatiddo e a precisdo das analises podem sofrer influéncia
da matriz, gerando uma avaliacdo errdnea dos resultados. Dentre as formas usuais de
corrigir esse efeito durante as analises, e que foram adotados no procedimento, foi o
uso de solugcdo padrédo preparada no extrato e a etapa de limpeza do extrato no
processo de extracao (PINHO, et al., 2009).

Para avaliar o efeito matriz, os calculos podem ser realizados por meio de
comparacdes das curvas de calibragcdo externa no solvente e pela sobreposicdo na
matriz (ECONOMOU, et al., 2009; SANCO, 2010). Neste estudo, os calculos de EM
foram baseados no trabalho de Matuszewski e colaboradores. Portanto, realizou-se a
comparacao entre as areas obtidas das solu¢des analiticas em acetonitrila e daquelas
obtidas com solucfes analiticas preparadas nos extratos das matrizes (PRESTES,
2007) em dois niveis de concentracdo da faixa linear (1,0 e 10,0 LOQ). O calculo foi
efetuado através da equacédo 3 (MATUSZEWSK]I, et al., 2003):

3)

EM(%) = (MJ %100

Conjuntal
onde:

Conjunto 1= Média das &reas das solu¢bes preparadas através de diluicdes da

solucéo padréo de trabalho no solvente (acetonitrila)
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Conjunto 2 = Média das areas obtidas pela injecdo das solucdes analiticas de
cada analito, preparada no extrato da matriz (péssego em calda), pos-fortificacéo

As solugbes do conjunto 1, foram preparadas, pipetando-se 50 pyL de uma
solugdo M10 de concentragao 20 LOQ e adicionou-se 950 pL de acetonitrila, para o
nivel baixo. Para o nivel intermediario, pipetou-se 50 pL de uma solucdo M10 de
concentracdo 200 LOQ e adicionou-se 950 pL de acetonitrila, respectivamente. As
solugdes finais, contendo um volume de 1,0 mL, adicionou-se 50 yL da solugdo de
1000 pg L™ do padréo interno.

As solucgdes do conjunto 2, foram preparadas da mesma maneira do conjunto 1
e nas mesmas concentracdes porém, os padrbes dos agrotoxicos (M10) foram
diluidos a 1,0 mL utilizando o extrato da matriz de péssego em calda. Ao volume final
de cada solucéo, o padréo interno foi adicionado.

Além disso, uma amostra “branco” foi realizada sem adicdo de padrodes,
apenas o padrao interno foi adicionado.

O EM calculado desta forma pode ser referido como um efeito matriz
“absoluto”. No qual, valores de EM igual a 100% representa que nao ha efeito matriz;
valores acima de 100% indicam enriqguecimento de sinal e deve ser determinada com
cuidado. Quando os valores sdo inferiores a 100%, h4 uma supressdo de sinal
(KRUVE et al., 2008). Este aspecto da avaliacdo do efeito matriz € altamente

relevante para o desenvolvimento de métodos cromatograficos seletivos.

4.12 Eficiéncia do Processo

A eficiéncia do processo (EP), (VARGA et al., 2011), inclui tanto os efeitos de
matriz como também a recuperacdo. Pode ser Gtil para monitorar estes dois
parametros e também torna mais facil escolher entre os procedimentos de extracdo. A
eficiéncia do processo é calculada conforme a equacéo 4:

Conjunta3 (4)

EP(%) =
o) Conjuntdl

100

onde:
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Conunto 1= Média das areas dos picos cromatograficos dos analitos no
solvente (solucao padrao);
Conjunto 3= Média das areas dos picos cromatograficos dos analitos extraidos

da matriz pré-fortificada;

Valores de EP proximos a 100%, geralmente indicam que as recuperacdes do
método estdo proximas a 100% e o efeito matriz € baixo. Diferencas entre EP% e
recuperacdo indicam que deve ser utilizada a curva construida no extrato da matriz
para a determinacdo das recuperacdes, pois o efeito matriz é alto (KRUVE et al.,
2008).

4.13 Aplicabilidade do método e robustez

Apbs a validacdo, o método foi aplicado para 3 diferentes marcas de péssego
em calda, provenientes de diferentes fabricantes, da cidade de Pelotas.

Amostras para aplicabilidade do método foram coletadas considerando uma
porcdo de 20% do total de enlatados de péssego em calda disponiveis nas prateleiras
do supermercado. Para isso, foram selecionadas trés diferentes marcas que foram
denominadas “Al”, “B1” e “C1” para a amostra drenada e “A2”, “B2” e “C2” relativas a
amostra com calda (amostra ndo drenada).

A selecdo da marca dos enlatados foi referente ao local da sua fabricagéo, ou
seja, na cidade de Pelotas. Diferentes lotes também foram avaliados na aplicabilidade
do método.

A robustez do método foi verificada através da eficiéncia de extracdo e
quantificacdo, aplicadas para a matriz de péssego in natura. Neste caso, 0 péssego
utilizado foi avaliado sem a casca devido ao processo de industrializacdo, o qual é
realizada a etapa de descascamento sendo submetido a um tratamento alcalino e

entdo é levado a fervura para ser enlatado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao dos agrotoxicos

Dada a grande diversidade dos agrotoxicos em estudo, é importante conhecer a
classificacdo quanto a sua acdo e o0 grupo quimico a que pertencem. A Tabela 4
apresenta a lista dos agrotoxicos selecionados para o estudo, com as caracteristicas
quimicas e os limites maximos de residuos permitidos (LMR) segundo a ANVISA,
CODEX alimentarius (CODEX-EUA) e a Unido Européia (European Union - E.U). As
propriedades fisico-quimicas dos compostos selecionados, sdo mostradas na Tabela
5.

O dimetoato, atualmente, ndo faz parte dos compostos registrados para o cultivo
do péssego, porém, segundo informacdes da EMATER ele ainda € muito utilizado
pelos agricultores.

O composto triclorfom, atualmente é um agrotoxico excluido da listagem da
ANVISA, mas o seu uso no cultivo do péssego na regido de Pelotas foi mencionado
durante a pesquisa na Emater. Também foi registrado o vasto uso de fenitrotiona nas
culturas do pessegueiro por muito tempo. Hoje, esse composto ndo € mais autorizado
para o cultivo segundo a ANVISA, mas por ter sido amplamente utilizado pelos

agricultores nas lavouras de péssego, optou-se em inclui-lo no estudo.

5.2 Selecao do padréao interno

A atrazina deuterada foi escolhida como padrao interno nas determinacdes por
GC-MS por apresentar todos os requisitos de uma substancia de padrao interno; além

de estar disponivel no laboratério.
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Tabela 4 — Formula estrutural, toxicidade, classe, grupo quimico, limites maximos de residuos (LMR) e Ingestdo Diaria
Aceitével (IDA) para os agrotoxicos selecionados

LMR (mg kg™

Z d
. Agrotoxico Toxicidade® | Classe | Grupo Quimico | ANVISA® | CODEX-EUA" | E.U. IDA
Férmula estrutural (mg kg™ p.c)
Triclorfom
O\
_P(OCHy), Il Inseticida | Organofosforado e 0,5 0,01
CCl,CH
OH
Dimetoato
S Acaricida
P(OCH5), Il Inseticida Organofosforado 0,5 0,02 0,002
H3CNHCOH,CS
Fenitrotiona
HaC
s
\ . .
“Sp(ocHy), Il Inseticida Organofosforado 1,0 0,01 0,005
Formicida
O,N o
Malationa
S
HsCH H ici
CHLCR,0COCH, P(OCHs), 1l Acaricida | o o ofosforado | 6,0 1,0 0,02 03
Inseticida
CH3CH,O0COCH—S
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Fentiona
CH3 s
POCHa), i Inseticida Organofosforado 005 | - 0,007
CH3S o
Tiametoxam
CHy
/
/—N
o >l:N—No2
\_N i Inseticida Neonicotinbide 0,02 0,3 0,02
\CHZ
S
e
N
Ciproconazol
Cl
\©\ OH
/ SHa .. .
/c\CH/ 1] Fungicida Triazol 0,1 0,1 0,01
wd W
/N
7
Tebuconazol
Cl
\©\ H, /OH
T e, WY, Fungicida Triazol 01 1,0 2,0 0,03
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Difenoconazol
/©/ \©;<l [ Fungicida Triazol 2,0 0,5 0,5 0,6
zh“ CH,
e
)
Azoxistrobina
N/\N
|
Q\OMO 1 Fungicida Estrobilurina 0,5 0,2 0,02

CO,CH;

Fonte: @ANVISA, 2011. ®’CODEX ALIMENTARIUS; “Limites de Residuos permitidos pela Unido Européia; @indice Diario
Aceitavel; ©@ | — extremamente téxico; Il — muito téxico; Ill — moderadamente téxico; IV — pouco téxico.
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Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos selecionados

