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OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO DE EXTRACAO (QUEChERS) E DE
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O mel é um alimento natural rico em energia, produzido por abelhas meliferas. Segundo
dados do IBGE, em 2009 a producdo de mel no Brasil foi de 38.765 t, e 0 estado do Rio
Grande do Sul foi o maior produtor. Contudo, atualmente os produtos apicolas sao
produzidos em ambientes poluidos por diferentes fontes de contaminacdo, como o0s
agrotoxicos, que podem ser transportados pelas abelhas até a colmeia e incorporados ao
mel. Além disso, o crescente consumo de mel vem exigindo um controle de qualidade mais
eficiente deste produto. Neste trabalho, a otimizacdo e validagcdo de um método para a
determinacdo simultdnea dos agrotéxicos amitraz, carbendazim, dimetoato, fipronil, T1-
fluvalinato, imidacloprido, tebuconazol e tiametoxam e de um produto indicador de qualidade
do mel, o HMF, foi realizada. Para o preparo da amostra foi utilizado o método QUEChERS
modificado e as determinacbes foram feitas por LC-DAD e por LC-APCI-MS/MS. A
otimizacdo do método QUEChERS modificado foi realizada para 4 analitos por LC-DAD e
apos foi empregado para a determinacao simultanea dos 9 analitos por LC-APCI-MS/MS. As
condicbes de extracdo utilizadas foram: 10,0 g de amostra, 150 uL de hidréxido de ambénio,
10,0 mL de acetonitrila e 4,0 g de MgSO, anidro. O método foi validado conforme
parametros do INMETRO e SANCO. Os LOQs para o método, variaram entre 0,005 — 1,0
mg kg*. Todas as curvas analiticas apresentaram valores de r maiores que 0,99. Foi
construida a curva trabalho, para avaliar o desempenho do método e para calcular as
recuperacdes. Os valores de recuperacdo estiveram na faixa de 70 a 112%, com RSD
menores que 20% para todos os analitos. O efeito de matriz foi avaliado, e a maioria dos
analitos apresentou enriquecimento de sinal. O efeito de matriz foi compensado com
calibracé@o por superposi¢do na matriz. A aplicabilidade do método para méis de diferentes
flores foi verificada, e 0 método demonstrou ser robusto e apresentou recuperagdes dentro
da faixa estabelecida (70-120%) para todos os analitos nas diferentes amostras analisadas.
O método apresentou vantagens com relacdo a meétodos tradicionais de preparo de
amostra, como ndo necessitar aplicacdo de etapa de cleanup, utilizar pouco volume de
solvente organico e rapidez. Nas amostras analisadas ndo foram detectados residuos de
agrotoxicos. No entanto, em todas as amostras foi detectado o HMF, em concentracfes de
4,6 a 51,7 mg kg*, estando abaixo da concentracdo méaxima permitida pelas legislacées
vigentes.

Palavras-chave: agrotéxicos; HMF; mel; QUEChERS; LC-DAD; LC-APCI-MS/MS
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Honey is a natural food produced by honeybees. According to IBGE, in 2009, honey
production in Brazil was 38,765 t and the Rio Grande do Sul state was the largest
producer. However, nowadays bee products are produced in an environment polluted by
different sources of contamination, such as pesticides, which can be transported by
honeybees to the hive and incorporated into the honey. In addition, the increasing
consumption of honey has demanding an efficient quality control for this product. In this
work, the determination of pesticides amitraz, carbendazim, dimethoate, fipronil, T-fluvalinate,
imidacloprid, tebuconazole and thiamethoxam, and an indicator compound of honey quality,
HMF, was carried out simultaneously. For the sample preparation, the modified QUEChERS
method was used and the determinations were done by LC-DAD and LC-APCI-MS/MS. The
optimization of modified QUEChERS method was performed for 4 compounds by LC-DAD
and after the same method was employed for the simultaneous determination of 9
compounds by LC-MS. The extraction conditions were: 10.0 g of sample, 150 uL of
ammonium hydroxide, 10.0 mL of acetonitrile and 4.0 g of anhydrous MgSO,. The method
was validated following the parameters suggested by INMETRO and SANCO. The LOQs for
the method ranged between 0.005 and 1.0 mg kg™. All the analytical curves showed r values
higher than 0.99. For the recoveries calculations and method evaluation a working curve was
done. The recoveries ranged between 70 and 112%, with RSD lowerthan 20% for all
compounds. The matrix effect was evaluated, and most of the compounds showed a signal
enrichment. However, the matrix effects was compensated with matrix-matched
calibration. The applicability of the method for honeys from different flowers was verified,
and the method showed robustness and recoveries in the range established (70-120%) for
all compounds in different samples. The method showed advantages such as not require the
cleanup step, low volume of organic solvents and quickness. No pesticide residues were
found in the samples. However, HMF was detected in all samples, with concentrations
ranged between 4.6 and 51.7 mg kg™, being below the maximum concentration allowed by
the legislation.

Keywords: pesticides; HMF; honey; QUEChERS; LC-DAD; LC-APCI-MS/MS
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1 INTRODUCAO

O mel € um alimento natural produzido por abelhas meliferas, a partir do
néctar ou secre¢cdes de plantas, modificado e armazenado em colmeias (LEMOS et
al., 2010). A utilizacdo do mel na nutrigdo humana nao deveria limitar-se apenas a
sua caracteristica adocante, mas principalmente por ser um alimento de alta
qualidade, rico em energia e inimeras outras substancias benéficas ao equilibrio
dos processos biologicos de nosso corpo (EMBRAPA, 2003).

Segundo o IBGE, em 2009 a producéao total de mel no Brasil foi estimada em
38.765 toneladas. O estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor do pais, com
7.155 toneladas, sendo responsavel por mais de 18% da producado nacional.

Contudo, hoje os produtos apicolas sdo produzidos em ambientes poluidos
por diferentes fontes de contaminacgéo, o que pode levar a consequente alteracao da
gualidade do produto. Os contaminantes podem chegar as matérias-primas dos
produtos apicolas por ar, agua, plantas e solo, e, em seguida, serem transportados
para a colmeia pelas abelhas (BOGDANOV et al., 2006). Desta forma, durante a
coleta de podlen e néctar, ao visitar cultivos como de péssego, laranja, eucalipto e
outros, as abelhas podem coletar também residuos de agrotéxicos utilizados nestas
culturas.

Os agrotoxicos sdo utilizados na agricultura com a finalidade de controlar
pragas como fungos, insetos e plantas daninhas. Suas fun¢cdes basicas incluem a
elevacado da producdo com aumento da produtividade, a melhoria da qualidade dos
produtos e reducédo do trabalho e dos gastos com energia, quando obedecidas as
boas praticas agricolas (COUTINHO et al.,, 2005). O mercado brasileiro de
agrotoxicos € o maior do mundo, e representa 16% do mercado mundial. S6 em
2009, foram vendidas mais de 780 mil toneladas de produtos em nosso pais
(ANVISA, 2010). Porém, seu uso indiscriminado pode apresentar riscos ao meio
ambiente e também a saude, pois também pode ser introduzido na cadeia alimentar
pelas abelhas através do mel, afetando a satde humana.

A legislacdo brasileira possui um programa de controle de residuos e
contaminantes em mel (MAPA, 2010). No entanto, alguns agrotdxicos que séo de
extrema importancia por apresentarem potencial toxicidade para as abelhas

meliferas, e que em paises europeus sao proibidos, ndo fazem parte deste plano.



Outro ponto importante, relacionado com a qualidade do mel, é a
determinacdo dos produtos de degradacdo. Um produto formado durante a
decomposicdo de monossacarideos (frutose, principalmente) € o 5-
hidroximetilfurfural (HMF). O HMF geralmente é ausente em mel fresco e sua
concentragdo tende a aumentar durante 0 armazenamento, por aguecimento
excessivo ou pode ser um indicativo de adulteragdo com xarope de agucar comercial
(ZAPALLA et al., 2005; SPANO et al., 2009). No Brasil, o Ministério da Agricultura
(MAPA, 2000) define como méximo de concentracdo de HMF permitido em mel o
valor de 60 mg kg™.

O crescente consumo do mel nas Ultimas décadas, estimulado pelas
propriedades reconhecidamente benéficas a salde humana, vem exigindo um
controle de qualidade cada vez mais eficiente deste produto. Por estes e outros
motivos, o desenvolvimento de novos metodos analiticos que atendam as exigéncias
das legislacdes da area séo requeridos.

Devido a complexidade da matriz, o preparo de amostra € uma etapa
fundamental para garantir a eficiéncia dos métodos analiticos, principalmente na
analise de contaminantes tracos em alimentos. O método QUEChERS foi
desenvolvido recentemente, e é amplamente utilizado na extracdo de agrotoxicos
apolares e polares em matrizes de diversos alimentos, por ser simples, barato,
passivel de alto rendimento, e muito eficiente, com um nimero minimo de etapas
(KOESUKWIWAT et al., 2008).

As técnicas de andlise por cromatografia gasosa (GC) e cromatografia
liquida (LC) acopladas a espectrometria de massas (MS) tém sido consideradas
como sendo as mais modernas e avancadas em analises de residuos de agrotoxicos
(JARDIM et al., 2009).

Por isso, métodos analiticos desenvolvidos para a determinacdo de
agrotoxicos em alimentos devem ser capazes de quantifica-los em niveis de
concentragfes ditos como seguro a humanos e animais e, além disso, confirmar, de
forma exata, precisa, rapida, eficiente e segura, a identidade de qualquer residuo

detectado.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e validar um método para a

determinacao simultanea de residuos de agrotdéxicos e HMF em mel empregando o

método QUEChERS modificado, cromatografia liquida acoplada ao detector por

arranjo de diodos (LC-DAD) e cromatografia liquida com ionizacdo quimica a

pressdo atmosférica acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-APCI-

MS/MS), enfocando o preparo da amostra através da otimizacdo do método
QUEChERS modificado.

Para desenvolver e validar os métodos foram propostos o0s seguintes

objetivos especificos:

/7
A X4

Selecionar os principais agrotoxicos empregados nos cultivos agricolas da
regido, em culturas que sao fonte de podlen e néctar para as abelhas (péssego,
eucalipto, por exemplo) e também os que sdo diretamente aplicados nas

colmeias;

Testar diferentes composi¢cdes de fase movel e colunas cromatograficas de
diferentes comprimentos, a fim de obter uma boa separacdo cromatografica
dos analitos por LC-DAD;

Otimizar os parametros instrumentais do LC-APCI-MS/MS como fase movel,
pH, vazdo, corrente da corona, voltagem do cone, vazdo dos gases de
nebulizacdo e do cone; temperaturas da fonte e de dessolvatacdo para a

determinacao dos analitos;

Otimizar o método QUEChERS para extracdo de agrotdéxicos em mel a fim de

se obter boas recuperacgdes para os analitos em estudo;

Validar os métodos empregando QUEChERS modificado, LC-DAD e LC-APCI-
MS/MS para determinacdo simultanea dos agrotoxicos e HMF em mel,

avaliando a influéncia do efeito de matriz (EM) na exatiddo do método;

Demonstrar a aplicabilidade do método para diferentes tipos de mel,
empregando QUECHERS e LC-APCI-MS/MS.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mel

3.1.1 Apicultura e aspectos sécio econémicos

O mel, que é usado como alimento pelo homem desde a pré-historia, por
varios séculos foi retirado dos enxames de forma extrativista e predatéria.
Entretanto, com o passar do tempo, o homem foi aprendendo a proteger seus
enxames, a manté-los em colmeias e maneja-los para obter maior producédo de mel
sem causar prejuizo para as abelhas. Nascia, assim, a apicultura. Essa atividade
atravessou o tempo e se tornou uma importante fonte de renda para varias familias.
Hoje, além do mel, é possivel explorar produtos como: pdélen apicola, cera, propolis,
geléia real, apitoxina, rainhas e polinizacdo (EMBRAPA, 2003).

O transporte de grdos de pdlen de uma flor para outra ou entre suas
estruturas reprodutivas é fundamental para as espécies vegetais que necessitam da
polinizacéo cruzada. A polinizacdo das plantas é a maior contribuicdo ambiental das
abelhas meliferas, mas para os apicultores a maior receita provém do mel colhido
(CRANE, 1985; WOLFF, 2008).

A apicultura é uma atividade sustentavel, que gera renda para o homem do
campo sem comprometer o meio ambiente. Além disso, a cadeia apicola nacional
envolve cerca de um milhdo de pessoas no Brasil, sendo que em algumas
localidades esta é a principal fonte de renda familiar (WOLFF, 2008). Na regido sul
do Rio Grande do Sul, segundo dados da EMATER (EsReg Pelotas/RS), existe
cerca de 2000 apicultores, e as principais floradas para a producdo de mel sdo de
eucalipto, campo, mata nativa e pastagens (ANEXO 1). Na Figura 1, € mostrada a

colheita e envase de mel, realizada por apicultores do municipio de Rio Grande/RS.



Figura 1 - Apicultura no municipio de Rio Grande/RS. Imagens cedidas pela
EMATER- Rio Grande/RS.

No Brasil, em 2009, a producdo total de mel foi estimada em 38.765
toneladas. O estado do Rio Grande do Sul foi o maior produtor do pais, com 7.155
toneladas, sendo responsavel por mais de 18% da producdo nacional. A regido sul
do estado, que abrange 22 municipios, é responsavel por aproximadamente 10% da
producédo do Rio Grande do Sul, e o0 municipio de Rio Grande produziu 34.706 Kg de

mel (IBGE, 2010), sendo um dos maiores produtores, como pode ser observado na
Figura 2.
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Figura 2 - Producéo de mel no Estado do Rio Grande do Sul (Fonte: IBGE,

pecuéaria municipal, 2009).

Além disso, em 2009, as exportacdes de mel aumentaram 52,2% em valor
(US$ 3.714.010,00) e 49,4% em peso (1.215.680 kg). O Rio Grande do Sul foi o
guarto estado exportador (SEBRAE, 2010).

3.1.2 Composicao quimica do mel

O mel € um composto natural doce produzido por abelhas meliferas a partir
do néctar das flores ou da secrecéo de partes vivas das plantas. Sua composicéo &
altamente influenciada pelos tipos de flores usadas pelas abelhas, bem como
condicBes regionais e climaticas (AJLOUNI et al., 2010).

Os principais componentes do mel sdo os acucares, dos quais 0s
monossacarideos frutose e glicose, juntos, perfazem cerca de 70% do total. Além
disso, outras substancias como acidos organicos, enzimas, aminoacidos, vitaminas,

minerais, pigmentos e ceras também sdo parte da composicdo do mel (ANKLAM,



1998; FALLICO et al., 2004). Na Tabela 1 é apresentada a composi¢do quimica do

mel:

Tabela 1- Composicédo do mel

Componente Valoz (yr:)édio Valores( (;;))(tremos
Agua 17,2 13,4-22,9
Frutose 38,2 27,3-44.3
Glicose 31,3 22,0-40,8
Sacarose 1,3 0,3-7,6
Maltose 7,3 2,7-16,0
AcUcares superiores 1,5 0,1-8,5
Outros 3,1 0-13,2
Nitrogénio 0,04 0-0,13
Minerais 0,17 0,02-1,03
Acidos livres® 22 6,8-47,2
Lactonas® 7,1 0-18,8
Acidos totais? 29,1 8,7-59,5

pH 3,9 3,4-6,1
Indice de diastase 20,8 2,1-61,2
FONTE: Adaptado de BELITZ, 1997. 2meq kg™

O teor de umidade do mel deve ser abaixo de 20%, ja& que o mel

excessivamente aquoso é muito propenso a sofrer fermentacbes por leveduras

osmodfilas (BELITZ, 1997).

Os principais carboidratos presentes no mel, frutose e glicose, também estéo

relacionados com a cristalizacdo do mel. Foi verificado que a glicose se torna mais

soluvel a medida que a concentracdo de frutose aumenta. Pode-se concluir, entéo,



gue méis com teores de frutose elevados e baixos teores de glicose sdo menos
suscetiveis a granulacdo (MOREIRA et al., 2001).

Também ja foram identificados mais de 20 oligossacarideos no mel, sendo a
maltose em maior proporgdo (29,4%). Esta composicdo vem determinada
diferentemente pelas plantas a partir das quais o mel foi elaborado (BELITZ, 1997).

A acidez do mel estd relacionada com a presenca de &cidos orgéanicos,
particularmente o acido glucénico (70-90%), em equilibrio com suas lactonas ou
ésteres, além de ions inorganicos, como fosfato e cloreto (AJLOUNI et al., 2010;
MOREIRA et al., 2001). Em pequenas quantidades estdo presentes outros acidos,
como por exemplo, acético, lactico, citrico, férmico, malico, maleico e oxalico
(BELITZ, 1997).

Foi verificado que o mel de eucalipto possui uma maior concentracdo de
acidos livres do que outros méis, como de laranjeira por exemplo. Estes dados
demonstram a influéncia do tipo floral na acidez total do mel (AJLOUNI et al., 2010).

Além disso, a acidez total pode ser utilizada como um indicador de
deterioracdo devido ao tempo de estocagem e condicdes de armazenamento da
amostra. Isto porque durante a fermentacao, glicose e frutose sdo convertidos em
dioxido de carbono e alcool. O alcool entdo € hidrolisado na presenca de oxigénio e
convertido a acido acético, que contribui para o nivel de acidez livre (SUAREZ-
LUQUE et al., 2002).

No mel ja foram identificados mais de 200 substancias volateis, que sao
ésteres de acidos alifaticos e aromaticos, aldeidos, cetonas e alcoois. Os mais
importantes sdo a B-demascenona e fenilacetal, que sdo caracteristicos do odor e
sabor do mel (BELITZ, 1997).