Agrotéxico MM i ok, Kow Solubilidade_lem Pressao de vapor
(g mol™) P log agua (g L") (mPa)
Triclorfom 257,4 10,3 0,4 120 0,21 (20°C)
Dimetoato 229,3 2,0 0,7 23,3 0,25 (25 °C)
Fenitrotiona 277,2 3,43 0,014 18,0 (20 °C)
Malationa 330,4 n.d* 2,7 0,145 5,3 (30 °C)
Fentiona 278,3 4,8 0,0042 0,74 (20 °C)
Tiametoxam 291,7 n.d* -0,1 4,1 6,6.10° (25 °C)
Ciproconazol 291,8 3,5-10,0 3,1 0,093 2,6.10 (25 °C)
Tebuconazol 307,8 b.f* 3,7 0,036 1,7.10° (20 °C)
Difenoconazol 406,3 1,1 4,4 0,015 3,3.10° (25 °C)
Azoxistrobina 403,4 -0,67° 2,5 0,06 1,1.107 (20 °C)

Fonte: TOMLIN, 2003; exceto: “MONTES et al., 2009; n.d = n&o dissocia / b.f=
base muito fraca; (*) Dados de Base das Propriedades dos Pesticidas (PPDB),
2010

5.3 Otimizacao e selecdo das condi¢fGes cromatograficas no GC-MS

Para os testes da otimizacdo das condi¢des cromatograficas, foi utilizada
uma solugéao da mistura dos 10 analitos incluindo o padréo interno (M10+PI) na

concentracdo de 1,0 mg L™ prepara em solvente (acetonitrila).

5.3.1 Programacéao da temperatura do forno e fluxo do gas de arraste

Na Tabela 6, sdo apresentadas as programacdes de temperaturas do
forno, o fluxo do gas de arraste (Hélio), o modo de injecdo e os testes de
temperaturas do injetor, interface e fonte de ions. Os testes do nimero 1 ao 9,

referem-se as condi¢des instrumentais utilizando modo de inje¢do Split (com
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taxa zero de divisdo de fluxo), temperatura do injetor de 250 °C, temperatura da
interface de 280 °C e temperatura da fonte de ions de 230 °C, variando a
programacdo de temperatura do forno cromatografico e o fluxo do gas de
arraste.

Para realizacdo dos testes da programacao do forno, partiu-se 60 e 70
°C devido ao composto triclorfom eluir em um tempo curto de andlise (logo no

inicio do cromatograma).

Tabela 6 - Testes com diferentes programacdes de temperatura do forno
cromatografico e fluxo do gas de arraste

Fluxo do géas de arraste: 1,2 mL min™*

Nimero ~ - -
do teste Programacéo Tempo de anélise Observacoes
1 60 °C por 1 min, 10 °C min™ até 30 min Primeiro analito eluiu em 9 min;
300 °C, por 30 min. coeluicdo de compostos
60 °C por 1 min, 10 °C min™ até Primeiro analito eluiu em 9 min,
2 160 °C, 3 °C min™ até 200 °C, 10 ° 37 min coeluigéo de compostos e
C min™ até 300 °C por 20 min. aumento do tempo de analise
60 °C por 1 min, 10 °C min™ até Primeiro analito eluiu em 9 min,
3 160 °C, 5 °C min™ até 200 °C, 10 ° 34 minutos 0S compostos que coeluem se
C min™ até 300 °C por 20 min. uniram mais intensamente

Primeiro analito eluiu em 9 min,
aumento do ruido e oito
minutos entre a elui¢cdo do
primeiro e 0 segundo composto

60 °C por 1 min, 10 °C min™ até
4 160 °C, 2 °C min™ até 180 °C, 20 ° 32 minutos
C min™ até 300 °C por 20 min.

60 °C por 1 min, 10 °C min™ até
160 °C, 2 °C min™* até 180 °C, 50 °

5 C min* até 250 °C, 20 ° C min’™ 29 minutos Diminuiu o tempo de andlise
até 300 ° C por 10 min.
6 Fluxo do gas de arraste: 1,5 mL min™
60 °C por 1 min, 10 °C min " até Diminuiu o tempo de eluicdo do
7 160 °C, 2 °C min" até 180 °C, 50 ° 28 minutos rimeiro analito (8,63 min),e de
C min™ até 250 °C, 20 ° C min™* P e ’
até 300 ° C por 5 min. anaiise
70 °C por 1 min, 10 °C min™ até Diminuiu o tempo de eluicdo
8 160 °C, 3 °C min™ até 170 °C, 65 ° 22 minutos do primeiro analito (7,65 min),e
C min™ até 250 °C, 20 ° C min™ de analise porém, com
até 300 ° C por 5 min. coelui¢do dos analitos
70 °C por 1 min, 10 °C min™ até
9 160 °C, 25 °C min™ até 190 °C, 65 18 mi Separacéo total dos analitos e
minutos

°C min™ até 250 °C, 30 ° C min™
até 300 ° C por 5 min.

diminuic&o do tempo de analise
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As condi¢cdes otimizadas para a programacao das temperaturas do forno
cromatogréfico foram: 70 °C por 1 min; 10 °C min™* até 160 °C; 25 °C min™ até
190 °C; 65 °C min™* até 250 °C; 30 °C min™ até 300 ° C por 5 min e fluxo do géas
de arraste de 1,5 mL min™.

Apo6s definido a melhor programacao do forno e o fluxo de Hélio (teste
9), outra combinacdo de condicdo cromatografica foi avaliada (teste 10). O
teste 10 teve a finalidade de tentativa de aumento de resposta por meio das
temperaturas do injetor, interface e da fonte de ions, bem como, através do
modo e volume de injecdo associadas as condicdes otimizadas no teste 9
(programacdo do forno e fluxo do gas de arraste). Para uma melhor
representacao dos resultados, o teste 9 passa a ser chamado de condicdo 1 e
o teste 10 de condicédo 2. Esses testes estdo descritos na se¢cédo a seguir.

5.3.2 Testes das temperaturas do injetor, da interface e da fonte de ions
e modo Splitless

A temperatura do injetor deve ser alta o suficiente para vaporizar
completamente os analitos, minimizando o tempo de permanéncia no injetor
para evitar a ocorréncia de degradacéo. Para isso aumentou-se a temperatura
do injetor para 280 °C. A temperatura da interface também é um fator essencial
para obter um bom desempenho durante a analise. Esta deve ser igual ou
maior que a temperatura final da coluna. Caso isso ndo ocorra, pode haver
condensacao dos compostos na interface. Portanto, a temperatura na interface
foi aumentada para 300 °C. A temperatura da fonte de ions foi testada
aumentando para 280 °C, com isso pode-se melhorar a ionizacdo dos
compostos e aumentar a detectabilidade. Com estes valores de temperaturas,
0 equipamento € operado dentro dos padrdes adequados para a analise.

O modo de injecdo sem divisdo de fluxo (splittess) é o modo mais
adequado para a analise de compostos de nivel traco, no qual ocorre a
transferéncia da maior parte da amostra vaporizada contida no injetor para o
interior da coluna.

A Tabela 7, mostra resumidamente os parametros instrumentais do GC

e do MS para as condi¢des 1 e 2 avaliadas.
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Tabela 7 — Resumo dos parametros avaliados nas condi¢gdes 1 e 2 de
analise

Pardmetros Condicdo 1 Condicéo 2
Temperatura do injetor 250 °C 280 °C
Temperatura da interface 280 °C 300 °C
Temperatura da fonte de ions 230 °C 280 °C
Modo de injeco split splitless
Volume de injecao Taxa zero de fluxo 2 uL

Condig6es utilizando a programacéo do forno e fluxo de gas otimizados no teste 9.

Tentativas de aumento de resposta analitica por meio do aumento de
volume injetado, associado com programas de temperatura do injetor, também
foram testadas nos trabalhos de Kirchner, et al. (2004) e de Hoh e Mastovska,
(2008).

A Figura 6 apresenta o grafico que compara as condi¢cdes 1 e 2 em
funcdo da resposta do equipamento.

500000

400000

300000

200000

-
3

Area(unidades)

100000

:
:

o 2 2 2 o > > > @
S &d} QSP €§P Qﬁb Ry v C@& C@p o
0 & O N S 2 © & & <L
R & N & LA o N o R
A Q & PR 0 & o

m Condicdo 1 Condicdo 2

Figura 6 - Comparacao entre as areas obtidas através das condicdes 1 e 2
no GC-MS

Através da Figura 6, fica claro que a condicdo 2 permite o aumento da
resposta instrumental, portanto, foi a condicédo selecionada.

Também foi avaliado o volume de injecéo de 1 e 2 yL além do modo de

injecdo sem pulso de pressdao e o modo de injecdo pulsado em 150 kPa
durante 2,30 min.
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Na Figura 7, o grafico representa a comparacao das areas dos analitos
obtidas quando injetados volumes de solucdo de 1 e 2 uL no GC-MS. Os
resultados mostram que houve um aumento expressivo na detectabilidade de
todos os analitos quando se utiliza um maior volume de injecao pois, maior é a
guantidade de massa de analito injetado no sistema cromatografico portanto, o
volume de injecéo de 2 pL foi escolhido. Para minimizar problemas ao sistema
cromatografico devido a injecdo de maior quantidade de amostra (pelos seus
co-extrativos e componentes da matriz) foram realizadas limpezas da coluna
passando através desta, acetonitrila até obtencdo de um cromatograma limpo.