Substancias fendlicas presentes (flavondides, flavonas, flavononas e acidos
benzéico e cinamico) exibem uma ampla faixa de efeitos biologicos, incluindo
antibactericida e anti-inflamatério, e agem como antioxidantes naturais. A
capacidade antioxidante do mel é similar a de muitas frutas e vegetais frescos
(PYRZYNSKA et al., 2009).

As proteinas e aminoacidos presentes sdo provenientes do poélen ou das
abelhas. A gquantidade de aminoacidos € de aproximadamente 1% (em relacao

extrato seco) e a prolina é o maior constituinte (50-85%). Além da prolina, outros 26



aminoacidos foram identificados em propor¢cdes relativas dependendo da origem
floral (HERMOSIN et al., 2003).

A tendéncia do mel a turbidez, caramelizacéo e cristalizacdo seria aumentada
pela presenca de coldides. Essas substancias foram identificadas como ceras,
agregados de proteinas e polissacarideos (MOREIRA et al., 2001).

A medida que aumenta o tempo de armazenamento, o mel vai escurecendo e
perdendo seu aroma. Além disso, o conteudo de HMF aumenta, de acordo com o pH
e temperatura (BELITZ, 1997).

3.1.21 5-hidroxi-metilfurfural (HMF)

O HMF resulta da quebra de acucares hexoses, tais como glicose e frutose,
na presenca de um acido (Figura 3), e tem assumido importancia no controle de
gualidade do mel, porque sua quantidade em uma amostra de mel € usada como
indicador direto da qualidade. Geralmente ndo esta presente em meis frescos e seu
contetdo tende a aumentar durante o processo de aquecimento e ao longo tempo
de estocagem, pela reacdo de Maillard em carboidratos ou desidratacdo catalitica
acida das hexoses (CRANE, 1985; LEMOS et al., 2010; ZAPALLA et al., 2005).

O HMF é um dos principais produtos de degradacédo no mel sendo o aumento
de sua concentracdo influenciada pelo baixo pH, acidez total, minerais, origem
botanica, umidade, temperatura e estresse fotoquimico. Além disso, altas
concentracfes de HMF também indicam adulteracéo, deterioracdo da qualidade do
produto, superaquecimento e alto tempo de estocagem (FALLICO et al.,, 2004,
SPANO et al., 2009).

A presenca de componentes potencialmente téxicos (tais como aldeidos
reativos) em alimentos, vem aumentando a atencdo de agéncias protetoras do
consumidor e de controle de qualidade. Em particular, alguns estudos mostram que
o HMF esta entre as substancias de risco de citotoxicidade, genotoxicidade e
atividade mutagénica (SPANO et al., 2009), além de ocasionar irritacdo nos olhos,
sistema respiratério e pele, quando em altas concentracbes (CAPUANO et al.,
2010). Além do HMF, seus derivados 5-sulfoximetilfurfural (SMF) e 5-
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clorometilfurfural (CMF) também sao citotoxicos, genotoxicos, mutagénicos e
carcinogénicos (TEXEIDO et al., 2008).
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Figura 3 - Esquema da reagdo proposta para a formacado do HMF. Adaptado de
CAPUANO, 2010.
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As potencialidades dos efeitos toxicos do HMF vem despertando a atencéo da
comunidade cientifica, que atualmente busca estabelecer um método rapido e
sensivel para determinar o analito em matrizes reais, como no caso o mel.

A legislagdo brasileira estabelece uma concentracdo maxima residual para o
HMF em mel de 60 mg kg™ (MAPA, 2010), enquanto em paises europeus essa
concentracdo nao deve ultrapassar 40 mg kg™, com excecédo para paises tropicais,
em que a concentracdo ndo deve ultrapassar 80 mg kg™ (CODEX, 2001).

A Comisséao Internacional do Mel (IHC) estabelece trés métodos de analise
para determinacdo de HMF em mel: dois métodos espectrofotométricos (Winkler e
White) e um método cromatografico (LC-UV).

ZAPALLA e colaboradores (2005) desenvolveram um trabalho de comparag&o
destes trés métodos para diferentes tipos de mel. Para todos os métodos testados, o
mel foi diluido em agua. Para o método por LC, a amostra foi filtrada e o HMF
guantificado por LC-DAD. Os outros dois métodos avaliados, utlizaram a
espectrofotometria como forma de quantificacdo. No entanto, o0 método de White
utilizou a adicdo de solucédo Carrez | e Carrez Il para precipitacdo de proteinas,
seguido de filtracdo; e o método Winkler, a adicdo de p-toluidina. Os autores
concluiram que o método de White apresentou baixa preciséo, e além disso utiliza
um reagente carcinogénico (p-toluidina). A partir destas avaliacbes, o método
utilizando LC-DAD foi considerado o mais apropriado.

Alguns trabalhos vem sendo desenvolvidos para a determinacdo de HMF em
mel. LEMOS e colaboradores (2010) desenvolveram um método para analise de 15
amostras de mel, por LC-UV, no qual uma amostra de 5 g de mel foi diluida em agua
ultrapura, em um bal&o volumétrico de 50 mL. A seguir, filtrada em membrana de
borossilicato de 0,45 um e injetada no sistema LC-UV. Foi utilizada uma coluna de
C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um ) e 0 modo de elui¢do isocratico com agua/acetonitrila

(80:20) e vazdo de 1 mL min ™

, € a deteccdo do analito em 285 nm. Em
determinadas amostras de diferentes origens botanica e épocas (de 1999 a 2009),
foram encontradas concentracdes de HMF que variaram de 26,7 & 400,8 mg kg™. Os
autores concluiram que a concentracdo de HMF aumenta com o envelhecimento do

mel.
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SPANO e colaboradores (2009) determinaram aldeidos furanicos e acidos em
18 amostras de mel, de diferentes épocas, e origem botanica. Também foi realizada
uma diluicdo direta do mel em agua, seguida por filtracdo. Para as andlises por LC-
DAD foi utilizada uma coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym) e modo de eluicdo
gradiente com agua acidificada e metanol. As concentragbes de HMF encontradas
variaram de 0,97 a 155,8 mg kg™, também dependendo do tempo de estocagem do
mel.

Além do mel, a determinacdo de HMF em outros alimentos vem sendo
estudada, como por exemplo em alimentos para criangcas (GOKMEN et al., 2006),
acucares, vinagre balsamico, caramelo e suco de macd (GASPAR et al., 2009) e
suco de laranja, cereais, mel, biscoitos e laranjas (TEXEIDO et al., 2008). Este
ultimo, foi o Unico trabalho encontrado na reviséo bibliografica que desenvolve um
método utilizando LC-APCI-MS/MS para a determinacao de HMF. Para isto, o autor
realiza SPE na etapa do preparo de amostra, e para as analises por LC-MS utiliza
uma coluna fenil-fluorinada e modo de eluig&o isocratico, com agua:metanol (90:10).
A quantificacéo foi realizada de duas maneiras: através da adicdo de padrdo e pela
curva no extrato da matriz. Como os resultados nao foram significativamente
diferentes, a calibracdo na matriz foi proposta como método mais rapido e aceitavel
para a quantificacdo. Foram encontradas concentragdes na faixa de 3,4 a 44,5 mg

kg™ para 0 HMF nas amostras de mel.

3.1.3 Contaminacao do mel

Atualmente, produtos apicolas sdo produzidos em ambientes poluidos por
diversas fontes de contaminacdo. Em geral, a contaminacdo dos produtos apicolas
pode ser ocasionada através de uma forma indireta, pelo ambiente através da
utilizacdo de agrotéxicos e outros contaminantes, ou diretamente pelas praticas
apicolas, na utilizacdo de antibi6ticos e acaricidas para o tratamento de doencas da
colmeia.

Agrotoxicos aplicados impropriamente, especialmente 0s sistémicos que
entram no sistema fluido de uma planta, podem contaminar o pélen e o néctar das

flores. Para a producdo de mel, a cada dia de 10.000 a 25.000 abelhas operérias
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fazem uma média de 10 viagens para explorar aproximadamente 7 km? nas areas
gue cercam seu “habitat”, recolhendo o néctar, a 4gua e o polen das flores. Durante
este processo, diversos microorganismos, produtos quimicos e particulas suspensas
no ar sao interceptados por elas e ficam retidos nos pelos superficiais de seu corpo
ou sdo inalados e unidos em seu aparelho respiratério (CRANE 1985; RISSATO et
al., 2006). Desta forma, as abelhas podem coletar os residuos de agrotdxicos
utilizados nas regifes proximas as colmeias e contaminar indiretamente o mel e
outros produtos apicolas.

Outra fonte de contaminacdo do mel é através da utilizacdo de produtos
guimicos, como acaricidas e antibiéticos, diretamente na colmeia para tratar de
doencas das abelhas. Freqlientemente sao utilizados acaricidas como amitraz,
cimazol, bromopropilato, coumafos, flumetrina, e 1-fluvalinato para o combate ao
Varroa jacobsoni (Figura 4), um acaro que suga o sangue (hemolinfa) das abelhas
adultas e larvas (BOGDANOV, 2006; KORTA et al.,, 2001; RIAL-OTERO et al.,
2007).

Acaros de
Varroa
danificando

Abelha
infestada
cOMm dAcaros
uma larva de Varroa.

de Abelha.

Figura 4 - Infestacdo do &acaro varroa jacobsoni nas abelhas. Figuras

apresentadas no rotulo do produto Bayvarol®.

O monitoramento de residuos de agrotoxicos, bem como de outros
contaminantes no mel, auxilia na avaliacdo do potencial de risco destes produtos a
saude do consumidor e fornece informacdes sobre o0 uso de agrotéxicos nos campos
de colheita e arredores. O Programa de Controle de Residuos e Contaminantes em
Mel (PNCRC/2010), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,

encontra-se no Anexo 2.
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3.2 Agrotoxicos

A qualidade da producdo agricola sempre foi intensamente afetada pelo
aparecimento de formas de vida indesejaveis, tais como insetos e ervas daninhas.
Desta forma, tornou-se necessaria a utilizacdo de agrotoxicos, também
denominados pesticidas, de diversas classes quimicas (COUTINHO et al., 2005).

De acordo com a legislacdo brasileira, através do decreto n° 4.074, que
regulamenta a lei 7802/1989, os agrotdxicos sao definidos como “produtos e agentes
de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecao de florestas nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas
e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.
(BRASIL, 2002).

O mercado brasileiro de agrotéxicos € o maior do mundo, e representa 16%
do mercado mundial. S6 em 2009, foram vendidas mais de 780 mil toneladas de
produtos em nosso pais (ANVISA, 2010). Porém, seu uso indiscriminado pode
apresentar riscos ao meio ambiente e também a saude, pois também pode ser
introduzido na cadeia alimentar através dos alimentos contaminados, afetando a

saude humana.

3.2.1 Classificacéo

Existem cerca de 300 principios ativos em duas mil formulagcdes comerciais
diferentes no Brasil, classificados quanto a sua ag¢do e grupo quimico a que
pertencem (STOPPELLI, 2005). De acordo com o organismo alvo, 0s agrotoxicos
sdo classificados em acaricidas, bactericidas, inseticidas, fungicidas, herbicidas,
nematicidas, raticidas, vermifugos, entre outros, de acordo com as pragas que
controlam (RIBEIRO et al., 2008; JARDIM et al., 2009).
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Em relacdo a estrutura quimica, eles podem pertencer a classe dos
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretréides, organonitrogenados,
triazinas, benziamidazéis, etc (RIBEIRO et al.,, 2008). Devido a variedade de
substancias quimicas com diferentes grupos funcionais os agrotoxicos apresentam
diferentes modos de acao, biotransformacao e eliminagcdo, sendo que alguns deles
podem causar riscos a saude e ao meio ambiente (GALLI et al., 2006).

Também podem ser classificados em orgénicos: carbamatos, clorados,
fosforados e cloro fosforados; inorganicos: segundo a composicdo quimica,
apresentando arsénio, talio, bério, nitrogénio, fésforo, cadmio, ferro, selénio,
chumbo, cobre, mercurio e zinco; e botanicos: compostos de nicotina, piretrina,
sabadina e rotenona (JARDIM et al., 2009).

Além disso, podem ser divididos em dois grupos principais, agrotoxicos de
contato ou ndo sistémicos e agrotoxicos sistémicos. Os agrotdoxicos de contato ou
nao sistémicos ndo penetram no tecido vegetal e, consequentemente, ndo sao
transportados dentro do sistema vascular das plantas. O carater sistémico foi
introduzido nos agrotéxicos que vieram apos 1940; estes penetram na cuticula da
planta sendo transportados pelo seu sistema vascular. Sdo pouco afetados pelo
clima e conferem imunidade em todo o crescimento da nova planta (RODRIGUES,
2010).

3.2.2 Toxicidade

A toxicologia € o estudo dos efeitos nocivos de substancias sobre os seres
vivos. Com relagéo ao estudo toxicolégico dos agrotoxicos, devem ser analisadas as
consequéncias ambientais associadas ao uso desses produtos quimicos, com
énfase nas substancias cuja toxicidade chega a afetar a salude humana (JARDIM et
al., 2009). As classes toxicologicas dos agrotoxicos sao indicadas por meio das
cores dos rotulos , sendo:

classe | — faixa vermelha (extremamente téxico);

classe Il — faixa amarela (altamente téxico);

classe lll — faixa azul (medianamente toxico);

classe IV — faixa verde (pouco ou muito pouco toxico).
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Atualmente, muitos agrotoxicos, principalmente da classe dos organoclorados
e organofosforados que sédo as mais toxicas existentes, tiveram seu uso proibido
devido a possibilidade de suas férmulas favorecerem a formacdo de tumores
cancerigenos, assim como Vvarios outros problemas a saude humana. Com isto, o
desenvolvimento de técnicas precisas de quantificacdo de residuos de diferentes
agrotoxicos em aguas e alimentos tornou-se de fundamental importancia (GALLI et
al., 2006).

A ANVISA e o MAPA dispdem sobre o uso de agrotdéxicos em diversos
culturas, estabelecendo limites maximos de residuos (LMR) dessas substancias em

diversos alimentos.

3.2.3 Toxicidade de agrotdxicos para as abelhas

Fatos relacionados a mortalidade de abelhas por agrotoxicos tornam-se
importantes justificativas para o trabalho. Em julho de 2007, o sumico de abelhas no
estado do Rio Grande do Sul, provavelmente devido a contaminacdo por
dessecantes e formicidas utilizados em lavouras, foi destacado no jornal Zero Hora
(ZERO HORA, 2007). Em 2008 foi relatado que o agrotéxico tiametoxam, utilizado
no cultivo da laranja, estaria dizimando abelhas no estado de Sao Paulo, e teria sido
detectado nos insetos mortos (PORTAL ECODEBATE, 2008).

Os inseticidas fipronil, imidacloprido e tiametoxam agem fortemente no
sistema nervoso dos insetos-alvo, e também sdo altamente tdéxicos para as abelhas
pois podem entrar em contato com elas durante a coleta de pdlen e néctar. Estes
inseticidas sdo suspeitos de causar uma perda significante de coldnias de abelhas,
observada em diversos paises desde a década passada (GARCIiA-CHAO et al.,
2010). Desde 1998, apicultores europeus e canadenses reportam sérias perdas de
abelhas meliferas atribuidas ao uso dos inseticidas imidacloprido e fipronil nas
praticas agricolas (FIDENTE et al., 2005; RIAL-OTERO et al., 2007). Na Franca e
Itélia, apicultores suspeitam que o imidacloprido seja responsavel pela morte de
inimeras abelhas e pelo drastico declinio na producdo de mel (TOTTI et al., 2006) e
em 2005 foi relatado na Franca a morte de abelhas apos estas forragearem culturas
de girassol tratadas com fipronil (EL HASSANI et al., 2005).
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A aplicacdo destes agrotoxicos para o controle de pragas pode né&o
somente causar a mortalidade imediata das abelhas, assim como afeta-las
gradualmente. Os sintomas mais evidentes dos efeitos de doses sub-letais dos
agrotéxicos sdo dificuldades de mobilidade, diminuicdo da capacidade de
comunicacgéo, interferindo em suas atividades sociais e dificuldade de retorno a
colbnia logo apos as coletas (MALASPINA, 2006). Um estudo foi realizado com a
aplicacdo de doses sub letais de fipronil em abelhas meliferas. Uma baixa dose de
fipronil (0,5 ng/abelha) aplicada topicamente foi suficiente para reduzir a
aprendizagem olfativa das abelhas, resultado que j& havia sido observado com o
imidacloprido (EL HASSANI et al., 2005).

Cabe ressaltar, que em alguns paises como Alemanha, Franca, Inglaterra e
Itélia, os agrotoxicos neonicotindides (imidacloprido e tiametoxam) ja tiveram sua
venda proibida por estarem relacionados a morte de abelhas (PORTAL
ECODEBATE, 2008). Ainda assim, o Brasil permite 0 uso de tais agrotoxicos, que
sdo recomendados pela ANVISA para diversas culturas (incluindo péssego, citros,
eucalipto, pastagens e arroz) podendo ocasionar a possivel contaminacdo de
produtos apicolas e até a morte de abelhas, causando grandes prejuizos aos

apicultores.

3.3 Técnicas de preparo de amostra

A preparacdo da amostra € a série de etapas necessarias para transformar
uma amostra, de tal forma que ela se torne apropriada para analise. A preparacao
de uma amostra pode incluir a sua dissolucdo, a extracdo do analito de uma matriz
complexa, a concentracdo de um analito diluido a um nivel dentro dos limites de
determinacado, a conversao quimica do analito a uma forma que seja detectavel e,
finalmente, a remocao ou mascaramento de espécies interferentes (HARRIS, 2008).

Devido a complexidade da matriz, um preparo de amostra eficiente aliado a
deteccédo de niveis tracos dos analitos € importante para obter resultados confiaveis.
O preparo de amostra é a etapa fundamental para assegurar a eficiéncia dos

métodos analiticos, especialmente nas analises de substancias tragcos em alimentos.
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Um preparo de amostra eficiente depende da matriz, bem como das propriedades e
da concentragao dos analitos (RODRIGUES et al., 2010).

Nas analises de residuos de agrotoxicos, as concentracdes do analito
geralmente sdo muito baixas e as amostras sdo muito complexas para serem
analisadas sem uma etapa prévia de preparo da amostra. As interferéncias sao
problemas frequentes que devem ser considerados. Os principais objetivos do
preparo da amostra sdo, portanto, promover a extragcdo e o enriquecimento dos
analitos de interesse, e a remocdo, tanto quanto possivel, dos interferentes
(PRESTES et al., 2009).

Na determinacdo de agrotéxicos em mel sdo empregadas diversas técnicas

de preparo de amostra, e alguns exemplos sdo apresentados na Tabela 2:

Tabela 2 - Técnicas de preparo de amostra utilizadas para determinacao de

agrotéxicos em mel

Preparo de , Recuperagéo -
amostra Analitos LOQ RSD Andlises  Autor, ano
acaricidas 0,035 ; 10,5 63<_7%8&% LC-DAD  Korta, 2001
SPE 51 agrotéxicos ' _(?’(1)[*;)9 kg™ g fgzﬁ GC-MS  Albero, 2004
4 inseticidas Olgél_(l(_)olDr;]g 72—1330% LC-MS Figgcr;;e,
MSPD 4 agrotoxicos 0’%79183125 5‘<1 gg‘t%z% GC-MS B;éiréa,
LLE multirresiduo < ?LLnggg'l 3 662; 30152(1) GC-NPD Choz%%réary,
SFE 32 agrotéxicos Q?I%Ong) kg™ 88<_690/§% GC-ECD Rizsggllth,
SBSE 6 inseticidas Orr?g l;gq’14 52<_970/50% LC-MS  Blasco, 2004
DLLME 5 triazinas <855 ug kg™ 60-133% LC-DAD  Wang, 2010
(LOD) < 16,5%
QUEChERS 36 agrotoxicos 0’2]2918395 73‘%300/24 GC.ECD Bgz)acl;;xt,
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Um artigo de revisdo sobre métodos cromatograficos para a determinacdo de
agrotéxicos em mel, incluindo algumas das principais técnicas de preparo de
amostra empregadas para tal, foi publicado em 2007 na revista Talanta, por RIAL-
OTERO e colaboradores (RIAL-OETRO et al., 2007).

3.3.1 QUEChERS

O método QUEChERS (rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro; do
inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) foi desenvolvido em 2003
para extracdo de residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais, por
ANASTASSIADES e colaboradores (ANASTASSIADES et al.,, 2003). O método é
amplamente utilizado para a determinacdo de residuos de agrotoxicos polares,
mediamente polares e apolares, em diversas matrizes de alimentos, pois € simples,
barato, passivel de alto rendimento e bastante eficiente, com um nidmero minimo de
etapas (KOESUKWIWAT et al., 2008).

O meétodo original envolve uma extracdo inicial de 10 g de amostra com
acetonitrila, seguido por um particionamento de fases formado com a adicdo de
sulfato de magnésio e uma etapa de cleanup (limpeza) do extrato, por extragcdo em
fase solida dispersiva (DSPE) com amina primaria-secundaria (PSA), cuja estrutura

guimica € apresentada na Figura 5:
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Figura 5 — Estrutura quimica da PSA

Desde seu desenvolvimento, o método QUEChERS tem passado por
diferentes modificacdes para ser empregado na determinacéo de diferentes analitos

em diversas matrizes.
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Os solventes mais utilizados para extracdo no método QUEChERS sé&o:
acetato de etila, acetona e acetonitrila, sendo que cada um destes apresenta
vantagens e desvantagens. A selecdo do solvente extrator € um dos pontos
fundamentais para a extracdo quantitativa dos analitos e para isso, muitos aspectos
devem ser considerados como: habilidade de extracdo dos analitos, seletividade
durante a extracdo, particdo e cleanup, compatibilidade com diferentes técnicas
cromatograficas, custo, seguranca, e aspectos ambientais (ANASTASSIADES et al.,
2003; PRESTES et al., 2009). No entanto, a acetonitrila minimiza a extragdo de
lipidios, proteinas e carboidratos, demonstrando ser um solvente mais efetivo e mais
utilizado em métodos multirresiduo (LEHOTAY et al., 2001; CUNHA et al., 2007).

Para promover o efeito “salting out” sdo utilizados sais, geralmente NaCl
adicionado juntamente com o MgSO4, 0 qual € o mais utilizado devido a maior
capacidade de remover agua quando comparado a outros sais. Aléem de reduzir o
volume de fase aquosa, sua hidratacdo é uma reacdo exotérmica, tendo como
resultado o aquecimento da amostra durante as etapas de extracdo/particao,
favorecendo a extracéo especialmente das substancias apolares (ANASTASSIADES
et al., 2003; REYNOLDS, 2005; PRESTES et al., 2009). O NaCl é utilizado em
alguns casos pois geralmente aumenta as recuperacdes para analitos polares
(ANASTASSIADES et al.,, 2003). Porém em métodos que utilizam acetona, a
particdo € controlada através de uma combinacdo de NaCl e solventes apolares,
mas apresenta desvantagens como a diluicdo do extrato e 0 consumo maior de
solventes (PRESTES et al., 2009).

A etapa de cleanup é realizada para remover co-extrativos que possam
interferir posteriormente nas analises. O cleanup geralmente é realizado por DSPE,
assim como no método original, onde uma aliquota do extrato é colocada em contato
com um sorvente que retém os interferentes da matriz, e ap6s a agitacdo e
centrifugacéo o extrato esta pronto para ser injetado no sistema cromatografico. Os
sorventes mais utilizados sdo a PSA, o C18 e o carbono grafite (GCB). PSA retém
acidos organicos polares, acucares e acidos graxos; C18 é mais utilizado para
matrizes cujo teor de gordura é 22% pois retém substancias graxas e lipidios; e o
GCB é utilizado para reter interferentes com estruturas planares, como esterdis e
clorofila (PRESTES et al., 2009; KOESUKWIWAT et al., 2008; LEHOTAY, 2007).
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Na literatura atual, foram encontrados 3 trabalhos que empregam o método
QUEChERS para extracdo de agrotoxicos em mel:

PAN et al, 2006: utlizaram este método para a determinacdo de
cloranfenicol (antibiético). Os autores empregaram acetonitrila como solvente de
extracdo e banho de ultrassom para agitacdo. Para a etapa de cleanup foram
utilizadas 25 g de PSA para 1,0 mL de extrato, que posteriormente foi evaporado e
redissolvido para a pré-concentracdo. A determinacao foi realizada por LC-ESI-MS,
em que foi utilizada uma coluna de C18 e fase moével composta por metanol e
solucdo aquosa de acetato de amodnio 0,2%. As recuperacdes foram de 78-93%,
com RSD menores que 3,9% e o LOQ foi de 0,006 ug kg™.

BARAKAT et al.,, 2007: utilizaram o método para a determinacdo de 36
pesticidas. Os autores empregaram acetonitrila como solvente de extracdo e tampao
acetato. Na etapa de cleanup, utilizaram 0,4 g de PSA juntamente com 0,6 g de
MgSO, para 6,0 mL de extrato. A determinacdo foi realizada por GC-ECD, e as
recuperacdes foram de 72-120%, com RSD menores que 22% e LOQ com valores
entre 0,02 e 0,05 mg kg™

KAMEL, 2010: utilizou o método QUEChERS para a determinacdo de
pesticidas neonicotindides e metabdlitos em mel, pdlen e abelhas. O autor empregou
acetonitrila como solvente de extracdo e na etapa de cleanup foi realizada SPE com
cartuchos de C18. O extrato foi evaporado e redissolvido para pré-concentracédo. A
determinacao foi realizada por LC-ESI-MS, em que foi utilizada uma coluna de C18 e
fase moével composta por metanol e solucdo aquosa de acido férmico 0,1%. As
recuperacdes foram de 70-120%, com RSD menores que 20% para a maioria dos
analitos, e os valores dos LOD foram de 0,2 a 15 ng g™*.

No entanto, o0 método QUEChERS é amplamente empregado para diversas
matrizes, principalmente de alimentos. Dependendo da matriz e dos analitos, o
método apresenta diversas modificacbes. Na Tabela 3, sdo apresentados alguns
dos trabalhos mais recentes envolvendo o método, com diferentes modificacdes,
como por exemplo no solvente extrator e na etapa de cleanup.

Ensaios de proficiéncia empregando o método QUEChERS mostram que este
método é robusto, sendo o método transferido com sucesso entre os laboratorios

participantes. Nos Estados Unidos, este método foi adotado em 2007 como método
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oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) para a determinacao de
residuos de pesticidas em alimentos. O método QUEChERS também é considerado
método oficial pelo European Committee for Standardization (PRESTES et al.,
20009).



Tabela 3 - Alguns trabalhos recentes utilizando o0 método QUEChERS para a determinacao de agrotoxicos em diferentes matrizes

. . Recuperagéo- . Autor,
Matriz Analitos Preparo da amostra LOQ Analises
RSD Ano
Solo 4 herbicidas 10 g de amostra + 20 mL acetona (30 min agitacao) 065'1.’12 76,3-92,5% - LC-DAD Wu. 2009
Cleanup: 10 mL extrato + 0,15 g C18 (LgOgD) <7,2% '
1 g de amostra + 10 mL de agua + 10 mL de acetato de
Chas (folhas, de - etila e ciclohexano (9:1) + 1 g NaCl 1 70-120% - i Kanrar,
infuséo e pronto) 42 agrotoxicos Cleanup: 2 mL de extrato + PSA, GCB e Florisil (25 mg <47ngg <15% LC-MS/MS 2010
cada + 300 mg de Na,SO,)
10 g de amostra + 10 mL de acetonitrila + 4 g MgSO, + 70-120% (70% Gibert
i rac 1 g de NaCl 1 | dos analitos) - )
A Mul <1 k LC-MS/M L
zeltonas ultirresiduo Cleanup: 5 mL de extrato+ PSA, C18 e GCB (250 mg ®5Hg kg <10% (85% C-MS/MS Zogleg
cada + 750 mg MgSO,) dos analitos)
2-5 g de amostra + 20 mL acetonitrila + agua (1:1) + 4 ¢ 10ng g™ (a 70-120% - GC-TOF-
Gréaos de cereais Multirresiduo MgSO, + 1 g de NaCl maio%ig dos < 20% MS e Mastovska,
(arroz, milho) Cleanup: 1 mL de extrato + 150 mg PSA + 50 mg C18 + analitos) (~180 analitos) UPLC- 2010
150 mg MgSO, MS/MS
2 g de amostra + 15 mL de acetonitrila e agua (2:1) + 70-120% -
L tampao citrato + 4 g MgSO, + 1 g de NaCl . 1 | <20% (para a i Walorczyk,
Abelhas Multirresiduo Cleanup: 5 mL do extrato + 500 mg MgSO, + 450 mg C18 10-500ng g maioria dos GC-MS/MS 2009
+ 200 mg PSA + 50 mg GCB analitos)
20 mL amostra + 20 mL de acetonitrila + 8 g de MgSO,4 + . <80% -
. - 3,5 g de NaCl 0,3-3,3ug L ULPC- Zhang,
Vinho 72 agrotoxicos Cleanup: 9 mL de extrato + 300 mg PSA + 150 mg GCB + (p/maioria) >10.%.(p/ MS/MS 2009
maioria)
900 mg MgSO,
. 10 g de amostra + 10 mL de acetonitrila + 4 g de MgSO, | 0,0005-0,05 | 61,8 -120 % - Rodrigues
Cebola S agrotoxicos Sem etapa de cleanup mg kg™ <20% LC-MS 20%1




3.4 Técnicas cromatograficas para a determinacdo de residuos de

agrotoxicos

3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por arranjo
de diodos

A cromatografia € uma técnica empregada de forma ampla e que permite a
separacdo, identificacdo e determinacdo de componentes quimicos em misturas
complexas. Nenhuma outra técnica de separacao € tdo poderosa e de aplicacao téo
generalizada como a cromatografia (SKOOG, 2009). A cromatografia liquida € o tipo
mais versati e mais amplamente empregado de cromatografia, pois
independentemente da limitacdo da volatilidade ou estabilidade térmica, requer
somente que a amostra seja soluvel na fase movel (COLLINS et al., 2006).

O detector é 0 componente mais caro e sofisticado do sistema
cromatografico. Ele mede de forma continua alguma propriedade fisica ou fisico-
guimica da amostra, ou da solucdo que a contém, e envia um sinal para registro,
geralmente, diretamente proporcional a concentracdo do componente da amostra
(COLLINS et al., 2006).

O detector por arranjo de diodos (DAD) utiliza uma lampada de deutério ou
xendnio que emite luz, e a luz emitida por esta lampada é colimada através de um
sistema de lentes sobre a amostra. A luz total que passa através da célula contendo
a amostra incide sobre uma grade holografica. Esta grade ira difratar a radiacéo,
separando os seus diferentes comprimentos de onda, sendo que cada um deles ira
incidir sobre um diodo do arranjo. Este diodo, ao ser irradiado, produz uma corrente
elétrica cuja magnitude depende da intensidade da emissao. Através de um circuito
de calibragcdo adequado, esta corrente serd transformada em absorbancia nos
diferentes comprimentos de onda, resultando no espectro de absorcdo da
substancia (SCOTT, 2003; CALDAS, 2009).

Os detectores DAD permitem a coleta de dados de um espectro inteiro, na
regido do ultravioleta e do visivel (190 a 800 nm), em aproximadamente 1 segundo
(CALDAS, 2009). Uma grande maioria de substancias absorvem radiacdo UV

incluindo as que tém elétrons 1T e elétrons desemparelhados, uma dupla ligagao
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adjacente a um &tomo contendo elétrons ndo ligantes (>C=C-X), substancias
contendo bromo, iodo ou enxofre, aromaticos, grupo carbonila (>C=0), grupo nitro (-
NO,), ions inorganicos (Br’, I, NO3, NOy) e duas duplas conjugadas (>C=C-C=C<)
(COLLINS et al., 2006).

Algumas vantagens do DAD: o fato de ser n&o-destrutivo e poder ser
acoplado com outros detectores; permite selecionar o comprimento de onda de
maxima absorbancia de cada substancia presente na amostra; permite determinar a
pureza do pico cromatografico (CALDAS, 2009; COLLINS et al., 2006).

LC-DAD tem sido empregada para a determinacdo ndo somente de
agrotoxicos, mas também diversos analitos, em diferentes matrizes, como agua, solo
e alimentos. Alguns exemplos s&o citados abaixo:

e OBANA et al.,, 2002: determinacdo de 3 inseticidas em frutas e
vegetais; preparo da amostra por LLE e SPE (cleanup);

e SECCIA et al.,, 2008: determinacdo de 4 inseticidas em leite bovino;
preparo da amostra por SPE;

e CALDAS et al., 2009: determinacdo de 4 agrotoxicos em aguas
subterraneas; preparo da amostra por SPE;

e SPANO et al., 2009: determinacéo de 5 acidos e aldeidos furanicos em
mel; preparo da amostra: diluicdo do mel em agua e filtracao;

e WU et al.,, 2009: determinacdo de 4 herbicidas em solo; preparo da
amostra: DSPE seguida por DLLME;

e TSAI et al., 2009: determinacdo de 7 antibiéticos em musculo suino;
preparo da amostra: DLLME e DSPE;

e WANG et al., 2010: determinacdo de 5 triazinas em mel; preparo da
amostra: DLLME.

3.4.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) € uma
das técnicas mais poderosas para a analise de residuos de agrotoxicos, pois a

cromatografia liquida € muito efetiva na separacdo dos analitos, enquanto a
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espectrometria de massas permite a sua identificacdo e/ou confirmacdo em niveis
tracos (JARDIM et al., 2009).

Na deteccdo por espectrometria de massas é possivel obter uma grande
guantidade de informacdo estrutural acerca do analito, o que assegura sua
identificacdo com maior seletividade do que quando ela é feita apenas com base nas
caracteristicas de retencdo das substancias analisadas, como ocorre nas outras
técnicas de detecgdo cromatograficas (VEKEY, 2001). Além disso, quando existem
substancias que ndo podem ser totalmente separadas pela técnica cromatogréfica
empregada, usando MS/MS ¢é possivel detecta-las individualmente se possuirem
diferentes massas moleculares ou gerarem diferentes espectros de massas
(CHIARADIA et al., 2008).

O espectrometro de massas € um instrumento sofisticado constituido
basicamente de trés partes: fonte de ionizacdo, muitas vezes denominada interface,
analisador de massas e detector de ions com aquisicao/processamento de dados.
ApOs a inje¢do da amostra no MS, ocorre a produgdo de ions pela fonte de
ionizacdo (COLLINS et al., 2006). As fontes de ionizacdo mais empregadas, que
produzem ionizacdo em pressao atmosférica, sao: lonizacdo por Eletronebulizacao
(ESD); lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) e Fotoionizacdo a Presséo
Atmosférica (APPI) (CHIARADIA et al., 2008; LANCAS, 2009).

A ESI é de longe a mais empregada no acoplamento LC-MS, seguida pela
APCI. A ESI gera, em solucdo, ions dos analitos antes que eles cheguem ao
espectrometro de massas. O eluato € nebulizado dentro de uma camara que esta
sob pressdo atmosférica, na presenca de um forte campo eletrostatico e de um gas
aquecido. O aquecimento causa a evaporacao do solvente das moléculas do analito.
O gas aquecido promove aglomeracdo do solvente dentro da gota para evaporacao.
Com a diminuicdo da gota, ocorre a concentracdo da carga dentro da gota, e 0
processo acima descrito se repete. Os ions sdo transportados ao analisador de
massas através de uma série de estagios de vacuo e elementos ibnicos que focam o
caminho (CALDAS 2009; FERNANDEZ-ALBA, 2005).