Trabalhos envolvendo GC-MS encontrados na literatura comprovam o
resultado obtido neste estudo (STAIJNBAHER e ZUPANCIC-KRALJ, 2003;
ALBERO, et al., 2005)
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Figura 7 - Grafico comparativo entre os volumes de injecdo de 1 e 2 uL no
GC-MS, utilizando a condigéo 2

A Figura 8, mostra os resultados para o teste de injecao por pulso de
pressdo (pulsada) modo em que, por um periodo de tempo, a pressao €

aumentada no injetor, durante 2,3 min e sem pulso de presséo.
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Figura 8 - Comparacdo entre os valores de area de cada composto
utilizando injec&o por pulso de pressao e sem pulso de presséo

Em geral, ao utilizar a injecdo por pulso de pressao, observa-se que
houve um aumento nas areas dos analitos porém, as diferencas encontradas,
nao foram significativas (ANOVA, p>0,05). Outra desvantagem observada ao
utilizar injecéo por pulso de presséo, foi 0 aumento do ruido da linha de base
no cromatograma. Portanto, foi escolhido trabalhar com o modo de inje¢édo sem
pulso de pressao.

Com a etapa de otimizacdo das condicdes instrumentais de analise, foi
possivel aumentar a detectabilidade do método, possibilitando uma melhor
resposta analitica para a determinacdo dos agrotoxicos. As condicdes
instrumentais utilizadas para o método GC-MS estao descritas nas Tabelas 8 e
9.

Tabela 8 — Programacdo da temperatura do forno cromatogréfico
otimizada, totalizando um tempo de andlise de 18 min

Taxa (°C min™) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)

-- 70,0 1,0
10,0 160,0 0,0
25,0 190,0 0,0
65,0 250,0 0,0

30,0 300,0 5,0
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Tabela 9 - Condi¢cbes cromatograficas otimizadas para o0 método
utilizando GC-MS

GC
Coluna capilar RTX 5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 pum)
Volume de injecao 2 uL
Temperatura do injetor 280 °C
Modo de inje¢éo Splitless, sem alta presséo (97 kPa)
Fluxo de gas Hélio 1,5 mL min™
MS
Temperatura da fonte EI 280 °C
Temperatura da interface 300 °C
Modo de monitoramento SIM
Fonte de ionizacao El (70 eV)

A Tabela 10, mostra o tempo de retencdo dos analitos e do padréo
interno, bem como, janelas de aquisicdo, no modo SIM, resultante das
programacoes dos parametros de analise otimizados, para o cromatoégrafo a

gas e para o espectrébmetro de massas.
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Tabela 10 — Tempo de retencao, ions caracteristicos e monitorados de cada
analito e janelas de aquisi¢ao, por ordem de eluicédo

Analitos

Grupo quimico

Tempo de retencéo

fons monitorados

Janela de aquisicéo

(min) (m/z) (intervalo de tempo em min)
(A)
1- Triclorfom Organofosforado 7,66 84, 109 e 145
7,5-9,0
2- Dimetoato Organofosforado 12,30 87,93 el25 (B)
PI- Atrazina d 12,36 178, 205 e 220 9,0-13,0
3- Fenitrotiona Organofosforado 13,09 109, 125 e 277
4- Malationa Organofosforado 13,13 93,127 e 173 ©
5- Fentiona Organofosforado 13,21 109, 125 e 278 13,0-13,6
6- Tiametoxam Neonicoitindide 13,35 132,182 e 247
7- Ciproconazol Triazol 13,91 139, 222 e 224 (D)
8- Tebuconazol Triazol 14,30 125, 163 e 250 13,7 -15,0
9- Difenoconazol Triazol 16,72 265, 323 e 325 (E)
10- Azoxistrobina Estrobilurina 17,14 344, 388 e 403 15,0 - 18,0

fons em negrito representam os fons de maior intensidade, selecionados para quantificacdo; . (Pl) —

Padrao Interno

O maior problema encontrado nessas combinacfes dos parametros

cromatograficos foi o efeito gerado pelo ruido da linha de base do
cromatograma. Durante o tempo de 12,0 até 14,0 min de analise, este efeito é
mais acentuado, isto ocorre devido as altas taxas de aquecimento
programadas nesta faixa de tempo (Figura 9). Com isso o sinal do ruido da
linha de base é mais intenso, além do surgimento de picos de silanol, muito
préximos aos tempos de retencdo dos analitos no cromatograma, dificultando a
identificagcéo visual dos analitos no modo TIC. Entretanto, a espectrometria de
massas soluciona o problema na identificacdo e confirmacdo dos resultados
pois, no modo de monitoramento SIM, ap0s a ionizagdo, o MS faz a separacéo
de somente um ion especifico, o que aumenta a sensibilidade, uma vez que os
fons correspondentes ao ruido s&o ejetados sem chegar ao detector (VEKEY,

2001).



73

Os fragmentos gerados para cada pico sao diferentes e caracteristicos

de cada analito, distinguindo assim claramente um pico do outro.

. /)
Va
A

180

120 _/

60 T T T 1
0 5 10 15 20

Temperatura (0C)

Tempo (min)

Figura 9 - Faixa de aumento das taxas de aquecimento

O cromatograma da mistura de padrdoes M10+PIl, com as melhores
condi¢cBes cromatograficas para o método é apresentado na Figura 10. A figura
11 mostra os analitos por janelas de aquisicdo, em intervalo de tempos,
representadas pelas letras A, B, C, D e E. Os analitos estdo representados por
nameros em ordem de eluicdo sendo identificados na Tabela 10. Nesta figura &
possivel visualizar claramente a separacdo cromatografica dos analitos.

O solvent cut time foi de 7,0 min, para que, ocorra a saida do solvente
no qual foi preparada a solucdo da mistura, do sistema cromatogréafico sem ser
detectado, a fim de evitar possiveis danos ao detector. O tempo de analise foi
de 18 min.
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Figura 10 - Cromatograma do fon Total para os 10 agrotoxicos estudados
na concentracdo de 5 mg L™ nas condicdes otimizadas para o GC-MS
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5.4 Estudo dos métodos QUEChERS original, citrato e acetato

O preparo de amostra é uma etapa critica de um método multirresiduo
devido as muitas diferencas nas propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos
para serem extraidos simultaneamente da matriz (Walorczyk et al., 2011).

Para a escolha do método mais eficiente para extracdo dos agrotoxicos
estudados, em amostras de péssego em calda drenado e com calda, foram
avaliados os métodos original, citrato e acetato em termos de R%, EP e EM.

A eficiéncia do processo foi usada para monitorar a recuperagéo e o EM,
e também para facilitar na escolha entre os procedimentos de extracdo. Para a
realizacdo dos testes, utilizou-se amostras do extrato de péssego em calda
drenado e com calda fortificadas ao nivel do LOQ e 10 vezes o LOQ de cada
analito. O procedimento de extracdo para cada método esta descrito no item
4.10.

5.4.1 Avaliacao da eficiéncia de recuperacédo e EM

Primeiramente, estas variagdes no método QUEChERS estudado, foram
avaliados em funcdo da eficiéncia da extracdo (recuperacdo) e do EM para
cada analito. Além disso, optou-se em realizar o estudo em dois niveis de
fortificacdo (baixo e intermediario), pois assim € possivel avaliar a eficiéncia e
0s possiveis efeitos de matriz desde o ponto mais baixo da curva analitica, no
qgual € mais suscetivel a erros analiticos e um ponto mais alto, para uma maior
confiabilidade.

A Tabela 11, apresenta o numero de compostos que obtiveram
resultados de recuperacao entre 70-120% e de EM entre 80-120% ao nivel do

LOQ e de 10 vezes 0 LOQ, para o péssego em calda drenado e com calda.
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Tabela 11 — Comparacao entre os métodos original, citrato e acetato em
funcdo do numero de agrotéxicos que apresentam recuperacdes entre 70-
120% e EM entre 80-120%

Matriz de péssego

Original Citrato Acetato Nivel
em calda
NUmero de compostos
Drenado 4 7 4 N
1LO I=
Com calda 7 5 4 Q &
o
Drenado 5 7 3 D
10 LOQ L
Com calda 7 8 5
Drenado 9 7 7 o
1L0 b
Com calda 8 7 8 Q §”
()
Drenado 10 9 9 %
10 LO e
Com calda 10 7 1 Q o

De acordo com os resultados, a maioria dos agrotoxicos apresentaram
bons percentuais de recuperacdo, e poucos foram influenciados pelo efeito
matriz, quando comparados os métodos original e citrato.