A APCI tem sido mais utilizada na analise de moléculas ndo polares e de
maior volatilidade, uma vez que a ionizacdo ocorre na fase gasosa (CHIARADIA et

al., 2008; LANCAS, 2009). O eluente da coluna cromatogréafica passa através de um
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nebulizador pneumatico no qual gotas sdo geradas e dessolvatadas. O spray
formado passa por uma regido aquecida na qual o vapor € seco, formando espécies
neutras que passam através de uma corona de descarga. Na corona é aplicado um
campo suficiente para gerar ionizagdo. Como o solvente (proveniente da FM)
encontra-se em maior concentragdo no spray que o analito, este é ionizado
preferencialmente e passam a ocorrer reacfes entre estes ions em fase gasosa e as
moléculas neutras do analito, o que d& origem aos ions do analito (CHIARADIA et
al., 2008). Na Figura 6 pode ser observada a representacao da APCI:

cone

szlator

Figura 6 - Interface do tipo APCI para LC-MS. Adaptado de: University of

Bristol, www.bris.ac.uk/nerclsmsf/technigues/hplcms.html.

A APPI baseia-se na absorcdo de fotons de luz pelo analito, ocasionando sua
ionizacdo com perda de um elétron e formando um cation radicalar (Me"). Esta
interface é a mais recente, sendo ainda pouco empregada (LANCAS, 2009).

Apés a ionizacdo, os ions sdo analisados pelo analisador de massas de
acordo com sua razao massa/carga. Para algumas misturas complexas € necessario
o acoplamento de dois ou mais analisadores de massas em conjunto, em uma
técnica conhecida como espectrometria de massas tandem. Os espectrometros de
massas tandem sdo do tipo de triplo quadrupolo. No sistema de triplo quadrupolo, o
primeiro quadrupolo age como um filtro de massas selecionando o ion de interesse.
Esse ion é entdo fragmentado por colisdo com um gas inerte em uma célula de
colisdo (segundo quadrupolo). O terceiro quadrupolo analisa os fragmentos

produzidos (VEKEY, 2001; SKOOG, 2009).


http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html

28

34.2.1 Efeito de matriz em LC-MS

O efeito de matriz em LC-MS ocorre quando substancias da matriz co-eluem
com as substancias de interesse, alterando a eficiéncia da ionizacdo dos analitos,
suprimindo ou enriquecendo o sinal dos mesmos (TAYLOR, 2005; ISMAIEL et al.,
2008; RODRIGUES, 2010). O exato mecanismo pelo qual ocorre o efeito matriz é
desconhecido, mas, provavelmente, é originado da competicdo entre um analito e a
co-eluicdo de um componente da matriz ndo monitorado (RODRIGUES, 2010).

Este efeito pode ser diferente nas fontes ESI e APCI, j& que estas sao
diferentes formas de ionizagdo dos analitos. Muitos autores observam que a
supressdo de sinal ocorre mais frequentemente na ESI, sendo este efeito pouco
pronunciado na APCI. No entanto em APCI, mais comumente ocorre o0
enriqguecimento de sinal (GOSETTI et al., 2010). Um exemplo de efeito de matriz €
apresentado na Figura 7, que mostra o enriquecimento de sinal provocado na

determinacéo de tiramina em queijo:
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Figura 7 - Enriguecimento de sinal: comparacdo das curvas de calibracao
externa e interna (método da adicdo de padréo). Fonte de ionizacdo APCI. MS
no modo MRM. Adaptado de GOSETTI e colaboradores (2010).
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Para minimizar a influéncia dos componentes da matriz na quantificacéo de
agrotoéxicos séo utilizadas estratégias como limpeza dos extratos, injecdo no topo da
coluna, e injecdo com temperatura programada de vaporiza¢cdo. Também existem os
procedimentos que promovem a compensacdo da ocorréncia do efeito de matriz
como a utilizacdo de analitos protetores, funcéo de correcdo, adicao de padréo e
curva analitica preparada pela dissolugcdo dos padrdes em extratos da matriz
(PINHO et al., 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na otimizacdo e validagdo de um
método para a determinacao simultanea de residuos de agrotéxicos e um produto
indicador de qualidade em amostras de mel.

Para o preparo de amostra foi utilizado o método QUEChERS modificado, o
qual foi otimizado para alcancar maior eficiéncia no processo de extracdo. Também,
foram otimizados os parametros de fragmentacdo dos analitos para determinacao
por LC-APCI-MS/MS. O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Andlise de
Substéancias Orgéanicos e Metais (LACOM), da Escola de Quimica e Alimentos
(EQA), na Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.1 Selecéao dos agrotoxicos para o estudo

Para a selecdo dos agrotoxicos estudados, inicialmente foi contatada a
empresa Votorantim Celulose, que possui extensa area de cultivo de eucaliptos na
regido, para coleta de dados sobre utilizacdo de agrotdxicos em seus cultivos. No
entanto, somente dois herbicidas foram mencionados (Scout e Fordor, cujos
principios ativos séo glifosato e isoxaflutole, respectivamente).

N&o havendo padrdes de glifosato e isoxaflutole disponiveis no momento, foi
realizada uma pesquisa em sites da ANVISA e MAPA, a fim de verificar quais
agrotoxicos sdo recomendados para cultivos de eucalipto, principal fonte floral para a
producédo de mel de eucalipto. Foram entdo selecionados trés agrotoxicos: fipronil,
imidacloprido e tiametoxam. Além disso, imidacloprido e tiametoxam tem uso
indicado para diversas culturas, como péssego, citros, arroz entre outros (ANVISA,
2010; MAPA, 2010), que tem grande produtividade agricola na regido e também
podem ser fontes de pdélen e néctar para a producédo de mel.

Estes trés agrotéxicos entdo selecionados (fipronil, imidacloprido e
tiametoxam) sdo altamente toxicos para as abelhas e j4 foram relacionados ao
envenenamento destas em diversas colmeias por todo o mundo, como ja discutido

na revisao bibliogréfica.
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Para o inicio do trabalho, a determinagéo destes trés agrotoxicos foi realizada
por LC-DAD. Conforme o andamento das atividades experimentais, e para a
determinacdo por LC-APCI-MS, foram incluidos mais cinco analitos, também de
grande importancia, além do HMF.

Dois deles, os acaricidas amitraz e T-fluvalinato, sdo utilizados diretamente
nas colmeias, para o tratamento do Varroa jacobsoni, um parasita que ataca as
abelhas meliferas. O amitraz também tem uso indicado para culturas de citros e
maca. O 1-fluvalinato é estavel em mel por no minimo 9 meses (KORTA et al., 2001),
e também tem uso indicado em culturas de algodao e café.

O dimetoato também é um inseticida e acaricida, e tem uso indicado para
culturas de citros, tomate e macgd, por exemplo. Pertence a classe dos
organofosforados, e por isso apresenta um efeito tOxico mais agudo para os seres
humanos e outros mamiferos do que os agrotoxicos organoclorados (COUTINHO et
al., 2005). Além disso, de todos os agrotoxicos selecionados, somente o dimetoato
possui um limite maximo residual em mel na legislagédo brasileira (MAPA, 2010).

Os fungicidas carbendazim e tebuconazol sdo amplamente utilizados em
diversos cultivos da regido, como citros, cebola, arroz e péssego. Os oito agrotoxicos
selecionados encontram-se na Tabela 4, que apresenta a férmula estrutural, classe,
grupo quimico, classe toxicologica e ingestao diaria aceitavel (IDA), e na Tabela 5
gue apresenta as principais propriedades fisico-quimicas de cada um, como pK, e

KOW .



Tabela 4 - Caracteristicas dos agrotéxicos selecionados

FIPRONIL

Grupo quimico: Pirazol
Classe: Inseticida, formicida e cupinicida
Classificagao toxicoldgica: Classe I

Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,0002 mg kg™

Cl H,N
IMIDACLOPRIDO
/NOZ Grupo quimico: Neonicotindide
N\ Classe: Inseticida
/N \ H, )\NH Classificagao toxicoldgica: Classe Il
Cl C —N
\J Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,05 mg kg™
TIAMETOXAM
f/\loz Grupo quimico: Neonicotindide
/It\ll\ Hoy Classe: Inseticida
— —cC - o
3G '\L /'T’ // Classificacéo toxicol6gica: Classe Il
o S Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,02 mg kg™

AMITRAZ

Grupo quimico:Bis (arilformamidina)
Classe: Acaricida, inseticida
Classificagao toxicoldgica: Classe I

CHy
—Q—N =CH-N- c=N

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,01 mg kg™

T- FLUVALINATO

Grupo quimico: Piretréide

Q c‘\o/c Classe: Acaricida, inseticida
oHac” C Classificagao toxicoldgica:Classe Il
3

Ingestao Diéaria Aceitavel (IDA) = -

o—o-u::

DIMETOATO

H, S o) Grupo quimico: Organofosforado
H 2 9xp/ 7 TCH,
N _~CHj3
I ) Classificagao toxicoldgica: Classe Il

Classe: Acaricida, inseticida
Hs;C

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,002 mg kg™

CARBENDAZIM

H Grupo quimico: Benzimidazol
N H Classe: Fungicida
/> N_C\ Classificag&o toxicolégica: Classe Il
N O—CH;s Ingestéo Didria Aceitavel (IDA) = 0,02 mg kg™
TEBUCONAZOL
JOH CHs Grupo quimico: Triazol
C—C—CHs ) .
CIOJ(;:HZ \cH, Classe: Fungicida
N N7 Classificagao toxicoldgica: Classe IV
\\_,\/j Ingestéo Didria Aceitavel (IDA) = 0,03 mg kg™

Fonte: ANVISA, 2010.

32
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Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos selecionados para

estudo
Kow Solubilidade em Presséo de
z -1
Agrotéxico MM (g mol™) pka agua (g L") vapor (mPa)
(log P) pH 7 25 °C
Amitraz 293,4 4,2 5,5 <0,0001 0,34
Carbendazim 191,2 4,2 1,51 0,008 0,15
Dimetoato 229,3 2,0 0,704 23,3 0,25
Fipronil 437,2 n.d* 4,0 1.9 (pH5); 24 3,7.10"
(pH 9)
T-Fluvalinato 502,9 n.d* 4,26 1,03.10° 9.10°® (20°C)
Imidacloprido 255,7 n.d 0,57 0,61 410" (20°C)
Tebuconazol 307,8 b.f* 3,7 0,036 1,7.10° (20°C)
Tiametoxam 291,7 n.d* -0,13 4,1 6,6.10°

Fonte: TOMLIN, 2003;

Database PPDB, 2010

4.2 Instrumentacao

R/

R/

R/

(Labmate, Poldnia; Digipet);

R/

R/

% Sistema de filtracdo em membrana Phenomenex;

% Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa,

% Bomba a vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

n.d = ndo dissocia / b.f= base muito fraca; (*) Pesticide Properties

% Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 pL)

% pHmetro Hanna pH20 pH21 — eletrodo de vidro combinado (Séao Paulo, Brasil);

% Sistema de Purificacdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Millipore,
Bedford, MA, USA);
% Ultrasom Quimis modelo Q335D (Diadema, SP, Brasil);

*

Comercial e Industrial S.A.);

% Vortex modelo Certomat® MV-B. Braun. (Bioteck Internacional, Alemmar -
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% Centrifuga de tubos microprocessada modelo Quimis® Q222T (QUIMIS
aparelhos cientificos);

% Cromatografo a Liquido Waters (Milford, MA, USA) equipado com bomba
quaternaria modelo 600, com sistema de eluicdo por gradiente, detector por Arranjo
de Diodos 2996 PDA, sistema de aquisicdo de dados “software Empower PDA” e
alca de injegao de 20 pL;

% Coluna analitica Waters ODS2 C18 5 um (150 x 4,6 mm d.i), (Waters, Milford,
MA, USA);

% Coluna analitica Phenomenex Hyperclone BDS C18 5 um (250 x 4,6 mm d.i.),
(Phenomenex, Torrance, CA, USA);

< Coluna analitica XTerra® MS C18 3,5 um 144 A (50 x 3 mm d.i.) (Waters,
Milford, MA, USA);

% Cromatografo a Liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (Milford, MA,
USA) equipado com amostrador automatico, bomba quaternéaria, sistema de
desgaseificacdo, detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API Waters com fonte
API, utilizando o modo de ionizacdo quimica a pressao atmosféerica (APCI), sistema
de aquisicdo de dados através do “software Masslynx 4.0 Waters” e volume de
injecdo de 10 pL;

% Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments Ltda., Escdcia).

4.3 Reagentes, solventes e materiais

% Acetato de sédio 99,5% (JT Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);

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

< Acido formico p.a. 98% (Merck, RJ, Brasil);

< Agua destilada;

< Agua Ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade
18,2 MQ cm);

% Cloreto de sédio p.a. (Merck, RJ, Brasil);

% Hidréxido de aménio p.a. (Isofar, RJ, Brasil);
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% Metanol, acetona, acetato de etila e acetonitrila, grau HPLC (J.T Baker,
Mallinckrodt, NJ, USA);

% PSA-Bondesil (amina primaria secundaria) (Varian, USA);

% Sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker);

% Padrdes analiticos: 5-hidroximetilfurfural (HMF) 99,0%, amitraz 98,9%,
carbendazim 99,0%, dimetoato 99,4%, fipronil 97,6%, Tt-fluvalinato 93,8%,
imidacloprido 99,9%, tebuconazol 99,6%, tiametoxam 99,7%, (Sigma Aldrich,
Sao Paulo, Brasil);

% Gas argbnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-APCI-
MS/MS (White Martins, Brasil);

% Géas Nitrogénio 99,99% de pureza (White Martins, Brasil);

< Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

% Membrana filtrante de nylon 0,45 um de diametro de poro e 47 mm de diametro
(Millipore, SP, Brasil);

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

% Tubos de polipropileno (50 e 15 mL de capacidade) — Sarstedt (Alemanha);

% Dispenser Boeco 10 - 50 mL;

% Vidraria comum de rotina (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer,

etc).

4.4 Preparo das solugdes analiticas

As solucBes estoque, contendo 1000 mg L™ de cada agrotdxico (amitraz,
carbendazim, dimetoato, fipronil, T-fluvalinato, imidacloprido, tebuconazol,
tiametoxam) e de HMF foram preparadas pela dissolucdo dos padrdes sélidos em
acetonitrila, considerando o grau de pureza. As solucbes foram armazenadas em
frasco ambar e estocadas a -18 °C.

A partir das solucdes estoques de 1000 mg L™ foram preparadas solucdes
trabalho de concentracées de 100 e 10 mg L™ de cada substancia em acetonitrila.

Foi preparada uma solucéo trabalho na concentracdo de 10 mg L™, contendo

a mistura das seguintes substancias: HMF, fipronil, imidacloprido e tiametoxam. Esta
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solucao trabalho e respectivas diluicdes preparadas diariamente, foram utilizadas
para a otimizacdo do método por LC-DAD.

Uma solugéo trabalho contendo a mistura das 9 substéancias foi preparada em
diferentes concentraces para cada substancia: 100 mg L™ para o HMF; 50 mg L™
para o tiametoxam; 10 mg L™ para o imidacloprido; 5 mg L™ para carbendazim,
dimetoato e 1-fluvalinato; 1 mg L™ para fipronil e tebuconazol e 0,5 mg L™ para o
amitraz. Diluicdes desta solucdo trabalho, preparadas diariamente, foram utilizadas
para a otimizacdo e validacdo do método por LC-APCI-MS/MS.

45 Amostras de mel

As amostras de mel de flor de eucalipto, provenientes do municipio de Rio
Grande/RS, foram adquiridas em um supermercado local e foram utilizadas na
otimizacdo e validacdo do método. A representatividade da amostragem foi de 20%
do total disponivel na prateleira do supermercado. Estas amostras foram analisadas
preliminarmente (sem a adicdo dos agrotoxicos) para verificacdo da possivel
presenca de alguns dos compostos em estudo.

As amostras de mel utilizadas para a aplicabilidade do método, provenientes
de diferentes flores (eucalipto, trevo e mata nativa) e de diferentes municipios (Bage,
Alegrete e Rio Grande/RS) foram adquiridas em supermercados locais, com
representatividade de 10% do total disponivel em cada ponto de venda. Cada
amostra apresentava diferentes caracteristicas, principalmente na coloracdo (de
amarelo claro a escuro) e aspecto (liquido e cristalizado). As amostras foram

armazenadas em temperatura ambiente e em local escuro antes das analises.

4.6 Otimizacao do sistema cromatografico LC-DAD

Para a otimizacdo das condicbes cromatograficas primeiro foram injetadas,
individualmente, as solucdes analiticas dos agrotoxicos selecionados para este

estudo, observando o tempo de retencdo e o espectro de absor¢cdo molecular de
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cada substancia, obtido pelo DAD. Durante as outras etapas do estudo, a ordem de
eluicdo dos analitos foi feita comparando-se os tempos de retencéo (tg) € 0 espectro
dos picos na mistura com o tg e 0 espectro dos picos dos padrdes, injetados

individualmente

4.6.1 Preparo da fase movel

Os solventes utilizados, metanol e acetonitrila, foram preparados
individualmente, filtrados a vacuo através de membranas de nylon 0,45 um. A agua
ultrapura e os solventes foram degaseificados em ultrassom durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. A fase movel foi armazenada em frascos proprios para

solventes e rotulada.

4.6.2 Escolha da composicdo da fase movel

Devido as diferencas de polaridade dos substancias analisadas, a
composicao da fase movel teve que ser variada durante a separacao cromatografica,
de modo a que a forca cromatografica aumentasse gradativamente. Desta forma, o
modo utilizado foi eluicdo por gradiente, 0 que permite se obter maior simetria dos
picos cromatograficos, melhor resolucdo e detectabilidade em menor tempo de
analise (COLLINS et al., 2006).