Em funcdo da eficiéncia da extracdo (recuperacdo), ndo se observou
diferencas significativas entre os trés métodos QUEChERS avaliados (ANOVA,
p>0,05). Isso pode ser explicado em fungcéo do pH do meio e da estabilidade
dos analitos. Os métodos acetato e citrato possuem a funcdo do
tamponamento do meio, com valores de pH 4,8 e de 5,0-5,5, respectivamente.
O original, neste estudo, obteve valor de pH de 4,0-5,0 para o péssego em
calda drenado e de 5,0-6,0 para o péssego com calda. O método original
apresentou uma faixa de pH das amostras muito préoximas as dos métodos
tamponados, e isso pode ser explicado pelo fato do amadurecimento do
péssego. Neste estagio, que é ideal para o consumo, com a evolucado da
maturacdo, os frutos perdem rapidamente a acidez pois, diminui o teor de
acidos organicos e ocorre também o aumento de agucares (CHITARRA, 1990)
levando a pHs préximos a 5,0. Além disso, os compostos estudados

apresentam tanto carater acido como basico, isso pode ser visto através do
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pKa (Tabela 5) e portanto, um pH do meio entre 4,0-5,0 proporciona boas
recuperacbes para compostos sensiveis meio acido, além de garantir

estabilidade para agqueles sensiveis em meio alcalino (PRESTES, et al., 2009).

5.4.2 Escolha do procedimento de extracdo em funcédo da EP

Para selecionar o método mais eficiente na extracao dos agrotoxicos em
amostras de péssego em calda drenado e com calda, de forma a relacionar a
recuperacédo e o EM, utilizou-se a EP.

A EP auxilia na escolha do método de extracdo, uma vez que, ela
envolve tanto a recuperacdo quanto o efeito matriz dos analitos. Neste
trabalho, objetivou-se escolher um Unico método, que responda de forma
eficiente para a extracdo do maior numero de agrotdxicos e com menor efeito
matriz para ambas as matrizes.

Para realizar a avaliacdo da EP, os analitos foram categorizados dentro
de trés grupos (menor que 80%, entre 80 e 120% e maiores que 120%),
considerando uma faixa de + 20%; valores mais proximos a 100% indicam que
0 processo é eficiente.

As Figuras 12 e 13, mostram a relacdo entre os trés métodos estudados,
nos niveis do LOQ e de 10 LOQ para as matrizes de péssego em calda

drenado e com calda.

Acetato

Original | |

o
9 Citrato
S |
Original
— | m>120%
Acetato
o | 80-120%
Q  (Citrato
2 \ m<80%
|

0 2 4 6 8 10
Numero de agrotoxicos

Figura 12 - Eficiéncia do processo para os métodos original, citrato e
acetato para o péssego em calda drenado
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Figura 13 - Eficiéncia do processo para os métodos original, citrato e
acetato para o péssego com calda

Percebe-se claramente que para ambas as amostras estudadas, o método
QUEChERS original apresentou um processo mais eficiente na extracdo dos
agrotoxicos. O método original foi o escolhido para as extragcbes em ambas as
amostras, uma vez que, apresentou melhores percentagens de EP, além de
ser, entre os trés métodos, mais pratico, utiliza menos solvente quando
comparado ao acetato e menos reagentes para o procedimento, no caso dos

sais citrato.

5.5 Validacdo do método por GC-MS para determinacdo multirresiduo

de agrotéxicos em péssego em calda

Para a validacdo, todas as solucdes analiticas foram preparadas em
solvente (acetonitrila) e nos extratos de péssego com calda e drenado,
extraidos através do método QUEChERS original. Utilizando estas duas
solucdes, € possivel avaliar o efeito da presenca do extrato da matriz nas

determinacdes dos parametros analiticos de validacao.

5.5.1 Limites de deteccéao e limites de quantificacado

A Tabela 12 descreve os limites de deteccao (LODi) e de quantificacdo

(LOQI) para o instrumento e os limites obtidos pelo método (LODm e LOQm),
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bem como a relacdo do sinal de area do composto medido dividido pelo ruido
(S/N), estabelecido pelo software do equipamento. Os valores de LOD e de
LOQ (instrumento e método) foram calculados como descrito no item 4.11.1.
Dados para uma comparacao dos valores de LOQs e LODs obtidos neste
trabalho com os LMR estabelecidos pelos érgdos vigentes, para residuos de

agrotoxicos em péssego, sdo encontrados na Tabela 4.

Tabela 12 — Limites de deteccéo (LODi) e quantificacdo instrumental (LOQI),
limites de deteccdo (LODm) e quantificacdo pelo método QUEChERS Original
(LOQm) e a relacgédo sinal/ruido (S/N) obtidas pelo GC-MS

Agrotéxico LODi LOQi S/N LODm LOOQm S/N
pg L™ ug kg™
Triclorfom 0,3 1,0 11 0,3 1,0 11
Dimetoato 0,7 2,5 8 0,7 2,5 8
Fenitrotiona 0,7 2,5 20 0,7 2,5 11
Malationa 0,3 1,0 9 3,0 10,0 12
Fentiona 0,07 0,25 11 0,7 2,5 14
Tiametoxam 0,7 2,5 21 3,0 10,0 9
Ciproconazol 0,1 0,5 15 0,3 1,0
Tebuconazol 0,3 1,0 12 0,3 1,0 12
Difenoconazol 0,3 1,0 6 0,3 1,0 8
Azoxistrobina 0,3 1,0 16 0,3 1,0 14

Como néo existem limites na legislacdo brasileira, americana e
européia para péssego em calda, foram utilizados os valores de LMR para
péssego in natura como parametro para referéncia. Além disso, em uma
revisao bibliografica realizada durante o periodo entre os anos de 2002 a 2012,
nenhum trabalho foi encontrado que abordasse determinacfes de agrotoxicos
em amostras de péssego em calda, somente para sucos industrializados e para
o fruto in natura, fato que evidéncia a importancia desse trabalho. Avaliando os
resultados observa-se que todos os compostos foram detectados na faixa de
concentracdo entre 0,3 e 3,0 pg kg™ . Neste caso, 0 método atingiu limites de
quantificacdo inferiores aos LMR segundo a ANVISA, Codex Alimentarius e

E.U. (ver Tabela 4). Em diversos estudos que empregam GC-MS para
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determinacao destes compostos, verifica-se que os valores de LOQ obtidos no
meétodo proposto, estdo de acordo com os apresentados na literatura (Lesueur
et al.,, 2008) e até mesmo sdo inferiores quando comparados com o0s
encontrados nos trabalhos de LIAPS et al. (2003), SILVA et al. (2008) e DANIS
et al. (2011).

O método desenvolvido nédo apresenta fator de diluicdo e/ou
concentragcdo, entretanto devido a diferencas de sensibilidade de alguns
analitos, quando solubilizados na matriz, no GC-MS, LOQi e LOQm foram

diferentes para os compostos malationa, fentiona, tiametoxam e ciproconazol.

5.5.2 Curva analitica, curva trabalho e linearidade

A faixa linear de todas as curvas analiticas foram construidas a partir
do LOQ do método de cada composto, em seis niveis de concentracao. Devido
os LOQs do método terem variado para alguns analitos, consequentemente as
faixas lineares desses compostos também variaram. A seguir sdo descritas as

faixas utilizadas nas curvas de calibracdo em pug L™ e em pg kg™

Faixas de 1,0 — 100,0, - 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0;
Faixas de 2,5 — 250,0 2 2,5; 12,5; 25,0; 50,0; 125,0 e 250;
Faixas de 10,0 — 1000,0 - 10,0; 50,0; 100,0; 200,0; 500,0 e 1000,0.

Os parametros de linearidade obtidos para os compostos em estudo
para a calibragdo do instrumento, estdo descritos na Tabela 13. As equacdes
das curvas analiticas foram obtidas através do conjunto de solucdes dos

padrdes dos agrotdxicos preparados em solvente (acetonitrila).
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Tabela 13 — Faixa linear, equacgao de reta e coeficiente de correlacéo linear
(r) para os agrotoxicos estudados

. Faixa linear Padronizagdo externa no
Agrotoxico 1 r
(Mg L) solvente
Triclorfom 1,0-100,0 y=1,095054 x - 2,4818 102 0,999
Dimetoato 2,5-250,0 y= 0,4524409x - 4,001386 102 0,999

Fenitrotiona 2,5-250,0 y=0,2544747x - 2,117514 102 0,999
Malationa 10,0 -1000,0  y=0,9056134x - 0,3505694 0,999
Fentiona 2,5 — 250,0 y=1,576321x - 0,1117602 0,999

Tiametoxam | 10,0 -1000,0  y=0,4627292x - 0,1474784 0,999

Ciproconazol 1,0-1000  y=1296259x - 1,491661 102 0,999
Tebuconazol 1,0-100,0  y=0,5138662x - 1,692677 102 0,999
Difenoconazol | 1.0-100,0  y=0,3699345x - 4,294879 10° 0,999

Azoxistrobina | 1.0-100,0  y=0,7847733x - 3,037839 102 0,999

De acordo com os valores de r obtidos para a padronizacdo externa no
solvente (r>0,99), pode-se concluir que o0 modelo de regressao linear de cada
composto mostrou-se adequado para a calibracdo instrumental no GC-MS.

A partir da construcao da curva para calibracdo do instrumento, foram
construidas as curvas de calibracdo por superposicdo da matriz e a curva
trabalho. Equacbes das retas e coeficientes de regressdo linear sé&o
apresentadas respectivamente nas Tabelas 14 e 15, para as matrizes de

péssego em calda drenado e para o péssego com a calda.



Tabela 14 — Equacdes das curvas por superposi¢céo da matriz e coeficientes de

correlacéo linear para amostras de péssego drenado e com calda

' Péssego em calda drenado Péssego com calda

Analitos Equacédo dareta r Equacédo dareta r
Triclorfom y=0,8088651x + 7,956584 10° 0,999 | y= 1 346602x - 2,073925 102 0,999
Dimetoato y=0,11383x + 2,141813 0,988 y=1,742513x + 0,4657625 0,999
Fenitrotiona | Y= 0,4459717x +9,58237210° 0,999 | y- 0,4381786x + 2,040284 102 0,998
Malationa y=0,8981376x + 0,1657131 0,999 y= 0,9316466Xx + 0,155284 0,998
Fentiona y=1,353052x +3,676922 10° 0,999 | y=1 35438x +8,263022 10° 0,998
Tiametoxam y=0,3814049x + 0,1321306 0,999 | y=0,4710758x + 3,529425 10° 0,999
Ciproconazol | Y=1,556128x +4,53961510° 0,998 | y- 1644323 +3,90089 102 0,998
Tebuconazol y=0,49358841x + 0,4322301 ~ 0,996 | y=06359287x +2,01342 102 0,998
Difenoconazol | Y= 0,5455937x +2,401253 10 0,996 y=0,777272x - 9,47072 103 0,998
Azoxistrobina y= 1,245002x +2,537879 .10° 0,998 | y- 1 666309x - 3,185141 102 0,999

Tabela 15 - Equacdes das curvas obtidas através da curva trabalho e
coeficientes de correlacao linear para amostras de péssego drenado e com
calda (n=6)

Péssego em calda drenado Péssego com calda
Analitos
Equacédo dareta r Equacédo dareta r

Triclorfom y=0.161212x + 6,607315 10° 0,996 y=0,6128848x + 0,1089597 0,996
Dimetoato y=1.438926x + 0,9766141 0,998 y=0,6080319x + 0,4876204 0,999
Fenitrotiona | Y= 0-4417815x —1,985612 10 0,998 | y= (4132352« - 1,236345 102 0,998
Malationa y=0.8512558x - 0,1733064 0,999 | y=0,8394173x - 2,583115 10° 0,999
Fentiona y= 1.399543x - 4,69156 10° 0,998 | y=1200811x +1,731204 10% 0,999
Tiametoxam | Y= 0.4294175x +3,818936 10° 0,999 y=0,3232857x - 0,1384716 0,999
Ciproconazol y= 1.4334x + 6,600041 10 0,999 y=1,13986x - 2,550566 102 0,999
Tebuconazol y=0.5961753x + 0,4521884 0,998 | y=0,4252012x + 9,522456 10* 0,999
Difenoconazol | ¥ = 0-9003571x +3,341218 10° 0,999 | y= 5870337x - 1,887163 10% 0,999
Azoxistrobina | Y= 1.805008x —9,967854 10° 0,999 | - 1 364284x - 4,200973 10° 0,999
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Os agrotéxicos apresentaram coeficiente de correlacao linear maior que
0,996, em todas as curvas analiticas construidas, somente com excecado do
dimetoato que apresentou um r igual a 0,988 para a curva de sobreposi¢cédo na
matriz. Todos os valores de r para os compostos em estudo estdo de acordo
com os valores recomendados segundo as orientacbes da ANVISA e
INMETRO, os quais sugerem valores de r igual a 0,99 e acima de 0,90,
respectivamente. A curva trabalho foi construida com a finalidade de verificar a
linearidade de todo o método analitico, abrangendo desde a etapa de preparo
de amostra até as analises no GC-MS, o que demonstrou uma boa linearidade
para todos os compostos estudados.

Através dos dados para a construcdo das curvas analiticas, e analise
das equacOes das retas obtidas no GC-MS, é possivel concluir que o modelo
de regresséo linear é adequado para as determinacfes analiticas em estudo.

A faixa linear variou para alguns agrotéxicos, devido a diferenca nos
LOQs desses compostos, permanecendo 0S mesmos para as curvas por
superposi¢cao na matriz e curva trabalho, para ambas as matrizes de péssego

em pg kg™

5.5.3 Exatidao e preciséo

O procedimento para 0s ensaios de recuperacdo para a determinacéo
de agrotéxicos nas amostras de péssego com calda e drenado foi estimado de
acordo como esta descrito no item 4.12.3, extraidos pelo método QUEChERS
Original. O procedimento deste método esta descrito no item 4.11.1.

Os resultados de recuperacdo e de precisdo para as determinacdes por
QUECHERS Original e GC-MS nas amostras de péssego em calda drenado e
com calda sédo apresentados na Tabela 16, respectivamente. Os ensaios foram
realizados em trés niveis de concentragdo diferentes, uma vez que, a eficiéncia
do método pode variar em funcdo da quantidade do composto adicionado. As
extracoes foram realizadas em duplicata e injetadas trés vezes no sistema
cromatografico, sendo assim, um n=6. Neste trabalho, seguiu-se a

recomendacdo de validacdo de meétodos cromatograficos, na qual as
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recuperacdes devem estar entre 70 e 120% e a precisdo com valores de RSD
menor ou igual a 20% (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2012).

Tabela 16 - Recuperacdo (R%) e precisdo (RSD) empregando o método
QUECHhERS Original e GC-MS em amostras de péssego em calda drenado
e com calda fortificadas em trés niveis (baixo, intermediario e alto)

Péssego com calda drenado Péssego com calda
Agrotoxicos Niveis de fortilficagéo R% RSDY% R% RSD%
(Mg kg™)

1,0 92,0 8,9 123,7 2,2
Triclorfom 10,0 96,6 1,5 119,5 14,8
50,0 90,7 6,4 68,6 51
2,5 135,4 3,6 124.,6 6,0
Dimetoato 25,0 104,3 14,9 107,5 31
125,0 106,1 10,4 100,3 19,8
2,5 101,8 8,1 100,8 2,2
Fenitrotiona 25,0 99,4 3,1 104,6 2,4
125,0 101,0 9,7 100,7 9,1
10,0 83,4 12,3 87,2 12,7
Malationa 100,0 97,1 9,9 87,0 53
500,0 87,5 9,2 98,9 2,7
2,5 98,3 3,8 84,1 1,6
Fentiona 25,0 97,2 4,6 104,7 4,7
125,0 92,1 8,3 94,6 8,6
10,0 108,5 9,5 89,8 7,7
Tiametoxam 100,0 99,1 8,6 95,7 45
500,0 104,5 13,0 96,1 12,6
1,0 96,8 43 90,8 10,7
Ciproconazol 10,0 95,9 2,4 103,7 11,2
50,0 100,0 111 100,5 3.1
1,0 117,5 3,6 83,2 4.2
Tebuconazol 10,0 89,1 9,6 99,8 3,6
50,0 118,6 11,2 96,1 10,1
1,0 99,0 7.3 87,9 43
Difenoconazol 10,0 100,6 3,7 97,3 3.9
50,0 120,4 9,1 105,7 13,0
1,0 91,2 2,1 77,2 16,8
Azoxistrobina 10,0 88,3 6,6 91,0 4,7

50,0 117,5 9,4 113,5 50
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 16, os valores obtidos
nos ensaios de recuperacdo para 0 péssego em calda drenado foram
satisfatorios para a maioria dos analitos estando entre 83,4 e 120,4%, com
excecdo do dimetoato que apresentou um valor de 135,4% no valor do LOQ do
meétodo. Todos os analitos apresentaram valores de RSD de acordo com as
normas de recomendacédo, sendo menores que 14,9%.

Para o péssego com a calda, as recuperagbes foram entre 68,6 e
124,6%, com RSD inferiores a 19,8%. Neste caso, esses valores s&o
considerados satisfatérios, ja que essas faixas estdo correlacionadas com a
complexidade da amostra e do método empregado, podendo ser ampliadas ou
restringidas.

Na Tabela 17, sdo mostrados os valores de recuperacdo (R%) e
precisdo intermediaria (RSDp;) para cada analito e seus respectivos niveis de
fortificacdo. As andlises foram realizadas em dois niveis de concentracao,
selecionados a partir do LOQ e 10 vezes o LOQ de cada composto, preparados
em duplicata e injetados trés vezes no sistema cromatografico (n=6).