Para a definicho da composicdo da fase movel para a separacao
cromatografica foram testadas misturas contendo diferentes propor¢cdes dos

solventes metanol, acetonitrila e agua ultrapura.

4.6.3 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absorgcao

Para a determinacdo do comprimento de onda de maxima absor¢do de cada
substancia analisada, foi injetada no LC-DAD a solucdo padrao individual de cada

uma, contendo 10,0 mg L™, e monitorado o espectro de absor¢do molecular entre
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190 e 400 nm. Os espectros dos padrdoes foram utilizados para confirmar a
identidade dos picos nas amostras.

Com o DAD e o software utilizado, foi possivel obter-se a pureza dos picos
cromatograficos através da analise de trés diferentes pontos do pico. A similaridade
dos trés espectros obtidos corresponde a pureza do pico (CALDAS, 2009). A pureza
dos picos foi realizada durante todas as etapas do desenvolvimento do método.

4.7 Otimizagao do sistema cromatografico LC-APCI-MS/MS

4.7.1 Preparo da fase movel

O procedimento de preparo da fase movel foi o mesmo realizado para o LC-
DAD, como descrito no item 4.5.1, porém os solventes e a agua ultrapura foram
acidificados com 0,1% de acido formico.

A acidificacéo € realizada para tornar os solventes mais ionizaveis como, por
exemplo, a acetonitrila que € pouco ionizavel, favorecendo a fragmentacdo dos
analitos. Além disso, no sistema de LC-MS/MS é indicado o uso de aditivos
organicos volateis, como o acido formico, a fim de evitar que estes cristalizem na
interface (DEMOLINER, 2008).

4.7.2 Escolha da composicao da fase movel

Da mesma forma que para o LC-DAD, foram testadas diferentes proporcdes
dos solventes acidificados (acetonitrila, metanol e agua ultrapura). Também foi
utilizado o modo de eluicdo por gradiente, a fim de se obter uma melhor separacao
cromatografica, e visto que em LC-MS a co-eluicdo de compostos da matriz conduz
erros de quantificacdo causados por supressdo ou efeitos de enriquecimento dos
ions (ISMAIEL et al., 2008).
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4.7.3 Otimizagdo dos parametros para fragmentacdo dos analitos no

espectrometro de massas

A fonte de ionizacdo a pressao atmosférica (API) foi empregada com interface
por ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI). Para a otimizacdo dos
parametros de fragmentagdo dos analitos, foram realizadas infusdes diretas das
solucBes padrdes individuais, com concentracdo de 1,0 mg L™, no espectrémetro de
massas.

Foram variados 0s seguintes parametros: corrente da corona, voltagem do
cone, vazao dos gases de nebulizacdo e do cone; temperaturas da fonte e de
dessolvatacdo. A etapa de otimizacdo das condicdes de fragmentacdo foi
determinante para selecionar os ions a serem monitorados para qualificacdo e

guantificacédo dos analitos.

4.8 Preparo da amostra

Primeiramente no desenvolvimento do trabalho, foi proposta como técnica de
preparo de amostra a microextracao liquido-liquido dispersiva - DLLME. O principio
basico da técnica € a dispersdo de um solvente extrator (imiscivel em agua) e um
solvente dispersor (miscivel em agua e no solvente extrator) em uma solucao
agquosa contendo a amostra, o que proporciona uma grande area de contato entre a
fase aquosa e o solvente extrator (REZAEE et al., 2006). Apesar de apresentar um
baixo volume de solventes utilizados, a técnica apresentou-se pouco robusta, e foi
possivel somente a extracdo de um analito, o inseticida fipronil.

Uma discussdo mais ampla sobre a técnica, bem como uma comparacdo com
o método QUEChERS (que foi empregado posteriormente), foi realizada no artigo
“Comparison of dispersive liquid—liquid microextraction and the modified QUEChERS
method for the determination of fipronil in honey samples by high performance liquid
chromatography with diode-array detection”, cujo resumo encontra-se no ANEXO 3.
O artigo foi submetido a revista “Journal of Chromatography A” e encontra-se em

revisdo na mesma.
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O desenvolvimento do método QUEChERS para a determinacdo de 8
agrotoxicos e HMF em mel foi entdo realizado neste trabalho. Ao final, foi realizada
uma comparacao com algumas das principais técnicas utilizadas para extracao de

agrotoxicos em mel e o0 método proposto.

4.8.1 Otimizacdo do preparo de amostra utilizando QUEChERS modificado e
guantificacéo por LC-DAD

A otimizacdo do método QUEChERS modificado foi realizada variando-se os
seguintes parametros: solvente de extracdo, adicdo de cloreto de sodio, etapa de
cleanup e influéncia do pH, para assim obter-se recuperagfes percentuais (R%)
entre 70 e 120%, com desvios padréo relativos percentuais (RSD%) menores que
20% para os analitos. Para isto, foram utilizadas as amostras de mel de eucalipto,
sem a presenca dos agrotoxicos em estudo, denominadas branco da matriz.

Inicialmente, a otimizacao foi realizada para 4 analitos (HMF, imidacloprido,
fipronil e tiametoxam) por LC-DAD. As amostras foram fortificadas com 500 pL de

soluc&o padréo contendo a mistura dos analitos, ao nivel de 10,0 mg kg™.

48.1.1 Selecédo do solvente de extracao

Na otimizacdo do método para a aplicacdo em mel, foram testados quatro
solventes de extracdo: acetato de etila, acetona, acetonitriia e metanol. O
procedimento foi realizado da seguinte maneira: foram pesados 5,0 g de mel para
um tubo de polipropileno (capacidade de 50 mL); as amostras foram fortificadas ao
nivel de 10,0 mg kg™ com solugcdo padrdo da mistura dos quatro analitos (o tempo
de interacdo da solucdo padrdo com a matriz foi de 30 minutos); foram adicionados
10 mL de &gua ultrapura e os tubos foram agitados em vortex por 1 min; em seguida
10 mL de solvente extrator foram adicionados em cada tubo e agitados
manualmente por 10 s e por mais 1 min em voértex; foram adicionadas 4,0 g de

MgSO, e novamente agitado por 10 s manualmente e por mais 1 min em vértex; os
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tubos foram centrifugados por 5 min a uma velocidade de 5000 rpm. Para cada tipo
de solvente extrator, o procedimento foi realizado em triplicata. Uma aliquota de 20
ML do sobrenadante obtido (extrato) foi diretamente injetada no sistema LC-DAD.

48.1.2 Influéncia do NaCl na recuperacéo dos substancias

Para avaliar a influéncia da adicdo de NaCl na recuperacédo dos analitos, o
procedimento foi realizado como descrito no item 4.8.1.1, primeiramente sem a
adicdo de NaCl e em seguida adicionando-se 1,0 g de NaCl juntamente com 4,0 g
de MgSO0O,. Os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando-se acetonitrila

como solvente de extragéo.

4.8.1.3 Etapa de cleanup

Neste trabalho foram realizados experimentos para estimar o efeito da etapa de
cleanup nas recuperacdes dos analitos. Para isto, foi realizada a extracdo como
descrito no item 4.8.1.1 utilizando como solvente a acetonitrila. Apos a separacao de
fases, uma aliquota de 1,0 mL do extrato foi transferida para um tubo de
polipropileno contendo 25,0 mg de PSA ou 25,0 mg de C18 e agitado por 1 min em
vortex e centrifugado por 2 min a 5000 rpm. Uma aliquota de 20 pL do sobrenadante
foi retirada e injetada no sistema LC-DAD. Os procedimentos foram realizados em

triplicata.

4.8.2 Otimizacao do preparo de amostra QUEChERS modificado por LC-APCI-
MS/MS

Para a aplicacdo do método QUEChERS modificado para os 9 analitos por
LC-APCI-MS/MS, foi necessario realizar novamente a otimizacdo de alguns

parametros do método desenvolvido por LC-DAD, visto que dentre estas substancias
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algumas apresentam diferentes propriedades em relagdo aos 4 analitos
anteriormente estudados.

No método QUEChERS desenvolvido para os 9 analitos por LC-APCI-MS/MS, a
massa de amostra utilizada foi alterada para 10,0 g , para assim atingir menores
limites de deteccdo do método. A velocidade e o tempo de centrifugacdo também
foram maiores, para se obter uma melhor separacdo de fases. As amostras foram
fortificadas com 500 pL de uma solucéo padrdo contendo a mistura dos analitos, em
um nivel intermediario, nas seguintes concentracdes: 5 mg kg™ para o HMF; 2,5 mg
kg' para o tiametoxam; 0,5 mg kg™ para o imidacloprido; 0,25 mg kg™ para
carbendazim, dimetoato e fluvalinato; 0,05 mg kg™ para fipronil e tebuconazol e
0,025 mg kg™ para o amitraz. As diferentes concentragdes utilizadas na mistura dos
padrdes sao decorrentes da diferenca na sensibilidade por LC-APCI-MS/MS.

482.1 Etapa de cleanup

Da mesma forma que para a otimizagdo do meétodo por LC-DAD, o
procedimento experimental para avaliar o efeito da etapa de cleanup foi realizado
novamente. O objetivo foi verificar se a etapa de cleanup poderia influenciar no
efeito matriz.

O procedimento experimental foi realizado da seguinte maneira: foram
pesadas 10,0 g de mel para um tubo de polipropileno; as amostras foram fortificadas
com solucdo padrdo da mistura contendo os 9 analitos (o tempo de interacdo da
solucdo padrdo com a matriz foi de 30 min); foram adicionados 10 mL de agua
ultrapura e os tubos foram agitados em voértex por 1 min; em seguida, 10 mL de
acetonitrila foram adicionados em cada tubo e agitados manualmente por 10 s e por
mais 1 min em vértex; foram adicionadas 4,0 g de MgSO, e novamente agitado por
10 s manualmente e por mais 1 min em vortex; os tubos foram centrifugados por 10
min a uma velocidade de 8000 rpm. Este procedimento foi realizado em triplicata e o
extrato analisado por LC-APCI-MS/MS.

A etapa de cleanup foi realizada da seguinte maneira: apds a extracdo e a
separacao de fases, uma aliquota de 1,0 mL do extrato foi transferida para um tubo

de polipropileno contendo 25,0 mg de PSA, e agitado por 1 min em vértex. Apoés, foi
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realizada a centrifugagcdo por 2 min a 5000 rpm, e uma aliquota do sobrenadante foi
analisada por LC-APCI-MS/MS.

48.2.2 Tempo de interacdo apdés a fortificacdo

O tempo de interacdo apoés a fortificacdo € o tempo em que a amostra fica em
contato com a solucao padréo dos analitos, e varia de acordo com a matriz que se
esta trabalhando. No caso de amostras liquidas, esta interacdo entre amostra e
analito acontece praticamente instantaneamente, e em amostras sélidas é
necessario um tempo para que ocorra evaporacao do solvente da solucdo padréo, e
uma maior interacdo da matriz com os analitos (RODRIGUES, 2010).

Avaliou-se o tempo de interacdo apoés a fortificagcdo da matriz com a solucao
padrdo dos analitos. A avaliagdo ocorreu sem e com tempo de interacdo, 30 min.
Trés amostras foram fortificadas com solucdo padrdo e deixadas em repouso
durante 30 min. Transcorrido esse tempo, foi realizado o procedimento de extracéo
conforme o item 4.8.2.1. Outras trés amostras foram fortificadas e imediatamente
realizada a extracdo. Todos os experimentos foram realizados sem a etapa de

cleanup e as aliquotas de cada extrato foram analisadas por LC-APCI-MS/MS.

4.8.2.3 Otimizacéo do pH

A avaliacdo da influéncia do pH foi verificada mantendo-se o pH da amostra
(pH 4,6), adicionando-se tampao acetato, em meio fortemente acido (pH 2,9) e em
meio alcalino (pH 9,7).

Primeiramente, foi realizado o procedimento experimental utilizando-se
tampéo acetato (BARAKAT et al., 2007). O procedimento foi realizado como descrito
no item 4.8.2.1, sem a etapa de cleanup, porém a acetonitrila foi acidificada com 100
pL de acido acético glacial e juntamente com 4,0 g de sulfato de magnésio foi
adicionado 1,0 g de acetato de sédio.

Para o meio fortemente &cido, foram realizados experimentos em que a

solucdo aquosa da amostra foi acidificada com 300 pL de acido acético glacial,
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prosseguindo-se as etapas do procedimento de extracdo apos a acidificacdo do
meio. Para os experimentos em meio alcalino, foram adicionadas 3 gotas de
hidréxido de aménio a solucdo aquosa contendo a amostra.

Em todos os experimentos, ap0s a etapa de centrifugacdo, uma aliquota de
cada extrato foi retirada e analisada por LC-APCI-MS/MS. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.

4.9 Validacao do método

O método desenvolvido por LC-APCI-MS/MS foi validado empregando figuras
analiticas de mérito como: limite de detecc¢éao, limite de quantificacdo, curva analitica,
curva trabalho, linearidade, exatiddo (recuperacdo) e precisdo (repetitividade e
precisdo intermediaria). Parametros sugeridos para validacdo de métodos analiticos
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial —
INMETRO (INMETRO, 2010). Também foi avaliado o efeito de matriz, como
sugerido pelo guia de validacao para analise de residuos de pesticidas em alimentos
da Comisséo Européia (SANCO, 2009).

4.9.1 Limites de deteccao e quantificacédo

LOD e LOQ foram estimados a partir da relacdo sinal/ruido calculada pelo
“software” do equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes a razdo do sinal
pela linha de base (ruido), respectivamente.

Os limites instrumentais foram obtidos através de padronizacdo externa no
solvente, pelo preparo de solugbes analiticas de diferentes concentracfes em
acetonitrila, e os limites do método foram obtidos pela injecdo de solucbes analiticas
de diferentes concentracdes preparadas através de diluicbes da solucdo padréo
trabalho com o extrato branco da matriz extraido pelo método QUEChERS

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

4.9.2 Curva analitica, curva trabalho e linearidade

A linearidade do instrumento e do método foi avaliada pela constru¢do de
curvas analiticas através de padronizacdo externa no solvente e por padronizacéo
externa no extrato branco da matriz. Também foi construida a curva trabalho, em
gue as amostras de mel foram fortificadas em cada nivel com a solucdo padréo dos
analitos, passando entdo pela etapa de preparo de amostra otimizada e em seguida
analisada por LC-APCI-MS/MS. Esta curva é aplicada para avaliar a performance do
método proposto e na validacdo do método, nos calculos de recuperacéao (TSAI et
al., 2009; WANG et al., 2010).

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

1. Solucdes preparadas através de diluicbes da solucao padrdo de trabalho no
solvente (acetonitrila);

2. Solucdes preparadas a partir de diluicdes da solugcao padrao de trabalho no
extrato branco da matriz, extraido pelo método QUEChERS modificado (pds
fortificacao);

3. Solucdes obtidas a partir da extracdo das amostras de mel fortificadas com a
solucéo padrao de trabalho (pré fortificacéo).

Comparacdes das areas dos picos obtidos pelos conjuntos das solucdes 1 e 2
sdo indicativos de efeito de matriz. Comparacdes das areas obtidas pelos conjuntos
das solucdes 1 e 3 sdo indicativos de um efeito de matriz combinado com a potencial
recuperacéao dos analitos (eficiéncia do processo).

De acordo com as caracteristicas de cada analito, as curvas analiticas
responderam em diferentes faixas de concentracdo. Por isso, foi preparada uma
solucéo trabalho contendo a mistura dos 9 analitos com diferentes concentracdes
para cada um (descritas no item 4.4), e através de diluicbes sucessivas desta

solucdo trabalho, foram construidas as curvas analiticas (no solvente, no extrato da
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matriz e curva trabalho). Tais curvas foram preparadas a partir do LOQ de cada
analito, conforme descrito a seguir:

-1,0; 2,5;5,0; 7,5 e 10,0 mg L™ para HMF;

- 0,50; 1,25; 2,50; 3,75 e 5,00 mg L™ para tiametoxam;

- 0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mg L™ para imidacloprido;

- 0,050; 0,125; 0,250; 0,375 e 0,500 mg L™ para carbendazim, dimetoato e 1-
fluvalinato;

- 0,01; 0,025; 0,050; 0,075 e 0,100 mg L™ para fipronil e tebuconazol;

- 0,005; 0,0125; 0,0250; 0,0375 e 0,0500 mg L™ para amitraz.

Cada solucéo foi injetada trés vezes e os dados de regresséo linear foram
obtidos com auxilio do software (Masslynx 4.0 Waters) do equipamento. A partir
destes dados foi avaliado o coeficiente de correlagcéo linear (r), obtendo assim a

linearidade do instrumento e do método.

4.9.3 Exatidao (recuperacao)

A exatiddo é calculada como a porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, e pode ser avaliada através de ensaios
de recuperacdo. A recuperacdo pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do analito, em pelo menos trés niveis:
baixo, médio e alto (INMETRO, 2010).

Avaliou-se a exatiddo do método QUEChERS modificado conforme o
procedimento descrito a seguir: foram pesados 10,0 g de mel isento de agrotéxicos
para tubos de polipropileno. As amostras foram fortificadas nos mesmos niveis em
gue foram construidas as curvas analiticas. Em seguida, foram adicionados 10,0 mL
de agua ultrapura e 150 pL de hidroxido de aménio, e os tubos foram agitados em
vortex por 1 minuto; 10,0 mL de acetonitrila foram adicionados e agitou-se
novamente; foram adicionados 4,0 g de MgSO, e ap0s a agitacdo, os tubos foram
centrifugados. Os extratos foram analisados por LC-APCI-MS/MS. Os testes foram

realizados em triplicata.
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Para determinar as concentracdes, substituiu-se os valores de &rea
encontrados em cada nivel na equacdo da curva trabalho. Para calcular as

recuperag0des, substitui-se os valores na equagéao 1:

Cl-C2

Recuperacao(%) = [ ) x100 (1)

sendo:

C1= concentragdo do analito na amostra fortificada;

C2= concentragdo do analito na amostra nao fortificada;

C3= concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

4.9.4 Precisao

A precisédo instrumental foi avaliada a partir de inje¢cdes sucessivas de
solucdo analitica padrdo com a mistura dos agrotoxicos (n=3) para todas as
concentracbes da faixa linear e estimada através do desvio padrao relativo
percentual (RSD%).

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Para a repetibilidade, as amostras foram fortificadas em diferentes
niveis em triplicata, seguindo todo o procedimento de extracdo por QUEChERS
modificado, e injetadas em triplicata nho mesmo dia, pelo mesmo analista e nas
mesmas condi¢cdes cromatograficas. A partir das nove determinacdes foi calculado o
RSD%. A precisdo intermediaria RSDp% foi realizada da mesma forma que a
repetibilidade, porém em diferentes dias. Para os célculos dos RSD% utilizou-se a

equacao 2, apresentada a seguir:
RSD(%) = —— x100 2)
Xm

Onde:
s = estimativa do desvio padréao absoluto;

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

A ocorréncia do efeito de matriz deve ser avaliada e compensada na
validagdo do método. Para isto, sdo construidas curvas analiticas no solvente e no
extrato branco da matriz para avaliar o efeito de matriz, e a calibragdo deve ser
realizada através de curvas no extrato da matriz para a compensacao do efeito de
matriz, rotineiramente (SANCO, 2009).

Para a avaliacdo do efeito de matriz, realizou-se a comparacdo entre as
areas obtidas das solucbes analiticas em acetonitrila e daquelas obtidas com
solugcbes analiticas preparadas no extrato da matriz (PRESTES, 2007). O calculo
foi efetuado através da equacéo 3:

inclinagéo (X1) —inclinacao (X 2) <100
inclinacéo (X 2) (3)

EfeitoMatr iz% =

onde:

X1= inclinacdo da curva obtida pela injecado das solucfes analiticas de cada analito,
preparada no extrato da matriz (mel);

X2 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucfes analiticas de cada analito,
preparada no solvente (acetonitrila);

Quando os valores encontrados para o efeito matriz estiverem entre -20 e
+20%, considera-se que o efeito matriz € baixo; se estiverem entre -50 e -20% ou
entre +20 e +50% é considerado meédio; e se os valores encontrados forem abaixo
de -50% ou acima de +50%, o efeito matriz € considerado alto (ECONOMOU, 2009).

4.9.6 Eficiéncia do Processo

A eficiéncia do processo, EP, (VARGA et al., 2010), inclui tanto os efeitos de
matriz como também a recuperacdo. Pode ser (til para monitorar estes dois
parametros e também torna mais facil escolher entre os procedimentos de extracao.

A eficiéncia do processo é calculada conforme a equacao 4:
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4
EP(%) =%><100 “)

onde:

C = area absoluta dos picos cromatograficos dos analitos extraidos da matriz pré-
fortificada;

A= area absoluta dos picos cromatograficos dos analitos no solvente (solucdo
padrao);

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

4.10 Aplicabilidade do método e robustez

Apoés a validacdo, o método foi aplicado para 3 diferentes tipos de mel,
provenientes de diferentes localidades e floradas. Primeiramente, foram realizados
experimentos com o branco das amostras a fim de verificar a existéncia de residuos
de agrotoxicos ou HMF.

Para avaliar exatidado, aplicabilidade do método e robustez, as amostras de
mel foram fortificadas em 2 niveis (na concentracdo correspondente ao LOQ e 5
vezes maior a esta concentracdo). Além disso, foi avaliado o efeito de matriz para as

diferentes amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizagéo do sistema cromatogréafico LC-DAD

5.1.1 Composigdo da fase movel

Para a separacdo cromatografica dos analitos por LC-DAD foram testadas
diferentes colunas cromatogréaficas e composicées de fase movel. Inicialmente, o
trabalho foi realizado apenas com a separacao cromatografica de trés agrotoxicos,
fipronil, imidacloprido e tiametoxam. O HMF foi acrescentado ao trabalho
posteriormente. Foi utilizada uma solucdo padrdo em metanol da mistura dos
agrotéxicos na concentracdo de 10 mg L™.

Iniciou-se a otimizacdo da separacdo com uma coluna Waters Spherisorb
ODS-2 C18 5 uym (150 x 4,6 mm d.i.) e modo de eluicéo isocratico, utilizando a fase
moével composta por metanol e agua ultrapura, numa proporcao de 40:60 viv. A
ordem de eluicdo dos analitos foi: tiametoxam, imidacloprido e fipronil, com tempos
de retencéo de 5,2; 8,0 e 35,8 min, respectivamente (cromatograma 1, Figura 8).
Para diminuir o tempo de retencdo do fipronil, aumentou-se a forca de eluicéo,
aumentando a propor¢do de metanol na fase movel, numa propor¢cdo de 50:50 v/v.
O resultado foi a co-eluicdo de tiametoxam e imidacloprido, e para o fipronil, o tempo
de retencdo foi 18,2 min (cromatograma 2, Figura 8). Um aumento da forca de
eluicho ainda maior, 70:30 v/v, confirmou a co-eluicdo de tiametoxam e
imidacloprido, 2,5 e 2,6 min, e o fipronil eluiu num tempo de retencédo de 5,6 min

(cromatograma 3, Figura 8).
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Figura 8 - Otimizacdo da separacado cromatografica em 220 nm. Os numeros 1,

2 e 3 correspondem a forca de eluicdo. Os analitos estdo representados pelas

letras a (tiametoxam), b (imidacloprido) e c (fipronil).

Como os resultados anteriores foram insatisfatorios, testou-se uma coluna
analitica maior, Phenomenex Hyperclone BDS C18 5 um (250 x 4,6 mm d.i.). Porém,
nao foi possivel obter boa separacdo no modo isocratico, pois o intervalo de tempo
entre o fipronil e os outros 2 agrotoxicos foi mais longo.

Entao, foi realizado o modo de eluicdo gradiente, com diferentes solventes e
proporcdes de fase mével. A coluna utilizada foi a Waters Spherisorb ODS-2 C18, e
utilizou-se acetonitrila na composicdo da fase moével. Desta forma, os picos
apresentaram-se mais simétricos, com boa resolucéo e seletividade. Uma separacéo

efetiva dos picos cromatograficos foi adquirida com o gradiente descrito na Tabela 6:



Tabela 6 - Modo gradiente otimizado para a separagdo por LC-DAD

tempo vazao
) . % ACN % H,0
(min) (mL min™)
0,8 25 75
0,8 25 75
1,2 70 30
13 1,2 70 30
14 0,8 25 75
18 0,8 25 75

Com a incluséo do HMF apdés a otimizacdo da separacao
cromatografica dos 3 agrotéxicos, este apresentou um tempo de retencdo de 2,7

minutos, ndo co-eluindo com nenhum dos agrotéxicos analisados. A separacéo

7z

cromatografica € apresentada na Figura 9, juntamente com o0s espectros de

absorcao de cada substéancia:

HMF tiametoxam imidacloprido
2724 4 630 6.527
220.00 nm 220.00 nm 220.00 nm 220.00
| 350.00 l 3580.00 I 380.00 | 380_.00
2840 840272 /2521 4p8| 269972698 553 12.18
26BN 4,58\ \ 6.42 12.13
K- 2.77 478 1\/ \ 6.65 b9 3279.3 ?9.312.22
; 371.93719 73.1374.3 £9.7374 3 337 .5373.1
4
0.06 :4 % %
-t o
0.04
0.024
0.00+ A
> T

Minutes

Figura 9 - Cromatograma em 260 nm da separacdo de uma solucao padrdo da
mistura de HMF, tiametoxam, imidacloprido e fipronil, com concentracdo de

10,0 mg L™, e os espectros de absorcéo de cada substancia.
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5.1.2 Determinag&o do comprimento de onda de méxima absorgéo

Além do tempo de retencdo, os espectros de absor¢cdo obtidos no LC-DAD
para solucdes individuais dos agrotéxicos foram utilizados para confirmar as
identidade dos analitos e foram comparados aos espectros obtidos para os padrbes
e aos espectros obtidos para as amostras, na faixa de 190 a 400 nm. Como pode ser
observado na Figura 10, os analitos possuem maxima absor¢cdo em diferentes
comprimentos de onda. Dessa forma, para a quantificacdo, para cada analito foi
escolhido o comprimento de onda correspondente a maior absor¢do: 284 nm para o

HMF; 252 nm para tiametoxam; 269 nm para imidacloprido e 280 nm para fipronil.
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0.00 e

12.183 Peak 4
0104

I 0.05 5793

369.5

000 e
220,00 240.00 260.00 230.00 300.00 320.00 340.00 360.00 330.00

Figura 10 - Espectros obtidos por LC-DAD, correspondentes a cada analito (a)

HMF, (b) tiametoxam, (c) imidacloprido e (d) fipronil.
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5.2 Otimizagéo do sistema cromatogréafico LC-APCI-MS/MS

5.2.1 Otimizacao das condi¢des cromatograficas

Para a separacdo cromatogréafica dos 9 analitos (HMF, amitraz, carbendazim,
dimetoato, fipronil, T-fluvalinato, imidacloprido, tebuconazol e tiametoxam) por LC-
APCI-MS/MS, foi utilizada uma coluna XTerra® MS C18 (50 x 3 mm, 3,5 um) e modo
de eluicdo por gradiente. A Tabela 7 apresenta as condicdes do modo gradiente

utilizado.

Tabela 7 - Modo gradiente otimizado para a separagéo por LC-APCI-MS/MS

tempo vazéo
' . % MeOH % H20 acigir.
(min) (mL min™)
0,2 30 70
0,4 100
0,4 100
10 0,2 70 30
15 0,2 70 30

A separacdo completa ndo se faz necessaria para a deteccdo por MS/MS,
mas geralmente melhora a detectabilidade e reduz o efeito de supressao ionica
(PETROVIC et al., 2005). Foi entdo selecionado o modo de eluicdo por gradiente
para as andlises. A acidificacdo da fase movel é necessaria pois influencia na
eficiéncia da ionizacdo dos analitos, favorecendo a fragmentacao das substancias a
serem determinadas.

Na Figura 11 sdo apresentados os cromatogramas obtidos. O cromatograma
no modo negativo para o fipronil, foi monitorado a partir de 5 min e 0 cromatograma

no modo positivo para o restante dos analitos.
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Figura 11 - Cromatogramas gerados em LC-APCI-MS para os analitos em
estudo. Cromatograma no modo negativo (a) e cromatograma no modo

positivo (b).

5.2.2 Otimizacdo dos parametros para fragmentacdo dos analitos no

espectrometro de massas

As melhores condicfes para a fragmentacdo dos ions monitorados foram:
corrente da corona: 0,5 pA; voltagem do cone: 30 V; vazdo do gas de nebulizacéo:
350 L h™; vazdo do gas do cone: 50 L h™; temperatura da fonte: 100 °C e
temperatura de dessolvatacao: 500 °C.

Na Tabela 8 sdo apresentadas as transicdes monitoradas no modo APCI (+) e
no modo APCI (-), modo de aquisicdo MRM (Monitoramento de Reacdes Mdltiplas),
energia de colisdo, voltagem do cone e tempo de retencédo dos analitos estudados.

Para analitos monitorados no modo positivo, a molécula do analito é ionizada
através da adicdo de um proton de hidrogénio, dando origem ao ion molecular
[M+H]" e em alguns casos, pela adicdo de sédio [M+23]" ou de um fon amdnio
[M+18]". A adicdo de um préton ou de um ion amdnio € resultado da fase mével, e a
adicdo de sodio é resultado de sodio na fase movel, no padrdo ou na amostra que

estd sendo analisada. fons monitorados no modo negativo, como o fipronil, sdo
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formados pela remocdo de um proton da molécula ou mais raramente, pela adicdo
de um elétron (FERNANDEZ-ALBA, 2005; DEMOLINER, 2008).

Tabela 8 - Otimizagcé&o das condi¢cdes de fragmentacao para determinacao dos

analitos no espectrémetro de massas

MRM transicio Energiade Voltagem Razao
Analitos (mi2) ¢ colisdo do cone tr(min)  do ion
eV \Y %)
(eV) V) (
192>160* 28 28
Carbendazim APCI + 1,29 46,95
192>132 29 28
127>109* 5 12
Hidroximetilfurfural APCI + 1,63 9,67
127>81 5 12
292>211* 30 23
Tiametoxam APCI + 2,10 56,18
292>122 31 25
256>209* 14 30
Imidacloprido APCI + 3,19 26,52
256>175 27 11
230>125* 20 16
Dimetoato APCI + 4,07 98,04
230>199 10 20
435>330* 15 30
Fipronil APCI - 6,42 5,40
435>250 26 25
308>70* 20 40
Tebuconazol APCI + 6,58 9,77
308>125 22 28
294>163* 20 40
Amitraz APCI + 7,18 9,02
294>122 20 40
406>251 11 20
T-Fluvalinato APCI + 7,43 14,00
406>337 11 20

Tempo de permanéncia para cada transicdo monitorada: 0,2 s modo positivo; 0,3 s

modo negativo. (*)Transi¢des utilizadas para a quantificacao.
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Para cada analito foram selecionados dois fragmentos caracteristicos, como
apresentado na Tabela 8. O fragmento mais intenso (mais estével) foi escolhido para
guantificacdo e o segundo fragmento mais intenso para a confirmacdo. A Figura 12
ilustra os cromatogramas no modo MRM para a transicdo escolhida para a

guantificacdo de cada analito no sistema LC-APCI-MS/MS.

Carbendazim Imidacloprido Tebuconazol
1.29 192 > 160 5
1001 312 256 > 209 6.58 308 >70
6.79e3 100 253 100 3.7%3
FH S Ex
0- L IR R RN AL tempo 0 775k Rl 1 s At T R oxr asasien
500 10.00 P 5.00 10.00 5.00 10.00
HMF
163 127 > 109 Dimetoato Amitraz
100+ 101e3 i 3.87 230 > 123 00 718 294 > 163
106€3 1 161e3
g_
& *
B e a2 M tempo (o S— e {EMPO
500 1000 500 | 1000 T T T Ty T T e
Tiametoxam " . ' '
2.04 292 > 211 Fipronil Fluvalinato
100+ 127€3  4q0 6.42 435 > 330 - 743 503.4 > 208.1
240e3 133e3
S = ES
0- A R ARAR RE RN AR R tempo e T tempo 0= T tempo
5.00 10.00 5.00 10.00 5.00 10.00

Figura 12 - Cromatogramas no modo MRM da fragmentacdo monitorada para a

guantificacao.

5.3 Otimizacdo do método QUEChERS modificado e determinacdo por LC-
DAD

Os primeiros parametros avaliados para a otimizacdo do método QUEChERS
foram realizados para 4 analitos (HMF, fipronil, imidacloprido e tiametoxam), para
determinacao por LC-DAD. As amostras de mel (branco da matriz) foram fortificadas
ao nivel de 5 mg kg™*.
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5.3.1 Selecéo do solvente de extragéo

Inicialmente, foram testados quatro solventes para a extracdo: acetona,
acetonitrila, acetato de etila e metanol. Quando o metanol foi utilizado para a
extracdo, ndo houve separacdo da agua nem mesmo com o0 uso de sulfato de
magnésio para o particionamento das fases.

O acetato de etila é empregado em alguns métodos de extracdo, como por
exemplo na extracdo de substancias cloradas de amostras de solo por QUEChERS
modificado (PINTO et al., 2010) e na extracdo de agrotéxicos de amostras de
diferentes chas, também por QUEChERS modificado (KANRAR et al., 2010). Para a
otimizagdo do método utilizando acetato de etila como solvente de extragédo, foram
obtidas baixas recuperacbes, principalmente para os analitos mais polares
(imidacloprido e tiametoxam). As baixas recupera¢des podem ser justificadas por
este ser um solvente praticamente imiscivel em agua (MASTOVSKA et al., 2004),
consequentemente mais apolar que outros solventes utilizados, como a acetonitrila.

A acetona foi o solvente extrator utilizado no método de Luke (1975), que com
0 passar dos anos foi miniaturizado e passou por diversas modificacbes (PRESTES
et al., 2009). Atualmente ainda é utilizada como solvente de extracdo e tem
demonstrado bom desempenho, como no trabalho desenvolvido por PIZZUTTI et al.,
2009, na extracao de 169 pesticidas em graos de soja.

A acetonitrila € o solvente utilizado no método QUEChERS original e
atualmente é o mais empregado nas modificacbes do método, principalmente,
porque além de apresentar uma extragcdo mais seletiva, extrai uma ampla faixa de
agrotoxicos com diferentes polaridades (PRESTES et al., 2009).

A Figura 13 mostra que a acetona e acetonitrila apresentaram melhores
recuperacdes, provavelmente devido as caracteristicas dos analitos, como a alta
solubilidade nestes solventes. Porém, para a acetona, nao foi possivel quantificar o
composto HMF, ja que este eluiu juntamente com o pico do solvente. No entanto,
uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos da amostra foi observada quando
a acetonitrila foi usada, diminuindo a extracdo de lipidios, proteinas e carboidratos

devido a sua melhor separacdo da agua do que a acetona (LEHOTAY et al., 2001).
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Portanto, acetonitrila foi escolhido como solvente de extragdo, por apresentar
também valores de R% e RSD% dentro do estabelecido.

100 -+

90 -

a0 | | ]

70 + 1 L

60 HHMF

50 + :[ B tiametoxam
40 - imidacloprido
30 fipronil

20 +

10 - I

0 T T

Acetonitrila Acetona Acetato de etila

Recuperagao (%)

Figura 13 - Efeito dos diferentes solventes extratores na recuperacdo dos

analitos. Barras de erros representam valores de RSD(%).