Para a precisdo intermediaria, os testes foram realizados pelo mesmo
analista, em dia diferente a repetitividade. Os valores de RSD% também
estiveram dentro da faixa estabelecida, pois foram menores que 18,4% para o
péssego em calda drenado. Para o péssego com calda, os RSD, foram
inferiores a 19,9% para todos 0s compostos, com excecdo do tiametoxam que
obteve um valor de 23,2%.

A precisdo das analises empregando QUEChERS Original e GC-MS
foram adequadas para quantificacdo de elementos tracos em matrizes
complexas, ja que neste estudo, a maioria dos analitos apresentaram valores
de RSD, e RSD,,; de acordo com os valores regulamentados pelas normas de
validagéo (RSD<20%).
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Tabela 17 — Percentuais de recuperagdo (R%) e RSD, para a precisao
intermediaria do método QUEChERS Original e GC-MS em amostras de
péssego em calda drenado e com calda fortificadas em dois niveis (baixo
e intermediario)

Péssego com calda drenado Péssego com calda
Agrotoxicos Niveis de for'filficac;éo R (%) RSD, (%) R (%) RSD, (%)
(Mg kg™)

Triclorfom 1,0 94,5 52 99,9 14,8
10,0 137,6 4,9 91,2 15,8
Dimetoato 25 93,2 9,3 145,5 19,9
25,0 78,0 7,9 113,7 12,3
Fenitrotiona 25 100,9 10,7 43,9 10,9
25,0 102,9 5,8 92,4 10,3
Malationa 10,0 117,9 11,3 82,2 12,2
100,0 99,3 4,6 97,0 11,3
Fentiona 2,5 86,3 10,5 89,0 6,5
25,0 101,5 9,8 98,3 12,1
Tiametoxam 10,0 104,6 13,4 81,3 23,2
100,0 73,9 18,4 95,0 6,4
Ciproconazol 1,0 102,7 12,8 57,6 14,7
10,0 90,6 10,6 109,8 10,0
Tebuconazol 1,0 107,5 3,9 105,7 8,4
10,0 138,6 9,6 115,5 7,2
Difenoconazol 1,0 134.1 3.4 93,8 6.0
10,0 83,0 14,3 105,3 2,9
Azoxistrobina 1,0 117,0 14,0 119,6 9,9
10,0 82,2 17,2 108,2 6,8

5.5.4 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado em termos de percentual da razdo obtida
pelo calculo do EM, o qual esta descrito no item 4.11.5.

Os valores de efeito matriz para cada composto e cada amostra foram
obtidas ao realizar o estudo dos métodos QUEChERS e sdo 0s mesmos
valores utilizados para o estudo da validagéo, por serem as mesmas amostras

utilizadas durante o desenvolvimento do método.
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A Tabela 18, apresenta os valores de efeito matriz sobre as amostras de
péssego para os 10 agrotéxicos selecionados, nos niveis do LOQ e 10 vezes o

LOQ de cada composto.

Tabela 18 — Resultados do efeito matriz para os agrotéoxicos em estudo
nas amostras de péssego em calda drenado e com calda

Péssego em calda drenado Péssego com calda
Agrotéxico EM (%)

1LOQ 10LOQ 1L0OQ 10LOQ

Triclorfom 78,7 74,5 42,6 62,5
Dimetoato 172,4 193,9 129,7 101,0
Fenitrotiona 101,7 118,6 118,9 117,6
Malationa 135,2 127,7 119,1 119,7
Fentiona 96,3 105,5 94,8 108,3
Tiametoxam 77,1 82,6 137,1 170,1
Ciproconazol 89,1 90,8 89,8 112,0
Tebuconazol 183,9 168,7 87,7 106,9
Difenoconazol 92,1 104,7 94,7 110,6
Azoxistrobina 131,0 123,5 98,3 145,7

De acordo com a Tabela acima, verifica-se que ndo houve uma grande
diferenca na resposta dos analitos, com relacdo aos efeitos de enriqguecimento
e de supressdo, frente a matriz analisada. Para uma melhor compreensdo dos
dados, todos os analitos foram categorizados dentro de trés grupos (menor que
80%, entre 80 e 120% e maiores que 120%). Valores préximos a 100%
representa que ndo ha efeito matriz ou € insignificante (Matuszewski et al.
2003), para isso, considerou-se os valores entre -20 e +20%, se estiverem
acima ou abaixo (x20%) é considerado um efeito matriz alto (ECONOMOU et
al., 2009).
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Figura 14 - Distribuicdo das diferentes respostas dos agrotoxicos para o
efeito matriz nos niveis do LOQ e 10 LOQ em (A) para a amostra de
péssego em calda drenado e em (B) para a amostra de péssego com calda

Para uma comparacéo entre as duas matrizes, optou-se em discutir este
efeito no nivel de 10 LOQ, pois, o efeito matriz pode facilmente tornar-se maior,
em niveis baixos de concentracdo, como no caso do LOQ, porque pode haver
um decréscimo na razao de concentracdo do analito/concentracdo da matriz.

Nota-se na Figura 14, que para a amostra A, houve um maior numero de
analitos com aumento ou reducdo da resposta cromatografica induzida pela
matriz (50% dos analitos) quando comparados com a amostra B, observando
portanto, um efeito matriz em 30% dos analitos. Este fato pode ser explicado
por conter uma quantidade maior de agua na amostra B, sendo proveniente da
calda, o que dilui a quantidade de co-extrativos da matriz bem como a
quantidade de péssego (proporcdo de péssego/calda em torno de 1:1).

A amostra de péssego em calda drenado, apresentou um maior niumero
de analitos com enriquecimento de sinal em vista do péssego com calda, sendo

o dimetoato, malationa, tebuconazol e azoxistrobina, enquanto que para a
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amostra de péssego junto com a calda, somente tiametoxam e azoxistrobina
apresentaram sinal positivo. Dentre os compostos que sofrem enriquecimento
de sinal, o dimetoato foi que apresentou o efeito mais acentuado. Compostos
contendo grupamentos -P=0 (organofosforados), como é caso do dimetoato
segundo estudos, sdo mais suscetiveis ao efeito matriz. (HAJSLOVA et al.,
1998; PINHO et al., 2009). Assim como, compostos mais polares, nesse caso o
tebuconazol e tiametoxam e os compostos de elevada massa molar (acima de
400 g mol?) como a azoxistrobina. A elevada massa molar dificulta a
volatilizacdo e menor quantidade de analito é introduzida na coluna
cromatografica quando preparado em solvente puro, produzindo menores
respostas (SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005).

O efeito matriz positivo em GC-MS, segundo Pinho e colaboradores, é
frequentemente associado aos componentes da matriz que evitam que certos
analitos sejam adsorvidos ao liner/insersor pois, quando a solugéo € preparada
em solvente puro, os sitios ativos do liner estdo disponiveis para a retengao
dos analitos. Assim, quantidades menores dos analitos s&o transferidas para a
coluna e o detector. Quando a analise é realizada em um extrato fortificado,
ocorre a competicdo entre os componentes da matriz e os analitos pelos sitios
ativos do liner, isso resulta numa maior resposta do detector para os analitos
provenientes do extrato da matriz.

Um efeito matriz negativo, ou supressdo de sinal, também pbdde ser
observado, porém, para apenas um analito em ambas as amostras. Uma
possivel explicagdo para isso, € que em GC-MS, esse efeito ocorre mais
raramente, e pode ser relacionado com os componentes da matriz que de
alguma forma se degradam ou reagem com o analito, gerando assim, o efeito
negativo na matriz.

Fentiona, e difenoconazol apresentaram efeito matriz insignificante ou
minimo para ambas as matrizes. Dimetoato e tebuconazol foram praticamente
nulos o efeito da matriz quando em amostras de péssego com a calda.

Logo, para obter resultados confiaveis para a quantificacdo dos residuos
de agrotoxicos nessas amostras e corrigir efeitos indesejaveis nas analises, o
uso da superposicdo da matriz e do padrédo interno (qQue minimiza o efeito

matriz) devem ser adotados. Além disso, cabe ressaltar que quando se
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trabalha com matrizes complexas, como neste caso, o efeito matriz ja é
esperado. Para minimizar esse efeito, 0 uso da etapa de limpeza é empregado
na maioria dos casos de extracdo por QUEChERS, tornando-se uma alternativa
recomendada, por causar menos danos ao sistema cromatogréfico
(HAJSLOVA et al., 1998).

5.6 Eficiéncia do processo

A eficiéncia do processo (EP) envolve tanto a recuperagdo como o efeito
matriz (EM). Geralmente, quando ocorre enriqguecimento de sinal provocado
pelo efeito matriz ocasiona um aumento da eficiéncia do processo e a
supressdo de sinal pode causar baixa eficiéncia de processo, mesmo com
elevadas recuperactes (VARGA et al., 2011). Além de avaliar simultaneamente
a recuperacao e o efeito matriz envolvido nos analitos, a eficiéncia do processo
pode ser utilizada como uma ferramenta para facilitar na selecdo do método
bem como auxilia na visualizacdo desses efeitos, caso contrario, a selecdo do
método torna-se dificultado quando procede-se uma analise de diversos
analitos simultaneamente.