5.3.2 Influéncia do NaCl na recuperacao

A utilizacdo de MgSO,4 na etapa de particdo das fases, deve-se a sua elevada
capacidade de remocdo de &gua quando comparado aos demais sais.
Além de reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratacdo € uma reacao exotérmica,
resultando no aquecimento da amostra durante as fases de extracdo/separacao,
favorecendo a extracao, principalmente de substancias apolares (ANASTASSIADES
et al., 2003). Foram utilizadas 4,0 g de MgSO,, conforme descrito no método original
e também utilizado por BARAKAT et al., (2007), o que foi suficiente para causar uma
boa separacao de fases.

O uso de NaCl com MgSO, é utilizado principalmente para favorecer a
transferéncia de substancias polares para a fase organica (PRESTES et al., 2009). A
adicdo de NaCl nao alterou significativamente as recuperacbes, como pode ser
observado na Figura 14. Assim, apenas o uso de MgSO, foi suficiente para

promover recuperacoes entre 75 e 93%.
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Figura 14 - Recuperacdes para os analitos empregando QUEChERS com

Recuperagao (%)

MgSO,4 e com a mistura de sais MgSO, e NaCl. Barras de erros representam
valores de RSD (%).

5.3.3 Etapa de cleanup

Na etapa de cleanup por DSPE, séo utilizados sorventes para reter
interferentes da matriz e permitir que os analitos permanecam na fase organica
(extrato).

Como pode ser observado na Figura 15, a etapa de cleanup utilizando PSA
reduziu significativamente as recuperacfes do HMF. Isso porque estrutura do PSA
retém fortemente os &cidos organicos polares, aclUcares e &acidos graxos co-
extraidos (KOESUKWIWAT et al., 2008). Desta maneira, o HMF por ser uma
substancia polar, e assim como 0s agUcares possuir um grupo aldeido e uma
hidroxila, fica retido no PSA. JA4 com o emprego de C18 ndo houve remoc¢ado das
interferéncias do extrato da matriz, pois o C18 é usado principalmente para amostras
com teores de gordura = 2%, por exemplo, arroz, cevada, trigo, 0leos vegetais entre
outros (PRESTES et al., 2009).

Considerando que as possiveis interferéncias da matriz sdo compensadas
pelo emprego de calibracdo externa por superposicdo da matriz, e que as

recuperacdes para os analitos foram entre 74 e 88% sem utilizar cleanup, esta etapa
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se torna desnecesséria, tornando o procedimento de preparo da amostra ainda mais

rapido e diminuindo o consumo de reagentes.

100 +
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80 - I I !
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a0 - B Sem cleanup

Recuperacoes (%)

30 - I Cleanup PSA
20 -

B Cleanup C18
10 -

R4

Figura 15 - Influéncia da etapa de cleanup nas recuperacdes dos analitos.
Barras de erros representam valores de RSD(%).

5.4 Otimizacdo do preparo de amostra QUEChERS modificado por LC-APCI-
MS/MS

Para a aplicacdo do método QUEChERS modificado para a extracdo dos 9
analitos e determinacdo por LC-APCI-MS/MS foi necesséario o ajuste de alguns
parametros. Para isto, as amostras de mel (branco da matriz) foram fortificadas em

um nivel intermediario conforme descrito no item 4.8.2.

5.4.1 Etapa de cleanup

A etapa de cleanup foi novamente avaliada a fim de verificar sua influéncia no
efeito de matriz por LC-APCI-MS/MS.
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O efeito de matriz foi avaliado através da comparacdo das inclinacdes das
curvas de calibracdo preparadas no extrato branco da matriz e no solvente, como
descrito no item 4.9.5. Como pode ser observado na Figura 16, dentre o0s
substancias que possuem um alto efeito de matriz, somente para HMF, amitraz e
imidacloprido houve diminuicdo deste efeito. Tiametoxam, dimetoato e tebuconazol
que também possuem alto efeito de matriz ndo obtiveram reducdo de efeito de
matriz. O restante dos analitos que apresentam médio e baixo efeito matriz, ndo
sofreram alteragOes significativas. Desta forma, para compensar a ocorréncia do
efeito de matriz foi utilizada a curva analitica preparada pela dissolu¢éo dos padrdes

em extratos do branco da matriz, ndo utilizando etapa de cleanup no método.
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Figura 16 - Influéncia da etapa de cleanup no efeito de matriz. Valores

negativos indicam supressao de sinal e valores positivos, enriquecimento.

5.4.2 Tempo de interacdo apos a fortificacao

O tempo de interacdo apos a fortificacdo é pouco mencionado nos trabalhos
gue empregam o método QUEChERS como preparo de amostra. Os trés trabalhos

desenvolvidos para mel, ndo mencionam se ha um tempo em que os analitos



63

interagem com a matriz ou se a extragdo ocorre instantaneamente apds a
fortificagdo. No método original, desenvolvido por ANASTASSIADES et al., em 2003
para frutas e vegetais, 100 uL da solucéo padréo dos agrotéxicos foram adicionados
em 10,0 g de amostra, que foi homogeneizada em voértex por 30 s e deixada em
repouso por aproximadamente 1 min, para que ocorresse a interagdo com a matriz.
No entanto, maiores tempos de interagdo também s&o utilizados, como por exemplo
no método desenvolvido por NGUYEN et al., 2008, para a determinacdo de
pesticidas em repolho e rabanete, em que 10,0 g das amostras foram fortificadas e
deixadas em repouso por 3 h antes das extracoes.

Foi testado, para os ensaios de fortificacdo, um tempo de interacdo de 30 min
da matriz com a solucao padrao e a fortificacdo seguida pela extracdo, sem intervalo
de tempo. O tempo de interagcdo da matriz com a solucdo padrédo apds a etapa de
fortificacdo n&o influenciou de maneira significativa nas recuperacdes obtidas.
Alguns analitos no entanto, apresentaram uma melhor recuperacdo quando né&o
houve intervalo de tempo entre a fortificagdo das amostras e o procedimento de
extragdo, como pode ser observado na Figura 17. O amitraz apresentou
recuperacdes menores que 32,1% devido a sua instabilidade em meio acido, ja que
0 mel apresenta um pH em torno de 4.

Assim, para a validacdo do método, nao foi utilizado tempo de interacéo entre

a matriz e a solucéo padrédo apoés a fortificacdo das amostras.
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Figura 17 - Influéncia do tempo de interacdo da solucdo padrdo com a matriz
apos a etapa de fortificacdo nas recuperacdes. Barras de erros indicam valores
de RSD%.
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5.4.3 Otimizacgéo do pH

Como pode ser observado na Figura 18, para todos os analitos e em todos as
faixas de pH, as recuperacdes foram acima de 70%, com exce¢ao do amitraz.

O amitraz € um agrotoxico que sofre rapida hidrolise em meio acido. Um
estudo realizado por KORTA et al., (2001) mostrou através de andlises de amostras
de mel por LC, que o amitraz sofre degradacdo completa no mel em 10 dias, e os
principais produtos formados nesta degradacdo sdo o 2,4-dimetil-anilina (DMA) e
2,4-dimetilfenilformamida (DMF). Em outro estudo, realizado por CORTA et al.,
(1999), diferentes constantes de velocidade e tempos de meia-vida para o amitraz
foram apresentados, numa faixa de pH 1,3-10,7. Com o aumento de pH, a constante
de velocidade de degradacéo do amitraz diminui, e consequentemente seu tempo de
meia-vida aumenta.

Como s6 foi possivel obter recuperacdes acima de 70% para o amitraz em
meio alcalino, o método foi otimizado utilizando-se hidroxido de ambnio para o ajuste
de pH.

3 I T |
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m sem ajuste (pH 4,6)

tampdoacetato (pH 5)
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30 4

20 - I
0 -

m pH alcalino (8,7)

Figura 18 - Influéncia do pH nas recuperagfes dos analitos. Barras de erros

indicam valores de RSD%.
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5.5 Método QUEChERS modificado e otimizado

O método QUEChERS modificado que foi desenvolvido neste trabalho,
proporcionou a extracdo simultdnea de oito agrotéxicos de diferentes classes e de
um substancia indicadora da qualidade do mel, com recuperacdes entre 70 e 120%
e RSDs menores que 20% para todos os analitos. Além disso, ndo necessitou da
etapa de cleanup, reduzindo o tempo de preparo e gastos com reagentes. A
robustez do método permitiu que fosse empregado em diferentes amostras de mel
(de diferentes flores), resultando em boas recuperacfes e sem que o efeito de matriz
pudesse alterar a eficiéncia apresentada pelo método.

O preparo da amostra aliado as determinacdes por LC-APCI-MS/MS
proporcionou LOQs menores que os LMR em mel estabelecidos pela Uni&o
Européia para quatro analitos. O desenvolvimento deste método pode auxiliar para
estabelecer LMRs na legislacdo brasileira para os agrotéxicos estudados, com
excecdo do dimetoato, que apresenta LMR.

A Figura 19 apresenta as etapas envolvidas apds a otimizacdo do método

QUEChERS modificado para os 9 analitos:
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10 g de mel Fortificagdodaamostra 10 mL de dgua +

150 pL de NH,0He
agitagdo emvortex

10 mL de acetonitrila + agitago 1,0gde MgSO4 +agitagio |
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Centrifugagdo10 minutos /8000 M piouots  DeterminagioLC-APCI-MS/MS
do extrato

Figura 19 - Esquema representando o método QUEChERS otimizado.
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5.6 Validacdo do método

5.6.1 Limites de deteccao e quantificacao

Na Tabela 9 séo apresentados os limites de detecgédo (LOD) e quantificacao
(LOQ) obtidos pelo método desenvolvido por LC-APCI-MS/MS, bem como os LMR
estabelecidos pelo MAPA, no Brasil, e pela Comissdo da Unido Européia (EU
PESTICIDES DATABASE, 2010). Os limites instrumentais e do método foram iguais,
pois ndo houve pré-concentracdo ou diluicdo na etapa de preparo de amostra, a
razdo amostra:volume de acetonitrila foi 1:1 (m/v).

Tabela 9 - LOQ e LOD para os analitos, LMR no Brasil e Unido Européia

LMR (mg kg™) LMR (mgkg") LOQ (mgkg™) LOD (mg kg™

Analitos MAPA UE método proposto  método proposto
Amitraz n.p 0,2 0,005 0,0016
Carbendazim n.p 1,0 0,05 0,016
Dimetoato 0,02 n.p 0,05 0,016
Fipronil n.p 0,01* 0,01 0,0033
T-Fluvalinato n.p 0,01 0,05 0,016
Imidacloprido n.p 0,05 0,1 0,033
Tebuconazol n.p 0,05 0,01 0,0033
Tiametoxam n.p 0,01* 0,5 0,16
HMF * 60,0 80,0 1,0 0,33

Nn.p: ndo possui; (*)limite do analito somado aos metabdlitos; (#) produto de degradacéo

Como pode ser observado, o método atingiu limites de quantificacdo menores
gue os LMR para 4 analitos. Na legislacao brasileira s6 ha LMR para o dimetoato e
HMF em mel dentre os analitos selecionados.

Para o método desenvolvido por LC-DAD, os limites de quantificacédo

atingidos foram maiores. Isso porque além de utilizar uma massa de amostra menor,
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muitos interferentes da matriz eluiram préximo aos analitos nos cromatogramas,
aumentando assim a razao sinal/ruido. Os limites de quantificacdo do método para
0s 4 analitos determinados por LC-DAD foram: 2,5 mg kg™ para HMF; 1,25 mg kg™
para tiametoxam e 0,4 mg kg™ para imidacloprido e fipronil. Estes valores de LOQ
séo relativamente altos se comparados com os LMR e com os LOQs atingidos pelo
método por LC-APCI-MS, o que justifica a néo realizacdo da validacdo completa do
meétodo desenvolvido por LC-DAD.

5.6.2 Curva analitica, curva trabalho e linearidade

Os parametros de linearidade obtidos através de calibracdo externa,
superposicdo da matriz e curva de trabalho para o método empregado, estédo
apresentados nas Tabelas abaixo. Na Tabela 10 sé&o apresentadas as equacgdes e
os coeficientes de correlagcéo para as curvas no solvente e no extrato, utilizadas para
calculos de efeito matriz. A Tabela 11 apresenta os mesmos parametros das curvas
trabalho, que foram utilizadas para calculos de recuperacéo relativa e avaliacdo do

desempenho do método.

Tabela 10 - Resultados obtidos para as curvas analiticas

Analitos Curva analitica no solvente r Curva analitica no extrato r

Amitraz y=1,123.10'x + 1,390.10° 0,996 y =3,297.10'x - 1,139.10° 0,996
Carbendazim vy =3,474.10'x + 4,827.10° 0,998 y =1,335.10x - 2,189.10° 0,998
Dimetoato y =4,105.10% - 5,264.10° 0,999 y =8,391.10% - 6,525.10" 0,999
Fipronil y =2,320.10% + 1,191.10° 0,997 y =2,969.10% + 1,010.10* 0,999
T-Fluvalinato y = 682134x - 7685,5 0,999 y =677710x - 7314,1 0,999
Imidacloprido y = 878121x - 37495 0,999 y=2140.10% + 383,13 0,999
Tebuconazol y = 72665397,37x-218795,46 0,999 Y =1,121.10% - 1,592.10° 0,999
Tiametoxam y = 312313x - 71635 0,999 y =574042x + 92581 0,996
HMF y =5,642.10°% - 1,046.10° 0,998 y = 9,284.10% + 2,101.10° 0,994
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Tabela 11 - Resultados obtidos para as curvas trabalho

Analitos Curva trabalho r

Amitraz y =2,702.10'x + 4,427.10* 0,997
Carbendazim  y=1,092.10'x + 9,960.10* 0,999
Dimetoato y= 8,678.10% - 4,281.10" 0,999
Fipronil y =2,193.10% + 1,655.10° 0,996
T-Fluvalinato y = 554449x + 10375 0,999
Imidacloprido Y =2,066.10% - 2,113.10" 0,999
Tebuconazol  y=1,087.10% + 1,576.10° 0,999
Tiametoxam y = 541039x - 90314 0,998
HMF y = 6,976.10% + 3,997.10° 0,092

Através dos dados obtidos para a construcdo das curvas analiticas, e analise
das equac0Oes das retas para ambos os meétodos, é possivel concluir que o modelo
de regressao linear € adequado para as determinagfes analiticas em estudo. Os
coeficientes de correlacdo (r) foram maiores que 0,99, estando de acordo com as
orientacdes da ANVISA e do INMETRO que recomendam r igual a 0,99 e acima de
0,90, respectivamente. Os coeficientes de correlacdo (r) para as curvas trabalho
demonstram uma boa linearidade de todo o método analitico, abrangendo desde a

etapa de preparo de amostra até as analises no LC-APCI-MS/MS.

5.6.3 Exatidao (recuperacao)

A exatiddo do método foi avaliada em termos de recuperacdo. Para isto,
foram realizados ensaios de recuperacdo em 5 niveis de concentracdo dos analitos.
O processo de extracdo foi realizado empregando o método QUEChERS modificado.
As recuperacfes foram calculadas a partir das concentracdes adicionadas antes da
extracdo e obtidas utilizando a curva trabalho.

A literatura para a validacdo de métodos cromatograficos, indica que os
intervalos de recuperacdo aceitaveis para determinacdo de residuos devem estar
entre 70 e 120%, com precisao de até + 20% (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2009).

Os valores de recuperacdo e RSD encontram-se na Tabela 12:



Tabela 12 - Nivel de fortificacado, recuperacéo (R%) e desvio padréo relativo

(RSD%) para cada analito

70

Nivel de fortificagao

Nivel de fortificacao

Analitos 1 R% RSD% Analitos 1 R% RSD%
mg kg mg kg
0,005 86,7 19,8 0,1 111,5 16,6
0,0125 92,1 12,4 0,25 97,1 7,3
Amitraz 0,025 107,4 8,9 Imidacloprido 0,5 97,4 8,9
0,0375 102,6 8,9 0,75 100,7 6,6
0,05 97,2 6,2 1 100,3 8,3
0,05 87,8 10,1 0,01 90,5 9,9
0,125 98,2 6,1 0,025 100,1 6,1
Carbendazim 0,25 104,4 4,3 Tebuconazol 0,05 101,21 7,8
0,375 98,1 53 0,075 103,1 12,5
0,5 100,1 3,2 0,1 98,1 6,2
0,05 103,7 125 0,5 1119 19,8
0,125 99,2 7,2 1,25 99,4 13,8
Dimetoato 0,25 100,6 6,1  Tiametoxam 2,5 93,8 12,4
0,375 98,2 52 3,75 103 8,9
0,5 100,8 4,6 5 99,7 10,5
0,01 87,6 12,4 1 70 111
0,025 95,7 7 2,5 75 10,7
Fipronil 0,05 110,7 8,3 HMF 5 109,3 12,7
0,075 95,8 7,2 7.5 97,1 16,6
0,1 100,1 7,2 10 99,8 6,3
0,05 77,5 18,4
0,125 104 17,1
T-Fluvalinato 0,25 100,1 13,1
0,375 100,3 15,7
0,5 99,5 16,7

Resultados obtidos para n=9

Os valores de recuperacao obtidos entre 70 e 112% com RSD% menores que

20% estéo de acordo faixa estabelecida (de 70 a 120% com precisao de até + 20%).

5.6.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade, expressa

como precisao intradia (RSD%), e também precisédo intermediaria, expressa como
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preciséo interdias (RSDp). A avaliagdo da preciséo intermediaria foi realizada em
dois niveis de fortificacdo para cada analito, ao nivel do LOQ e 5 vezes maior que 0
LOQ.