O célculo para a EP esta descrito no item 4.11.6. As Figuras 15 e 16,
apresentam o grafico que ilustra a comparacédo entre as taxas de recuperacao,
efeito matriz e eficiéncia do processo, obtidas para o péssego em calda
drenado e com calda. Valores de EP proximos a 100%, geralmente indicam
gue as recuperacdes do método estdo préximas a 100% e o efeito matriz €

baixo.
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“R% EM% BEP%

Figura 15 - Gréfico da relagdo entre R%, EM e EP para o péssego em calda
drenado, no nivel de 10 LOQ

WR% EM% BEP%

Figura 16 - Gréafico da relacdo entre R%, EM% e EP% para o péssego com
a calda, no nivel de 10 LOQ
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Como pode ser observado nas Figuras 15 e 16, a eficiéncia do processo
foi satisfatoria para sete dos dez agrotdxicos estudados em ambas as matrizes
(fenitrotiona, malationa, fentiona, ciproconazol, difenoconazol e azoxistrobina),
somente diferencia-se para o ciproconazol na matriz de péssego em calda
drenado e para o tebuconazol na matriz de péssego com calda.

Isso indica que para estes analitos, o processo é eficiente resultando em
boas recuperacdes e um baixo efeito matriz. Para o restante dos analitos, nos
quais a EP foi alta ou baixa de 100%, indica que ocorreu um efeito de
enriguecimento ou supressdo de sinal, mesmo com altas recuperacdes. Altas
porcentagens de EP também foram encontrados no estudo de Varga et al.

(2011), para determinacao de anti-hipertensivos e anti-ulcerosos. (EP>150%).

5.7 Robustez

A robustez do método QUEChERS Original para extracdo dos 10
agrotoxicos foi avaliada frente a variagdo da matriz, através da fortificacdo da
amostra de péssego in natura do tipo dupla finalidade (mesa e industria). Para
realizar os ensaios, selecionou-se dois pontos da curva analitica, um baixo (o
LOQ) e um ponto intermediario (50 LOQ) de cada composto, e submetidos ao
método de extracdo para avaliar R% e RSD, o EM e EP foram avaliados ao
nivel de 50 LOQ. As analises foram realizadas em duplicatas e injetadas no
sistema cromatogréfico trés vezes (n=6).

Os resultados para as avaliagdes estao descritos na Tabela 19.

Tabela 19 — Percentuais de Recuperacédo, RSD, EM e EP da robustez do
método para amostra de péssego in natura (n=6)

Nivel de
Analito fortifica(;léo R% RSD% EM% EP%
(Mg kg™)
1,0 107,0 11,1
Triclorfom
50,0 107,5 8,5 129,7 139,4
) 25 99,0 17,4
Dimetoato
125,0 112,1 19,8 325,3 364,5
o 25 91,3 13,3
Fenitrotiona
125,0 89,1 9,0 175,1 156,0
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10,0 49,9 10,4
Malationa
500,0 92,6 5,9 132,6 122,8
2,5 95,3 12,0
Fentiona
125,0 77,5 8,5 115,8 89,7
10,0 80,7 7,0
Tiametoxam
500,0 92,3 6,2 131,0 121,0
. 10 99,5 17,7
Ciproconazol
50,0 70,5 11,7 93,5 65,9
1,0 126,1 7.8
Tebuconazol
50,0 76,4 9,3 113,1 86,4
1,0 84,8 10,6
Difenoconazol
50,0 75,3 17,3 249,3 187,7
1,0 69,8 10,9
Azoxistrobina
50,0 85,3 18,0 273,1 233,0

(----) Nesse nivel ndo foram realizados testes para EM% e EP%; valores em vermelho
para o EM indicam enriqguecimento de sinal, valores em preto sem efeito expressivo;
valores em vermelho para a EP indicam que é afetada pelo EM.

Para a amostra de péssego in natura, verifica-se influéncia positiva da
matriz para a maioria dos compostos, sendo mais pronunciado para
fenitrotiona, dimetoato, difenoconazol e azoxistrobina. Para as amostras de
péssego in natura e em calda, os compostos que apresentaram efeito matriz
positivo mais pronunciado, foram o dimetoato e a azoxistrobina. Uma diferenca
no efeito matriz entre essas amostras € observado nos compostos triclorfom,
fenitrotiona e difenoconazol. Pode-se concluir que, para a matriz de péssego in
natura, a matriz sofre influéncia expressiva para a maioria dos compostos
avaliados e para corrigir esse efeito, as recuperacbes devem ser calculadas
através da padronizacdo externa na matriz.

Além disso, foi realizada a avaliagdo do desempenho global do método
aplicado para a amostra de péssego in natura, o qual foi verificado por meio da
eficiéncia do processo. Como pode-se observar na Tabela 19, a EP foi alta
para a maioria dos analitos, isto porque o efeito matriz pronunciado é o
enriguecimento de sinal, elevando assim os valores da eficiéncia do processo.

Os resultados apresentados na Tabela 19, mostram as recuperagdes
para os analitos ficaram entre 50 e 126%. Todos 0S compostos apresentaram
valores de RSD% menores que 20%. Portanto, o método demonstrou ser

robusto para a extracdo e determinacdo de residuos de agrotoxicos em
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amostras de péssego in natura, com quantificacdo confiavel para todos os
agrotoxicos estudados.

Com o método desenvolvido, é possivel realizar uma avaliacao global da
qualidade do péssego, no que refere-se a residuos de agrotéxicos, tanto para o
péssego in natura, quanto apés os processos de industrializacdo. E importante
ressaltar que, as amostras para a avaliacdo da robustez, ndo foram coletadas
diretamente na induUstria antes do processamento. Portanto, pequenas
diferencas nos resultados entre as amostras in natura e processadas, podem
ser naturais da composicao de cada amostra, além da possibilidade de serem
de diferentes produtores e épocas, por isso, comparacdes entre os resultados

do péssego in natura e os processados nao foram feitas.

5.8 Aplicabilidade do método

O método empregando QUEChERS Original e GC-MS, apoés validado,
foi aplicado para determinacdo de residuos dos agrotoxicos triclorfom,
dimetoato, fenitrotiona, malationa, fentiona, tiametoxam, ciproconazol,
tebuconazol, difenoconazol e azoxistrobina, em amostras de péssego em
calda. O método foi aplicado para a determinacdo destes residuos nas matrizes
com calda e drenado em trés marcas comerciais de péssego em calda.

As trés marcas (A, B e C) foram nomeadas em “Al”, “B1” e “C1”
referentes a matriz de péssego em calda drenada e “A2”, “B2” e “C2” relativas a
matriz triturada juntamente com a calda. As amostras das marcas B e C sdo
referentes aos enlatados de péssego em calda com adicdo de aclUcar e as
amostras pertencentes a marca A, séo de enlatados de péssego em calda sem
adicao de acucar no processo de industrializacao.

Para a identificacdo dos compostos que deram sinal positivo nas
amostras, utilizou-se o tempo de retencdo, dois ions, um para identificacdo e
outro para confirmacdo, além da razdo entre os ions (do inglés ion ratio). A
curva por superposicdo na matriz foi construida para a quantificacdo dos
analitos e o uso do padréo interno para correcdo do efeito matriz (TEXEIDO et
al., 2008).
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Verificou-se sinal de residuos de agrotdxicos também para o péssego in
natura, quando realizadas inje¢cdes do extrato branco da matriz. Os compostos
verificados sao triclorfom, dimetoato, malationa e difenoconazol.

Os compostos ciproconazol e fentiona, pelo tempo de retencdo e pelo
ion de maior intensidade, foram detectados sinais nas amostras porém, através
da confirmacédo entre a razdo dos seus ions, a presenca desses compostos
foram avaliados como falso-positivo nas andlises, portanto néo foi considerado

como residuo detectado.

Tabela 20 - Residuos de agrotoxicos detectados nas amostras de
péssego in natura e nas amostras de péssego em calda processado

R Péssego em calda Péssego com
Péssego
. drenado calda
Agrotoxicos in natura
detectados ) (A,BeC) (A,BeC)
kg . .
(kg kg™) (ug kg™ (ug kg™
Triclorfom 40 n.d. n.d.
Dimetoato 60 C~> 36 C > 330
Malationa 910 n.d. n.d.
A > 684 A-> 117
Tebuconazol n.d. B - 389 B> 212
C > 525 C > 430

(n.d) N&o foi detectado residuos na amostra

De acordo com a Tabela 20, o composto dimetoato foi detectado nas
amostras “C1” e “C2, os valores de concentracéo detectados nessas amostras
ultrapassam os limites maximos permitidos pela legislacdo européia. Com a
deteccdo de dimetoato nas amostras, pode ser constatado que héa
irregularidades no cultivo pois, esse € um composto que atualmente ndo consta
na listagem dentre os agrotoxicos permitidos para o pessegueiro. Os dados
experimentais ainda sdo confirmados pelas informacdes fornecidas através da
EMATER, a qual ainda registra a aplicacdo de dimetoato nas -culturas,
atualmente.

O tebuconazol foi encontrado nas trés marcas comerciais de péssego

em calda analisadas, contendo a maior concentracdo entre 0S compostos
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detectados. De acordo com a ANVISA, todas as concentracfes estdo acima
dos limites permitidos.

Para a amostra de péssego in natura, residuos dos agrotoxicos
triclorfom, dimetoato e malationa, foram encontrados. Verificou-se também
residuos de difenoconazol porém abaixo do LOQ do método.

As Figuras 17 e 18, apresentam graficos que ilustram os resultados das

analises em que foram detectados residuos dos agrotoxicos.
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Figura 17 - Concentracdes de residuos dos agrotoxicos detectados nas
amostras A, B e C para o péssego em calda drenado
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Figura 18 - Concentracdes de residuos dos agrotoxicos detectados nas
amostras A, B e C para o péssego analisado com a calda
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Ao comparar as matrizes de péssego em calda drenado e com calda,
(Figuras 17 e 18) é possivel perceber que para o dimetoato houve um aumento
na concentracdo detectada, quando avaliado no péssego com a calda (Figura
18) enquanto que, observa-se para o tebuconazol um decréscimo na
concentragdo nessa mesma matriz.

Uma possivel explicacdo para o decréscimo e 0 aumento da
concentragdo dos residuos de agrotoxicos nessas matrizes, é devido a
propriedade fisico-quimica relacionada ao coeficiente de particdo octanol-agua
(Kow) desses compostos. Portanto, compostos com alto Kow, apresentam
maior tendéncia a hidrofobicidade. Isso explica o decréscimo da concentracao
de tebuconazol quando avaliado juntamente com a calda pois, este tende a ser
encontrado mais abundantemente no fruto do que na calda, e neste caso, pode
ter havido uma diluicdo pela adicdo da calda no fruto. Enquanto que, para o
dimetoato, de acordo com seu valor de Kow (Log Kow = 0,7), ele é menos
hidrofébico portanto, esse composto ndo apresenta tendéncia em se acumular
no fruto, e sim em &gua, que neste caso esta relacionado com a calda. Isso
pode ser confirmado nos graficos das Figuras 17 e 18, que maior concentracao
deste composto € encontrado quando é avaliada a matriz de péssego
juntamente com a calda.

A composicdo do péssego em calda enlatado é uma mistura de
péssegos, agua e acucar. Uma vez adicionado acucar no processo de
industrializacdo poderia se pensar em uma contaminacdo por residuos de
agrotoxicos provenientes do acucar adicionado, porém, 0S compostos
detectados dimetoato e tebuconazol ndo séo registrados na ANVISA para
aplicacdo na cultura da cana-de-acUcar, sendo entdo provenientes
possivelmente da aplicacdo no pessegueiro.

As Figuras 19, 20 e 21, referem-se aos picos de dimetoato e
tebuconazol detectados nas amostras, no modo SIM.
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Figura 19 - Confirmacdo do sinal positivo para residuos de tebuconazol
nas amostras de péssego em calda para a marca A
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Figura 20 - Confirmacdo do sinal positivo para residuos de tebuconazol
nas amostras de péssego em calda para a marca B
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Figura 21 - Confirmac&o do sinal positivo para residuos de dimetoato e
tebuconazol nas amostras de péssego em calda para a marca C

A Figura 22 mostra a detecc¢ao do tebuconazol em uma das amostras de
péssego em calda drenado, monitorando seus trés ions caracteristicos na
janela de aquisicdo do cromatograma, bem como, a identificacdo do composto
utilizando o ion de maior intensidade e confirmado pelo segundo ion menos
intenso.
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Figura 22 - Representacdo da deteccdo de tebuconazol em uma das
amostras de péssego em calda drenado, monitorando um ion para
identificacdo e outro para confirmacao

De uma forma em geral, os resultados encontrados neste trabalho, vao
de acordo com os presentes na literatura, em relacdo aos residuos de
agrotoxicos em alimentos apos as operacdes de processamento. Embora nao
tenha sido o objetivo deste estudo avaliar as amostras antes dos processos de
industrializagdo, € possivel concluir que mesmo com todas as etapas
envolvidas durante a fabricacdo dos enlatados de péssego em calda, residuos
de agrotoxicos podem ser encontrados nesses alimentos.

Dentre os processos que foram mencionados no intem 3.1.3, cabe

ressaltar o processo da pelagem ou descascamento. A retirada da pele/casca
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dos péssegos por meio de uma solucao alcalina com NaOH, pode influenciar
em uma contaminacdo do fruto pelos agrotdxicos que estiverem presentes na
sua superficie externa. O meio externo alcalino obtido através desse
procedimento pode facilitar a migracdo de compostos basicos para o interior do
fruto pois, 0 meio externo é desfavorecido para estes grupos de compostos.

O inseticida dimetoato e o fungicida tebuconazol possuem modo de acéo
sistémico, ou seja, podem penetrar nos tecidos da planta, sendo mais dificil sua
remocao através dos processos aplicados na industrializagéo.

6. CONCLUSOES

A otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas foi realizada, permitindo a
identificacdo e quantificacdo dos compostos em estudo, em um tempo de
andlise de 18 min. As curvas analiticas apresentaram valores de r maiores que
0,99 para as faixas de concentracao avaliadas. A partir da construcéo da curva
trabalho foi possivel quantificar os analitos presentes nas amostras com
confianca corrigindo possiveis erros sistematicos da etapa do preparo de
amostra, além de avaliar a linearidade do método.

Os limites de quantificacdo do método apresentaram valores variando
entre 1,0 e 10,0 pug kg™, o que representa uma vantagem por se tratar de uma
matriz complexa.

O método QUEChERS original, apresentou melhor eficiéncia para a
extracdo de agrotdéxicos em matrizes de péssego em calda drenado e com
calda quando comparado com métodos acetato e citrato.

Os resultados de recuperacéo ficaram entre 68 €124% e com valores de
RSD menores que 19% para a maioria dos analitos, valores dentro dos
recomendados pelo INMETRO e SANCO, além de ser um método unificado
para extracdo dos agrotoxicos nas matrizes de péssego em calda drenado e
com a calda.

No entanto, foi observado que alguns compostos tiveram efeito matriz, com
efeitos positivo para o dimetoato, malationa, tebuconazol e azoxistrobina na

matriz para o péssego em calda drenado e para o tiametoxam e azoxistrobina
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para a matriz de péssego com calda, sendo entdo, necessaria a correcao
utilizando o extrato da matriz.

O método mostrou ser robusto, uma vez que, foi avaliado em uma matriz
com composicao diferente, ou seja, a fruta in natura sem sofrer as etapas de
fervura e da adicdo de agua e acucar, do processo de fabricacdo do péssego
em calda. Além disso, a amostra foi coletada em épocas diferentes aquelas das
amostras para a validacdo do método, podendo entdo demonstrar diferencas
na composi¢do do fruto devido a época do plantio, condigBes climaticas e
produtor.

A aplicacdo do método validado foi bem sucedida uma vez que,
evidenciou quantidades de residuos superiores aos limites maximos permitidos
para os agrotdxicos utilizados na cultura do pessegueiro e também cuja
utilizacdo ndo é permitida, como € o caso do dimetoato, segundo as
orientacbes da ANVISA. Isto demonstra uma importante demanda por um
maior controle sobre a qualidade desses alimentos por parte dos Orgaos
fiscalizadores. Evidencia-se também, a importancia de avaliar a ocorréncia de
residuos de agrotoxicos em péssego em calda, levando em consideracao os
altos valores detectados nas amostras, mesmo depois de todo o processo de
industrializacdo (descascamento, fervura e enlatamento).

Esses e outros aspectos indicam a necessidade e a importancia de
pesquisas com enfoque a qualidade dos alimentos que séo distribuidos para os
consumidores, além da preocupacdo ambiental, uma vez que, esses impactos
sdo dificeis e de longo tempo para reparacdo e, muitas vezes, sao irreversiveis.

Portanto, conclui-se que o método mostrou-se adequado a andlise
simultdnea de multiclasses de agrotoxicos em péssego em calda além de
atender ao objetivo de comparar a diferenca de avaliacdo da matriz de péssego

drenado ou com juntamente com a calda.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Aplicacdo do método validado para o monitoramento de residuos de
agrotoxicos durante todas as etapas da fabricacdo do péssego em
calda, avaliando as amostras antes e ap0s o processamento industrial;

v' Aplicar para os péssegos in natura, com casca e sem casca.

8. TRATAMENTO DE RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados pelo método QUEChERS foram coletados,
separados em frascos escuros, rotulados e armazenados adequadamente
aguardando procedimento a ser adotado pela instituicdo ou serem aplicados
nos processos oxidativos avancados para a degradacdo dos residuos de

agrotoxicos gerados no decorrer do trabalho.
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