Os valores da precisao intradia, expressados como RSD%, encontram-se na
Tabela 12, no item 5.6.3, e estdo de acordo com a faixa estabelecida, de até 20%
(RIBANI et al., 2004; SANCO, 2009).

Na Tabela 13, encontram-se os valores de recuperacdo (R%) e precisao
interdias (RSD;%) para cada analito e seus respectivos niveis de fortificacdo. Para a
precisdo interdias os valores de RSD% também estiveram dentro da faixa

estabelecida, pois foram menores que 17%.

Tabela 13 - Nivel de fortificacao, recuperacéo (R%) e preciséo intermediaria

(RSDpi%) para os analitos

_ Nivel de fortificacéo _ Nivel de fortificagdo
Analitos 1 R% RSDy% Analitos 4 R% RSDy%
mg kg mg kg
. 0,005 97,7 11,7 ) ) 01 97,1 7,4
Amitraz Imidacloprido '
0,025 96,4 51 0,5 112,6 6,0
. 0,05 76,3 5 0.01 98,7 9,9
Carbendazim Tebuconazol ’
0,25 70,4 2,9 0,05 105,4 4.4
. 0,05 98,3 4.9 . 05 99,1 6,4
Dimetoato Tiametoxam '
0,25 98,2 2,2 2,5 99,2 3,5
. . 0,01 104,2 5,7 1 76,6 9,2
Fipronil HMF
0,05 86,9 9,8 5 119,8 12,9
. 0,05 120 16,7
T-Fluvalinato
0,25 104,7 8,8

Resultados obtidos para n=9

5.6.5 Efeito de matriz

O efeito de matriz do método desenvolvido por LC-APCI-MS/MS foi avaliado
através da comparacao das inclinagdes das curvas dos padrdes no solvente e dos
padrdes no extrato da matriz.

Como pode ser observado na Figura 20, praticamente todos os analitos

apresentaram efeito matriz positivo, ou seja, enriquecimento de sinal. Apenas o
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carbendazim apresentou supressdo de sinal, e o 1-fluvalinato apresentou efeito

matriz insignificante.
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Figura 20 - Percentual de efeito de matriz para os 9 analitos empregando o
metodo QUEChERS modificado e determinagéo por LC-APCI-MS/MS

De acordo com GOSETTI et al., (2010), estudos da literatura consideraram
gue o efeito de matriz que ocorre na fonte de ionizacado ESI geralmente € supressao
de sinal, sendo este efeito bem menor na APCI. O efeito de matriz que ocorre na
APCI em sua maioria, é o enriguecimento de sinal, como foi observado neste estudo.
Com excegao para o fipronil e T—fluvalinato, todos os analitos apresentaram um alto
efeito de matriz (> 50%) (ECONOMOU et al., 2009).

O efeito de matriz também pode ser observado através da inclinacdo das
curvas preparadas no solvente e no extrato da matriz. Quando ha sobreposicdo das
curvas, ndo € observado efeito de matriz; se a inclinacdo da curva no extrato for
menor, indica supressdo de sinal; e se a inclinagcdo da curva no extrato for maior,
indica enriquecimento de sinal (GOSETTI et al., 2010). Como exemplo, na Figura 21

sdo apresentadas as curvas para 3 analitos: carbendazim, dimetoato e 1-fluvalinato:
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Figura 21 - Curvas do padrdo no solvente e no extrato da matriz, para 0s

analitos carbendazim, dimetoato e rt-fluvalinato.

Cada analito apresentou diferente efeito de matriz. O carbendazim apresentou
supressdo de sinal, como pode ser observado, ja que a curva no extrato possuiu
uma menor inclinagdo comparada com a curva no solvente. No caso do dimetoato,
houve enriquecimento de sinal, ja que a curva no extrato apresentou maior
inclinagcéo. O T1-fluvalinato foi o Unico que ndo apresentou efeito de matriz, que pode
ser confirmado pela sobreposi¢céo das curvas.

Para compensar o efeito de matriz, foi realizada a calibracdo com o extrato

branco da matriz correspondente (SANCO,2009).

5.6.6 Eficiéncia do processo

Geralmente, enriquecimento de sinal provocado pelo efeito matriz ocasiona
um aumento da eficiéncia do processo e a supressao de sinal pode causar baixa
eficiéncia de processo, mesmo com elevadas recuperacbes (VARGA et al., 2010).
Por isso, a eficiéncia do processo resume a eficiéncia de preparacdo da amostra (de
recuperacdo) e ionizacao do analito (efeito de matriz) e € adequada para avaliar
o desempenho global de um método de andlise (KRUVE et al., 2008).

Como pode ser observado na Tabela 14, a eficiéncia do processo foi alta para

a maioria dos analitos, isto porque além das altas recuperacbes obtidas pelo
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método, o efeito de matriz pronunciado € o enriquecimento de sinal, elevando assim

os valores da eficiéncia do processo. Isto demonstra que os valores de recuperacéo

e efeito de matriz apresentam diferencas significativas, e para calcular as

recuperacOes da extracdo, deve-se comparar os resultados da adicdo de padréo

antes da extracdo com a adicdo de padrdo no extrato branco da matriz (KRUVE et

al., 2008), como foi realizado. No caso de analitos em que o efeito matriz foi menor

ou praticamente nulo, como o fipronil e o T-fluvalinato, a eficiéncia do processo

apresentou valores préximos a 100%, indicando que para estes analitos, 0 processo

é eficiente resultando em boas recupera¢cdes e um baixo efeito de matriz.

Tabela 14 - Eficiéncia do processo (EP) para os 5 niveis de concentracdo de

cada analito.
Nivel de amitraz carbendazim dimetoato
Concentragao A C EP % A C EP % A C EP %
1 163.952 176.915 107,9| 1.889.347 600.411 31,8 | 169.072  407.202 240,8
2 281.038 357.366 127,2| 4.829.642 1.456.553 30,2 | 459.924 1.032.700 224,5
3 450.081  770.942 171,3| 9.492.983 2.958.036 31,2 | 956.448 2.141.002 223,8
4 560.495 1.084.676 193,5|14.031.000 4.120.036 29,4 | 1.464.325 3.151.970 2153
5 686.499 1.357.052 197,7|17.328.290 5.554.861 32,1 | 2.024.299 4.333.961 214,1
fipronil t-fluvalinato imidacloprido

A C EP % A C EP % A C EP %

1 18.794 35.778 190,4| 28.980 33.801 116,6| 63.679 209.405 328,8
2 59.386 69.042 116,3| 79.402 83.918 105,7| 163.297 480.510 2943
3 123.721  138.003 111,5| 154.033 149.924 97,3 | 402.009 985.514 245,1
4 181.681 174263 959 | 251.070 219.175 87,3 | 628.320 1.539.159 2450
5 225560 235.934 104,6| 334.861 285.840 854 | 838.334 2.051.073 244,7

tebuconazol tiametoxam HMF

A C EP % A C EP % A C EP %

1 590.912 1.140.833 193,1| 116.578 212552 182,3| 465.388 1.034.064 222,2
2 1.566.707 2.875.828 183,6| 296.572  582.522 196,4| 1.631.453 3.338.685 204,6
3 3.291.830 5.649.234 171,6| 673.221 1.178.616 175,1| 3.166.993 5.734.987 181,1
4 5.270.803 8.564.450 162,5| 1.122.549 1.999.860 178,2| 4.655.240 6.947.690 149,2
5 7.078.774 10.816.228 152,8| 1.492.980 2.608.390 174,7| 6.304.337 8.747.669 138,8

As letras A e C correspondem as areas dos picos cromatogréficos dos analitos no solvente e apds a
extracdo, respectivamente.
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5.7 Aplicabilidade do método e robustez

Apés a validacdo, o método foi aplicado para 4 diferentes tipos de mel,
provenientes de diferentes localidades e flores, identificados pelas letras A, B, Ce D
na Figura 22. Os ndmeros 1, 2, 3 e 4 representam os extratos de cada amostra

obtidos apdés a extracao pelo método QUEChERS:

Figura 22 - Diferentes tipos de mel utilizados no desenvolvimento e
aplicabilidade do método (A,B,C,D) e seus respectivos extratos obtidos
(1,2,3,4).

Em nenhuma das amostras analisadas foi encontrado residuo de agrotéxicos,
no entanto nenhuma amostra estava isenta de HMF. Para calcular as concentracfes
de HMF para cada mel, utilizou-se a equacdo da curva no extrato da matriz
(TEXEIDO et al., 2008). Os valores encontrados nas analises do branco de cada
matriz foram substituidos na equagédo das respectivas curvas. Nenhuma amostra
apresentou teor de HMF acima do permitido pela legislacéo brasileira (60 mg kg™).
As concentracdes encontradas para cada amostra foram: 4,6 mg kg™ para o mel A;

12,1 mg kg™ para o mel B; 11,8 mg kg™ para o mel C e 51,7 mg kg™ para o mel D.
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Para avaliar a robustez do método proposto, 3 amostras (B,C e D) de méis de

diferentes flores e composicéo, foram fortificadas aos niveis do LOQ e 5 vezes o

LOQ de cada composto, e submetidos ao método desenvolvido para avaliar R%,

RSD% e EM. Dessa forma, através dos resultados apresentados na Tabela 15, em

gue os valores de R% estdo entre 70 e 120%, com RSD% menores que 20%, o

método demonstrou ser robusto quando aplicado a analise de amostras de mel de

diferentes flores (os resultados de R% e RSD% para o mel A, encontram-se na

Tabela 12, apresentada anteriormente, pois 0 mel A foi utilizado na otimizacéo e

validacdo do método).

Tabela 15 - Resultados de Recuperacao (%) e RSD (%) da aplicabilidade do

método para diferentes tipos de mel.

) Nivel de fortificacdo Mel B Mel C Mel D
Analitos 1
mg kg R% RSD% R% RSD% R% RSD%
. 0,005 79,2 11,4 110,2 11,7 78,1 8,8
Amitraz
0,025 74,8 10,0 74,4 13,1 97,7 7,4
. 0,05 77,5 7,2 100,3 15,0 87,2 7,2
Carbendazim
0,25 74,4 2,9 82,9 6,4 86,2 14,3
. 0,05 95,1 7,8 113,4 9,0 70,8 4,4
Dimetoato
0,25 96,6 4,7 95,4 6,9 115,7 8,5
. . 0,01 91,6 10,5 72,2 15,5 104,9 51
Fipronil
0,05 93,5 9,6 77,9 13,6 110,0 8,2
. 0,05 110,9 11,3 113,6 13,7 113,5 15,0
t-Fluvalinato
0,25 90,8 10,6 93,1 15,6 78,2 13,8
. . 0,1 98,5 8,8 117,5 12,9 114,8 10,6
Imidacloprido
0,5 94,5 8,1 101,1 4,9 109,4 8,4
0,01 74,1 5,5 104,0 14,9 87,7 8,3
Tebuconazol
0,05 80,9 8,0 92,1 9,4 103,5 8,7
) 0,5 85,0 8,8 103,3 10,5 118,3 3,8
Tiametoxam
2,5 1111 4,5 95,6 4,5 113,3 3,2
HME 1 119,3 7,0 94,7 13,9 107,6 5,6
5 95,0 6,3 76,7 10,9 112,8 7,5

Cada tipo de mel apresentou diferente efeito de matriz, como demonstrado

por DEBAYLE e colaboradores (2008) no estudo de um método multirresiduo para a

determinacdo de agrotoxicos e antibioticos em diferentes tipos de mel por LC-MS.

Na Tabela 16 sdo apresentados os valores do efeito de matriz, calculados também a
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partir das inclinagcdes das curvas do padrdao no solvente e nos respectivos extratos.
Os resultados demonstram que o efeito de matriz para o mel € dependente da

origem floral da matriz.

Tabela 16 - Efeito de matriz para os 3 méis analisados.

Substéncias Mel B Mel C Mel D
Amitraz 63,7% 32,1% 33,2%
Carbendazim -63,0% -71,6%  -65,5%
Dimetoato 23,7% 63,4% 6,5%

Fipronil 21,4% 88,5% 35,8%

T- fluvalinato 6,1% 11,2% 19,6%
Imidacloprido 39,7% 130,7% 102,4%
Tebuconazol 53,0% 64,5% 21,1%
Tiametoxam 52,7% 96,9% 118,3%
HMF -5,4% 72,1% 112,5%
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5.8 Avaliacdo do método proposto

A Tabela 17 mostra a comparacao entre 0 método QUEChERS proposto e os
diferentes métodos empregados para determinacéo de agrotdxicos em mel.

Como pode ser observado, além de apresentar um menor tempo de extragado
se comparado com técnicas amplamente utilizadas, como a SPE, o volume de
solvente utilizado é baixo. Outra técnica que apresenta um baixo consumo de
solventes é a LLE-LTP, no entanto, existem varias etapas neste procedimento, como
o congelamento da solucdo e etapa de cleanup com florisil, 0 que torna a técnica
relativamente demorada.

No caso de técnicas como a IL-DLLME em que o volume de solvente € ainda
menor, a técnica ndo apresenta robustez e sua aplicacdo para matrizes complexas
ainda vem sendo estudada.

O método QUEChERS apresentado é simples e apresenta um baixo consumo
de solventes. Além de ser robusto e amplamente empregado para diferentes
amostras, sem ser necessaria uma etapa de filtracdo ou cleanup. Se comparado
com o método QUEChERS desenvolvido por BARAKAT (2007), o método proposto
apresenta um menor consumo de reagentes (sais) e ndo apresenta etapa de
cleanup, diminuindo o tempo e os custos do método. Além disso, apresenta boas
recuperacdes e inclui para determinacdo no mesmo meétodo um substancia indicador

de qualidade e contaminantes do produto.
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Tabela 17 - Comparacdo do método proposto com alguns dos principais métodos desenvolvidos para determinacao de

agrotoxicos em mel.

Massa  Volume

. . Adicéo Tempo de . A
Método Analitos de de ' mp Recuperagbes Referéncia
amostra solvente de sal extracao

LLE Choudhary et al.

~ - 0, !
GC-ECD organofosforados 10 g 200 mL 15 g Na2S04 1 hora 76-83% 2008
SPE multiresiduo 59 25 mL - ~50 minutos 40-98% Blasco et al., 2003
GC-MS e LC-APCI-MS
IL-DLLME triazinas 29 225 pL 0,6 g NaCl ~ 15minutos 60-133% Wang et al., 2010
HPLC-DAD
SPE acaricidas 0,5¢9 5mL - ~30 minutos 63-100% Korta et al., 2001
HPLC-DAD
LLE-LTP 4 pesticidas 39 8 mL 0,1 g NaCl ~1 hora 84-100% Pinho et al., 2010
GC-MS
QUEChERS multiresiduo 59 10 mL lgNaAc +4 g ~15 minutos 72-120% Barakat et al., 2007

MgSO4
GC-ECD
cleanup: 0,4 g
PSA

QUECIIERE sl = 10g 10 mL 4 g MgSO4 ~15 minutos 70-111% Método proposto

LC-APCI-MS

HMF
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6 CONCLUSOES

O método QUEChERS modificado demonstrou rapidez, simplicidade, baixo
custo e robustez para o preparo das amostras de mel, além de apresentar boa
exatidao e precisdo para os 9 analitos determinados neste estudo. Além disso, o
método desenvolvido ndo necessitou da etapa de cleanup para a purificacdo dos
extratos, uma vez que o extrato obtido era limpido e ndo houve diferencas
significativas no efeito de matriz e recuperacoes.

Através da otimizacao do preparo de amostra com determinacdo dos analitos
por LC-DAD foi possivel obter cromatogramas com picos simétricos, com boa
resolucdo e seletividade. O detector por arranjo de diodos permitiu confirmar a
identidade dos analitos através dos testes de pureza dos picos, além de ser possivel
selecionar o comprimento de onda de maxima absor¢cdo para a quantificacdo de
cada substancia.

A determinacdo dos analitos por LC-APCI-MS/MS permitiu a realizacdo de
uma analise qualitativa, obtida a partir de fragmentos de massa caracteristicos de
cada analito, e quantitativa, através do modo de aquisicio MRM. As condicbes
cromatograficas otimizadas para determinacdo por LC-APCI-MS/MS permitiram a
identificacdo e quantificacdo das substancias em estudo, em um tempo de analise
de 15 minutos.

Na validacdo do método foram obtidos resultados de acordo com o INMETRO
e 0 SANCO. As curvas analiticas apresentaram valores de r maiores que 0,99 para
as faixas de concentracdo necessarias as aplicacbes. A partir da construcdo da
curva trabalho foi possivel calcular os valores de recuperacdo corrigindo possiveis
erros sistematicos da etapa do preparo de amostra, além de avaliar a linearidade do
método.

Os limites de quantificacdo variaram de 0,005 a 1,0 mg kg™*. Como na
legislacdo brasileira apenas dimetoato e HMF possuem LMR para mel, se
compararmos os valores obtidos com os da legislacéo européia, 4 analitos atingiram
menores limites: amitraz, carbendazim, tebuconazol e HMF. O desenvolvimento
deste método pode auxiliar para estabelecer LMRs na legislacdo brasileira para

todos os agrotéxicos estudados, pois ndo ha limites no PNCRC em mel (MAPA) para
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estes analitos (com excec¢do do dimetoato), apesar da importancia, devido as formas
de utilizagcao e toxicidade.

O método empregando QUEChERS modificado e determinacdo por LC-APCI-
MS/MS apresentou recuperacdes entre 70 e 112% com RSD menor que 19,8%. No
entanto, os componentes da matriz afetaram a eficiéncia da ionizagdo para a maioria
dos analitos, sendo necessaria a corre¢do do efeito de matriz através da construcao
da curva no extrato.

Através da aplicabilidade foi possivel verificar a robustez do método para
diferentes tipos de mel. Em nenhuma das amostras analisadas foram encontrados
residuos de agrotoxicos. No entanto, em todas as amostras foi detectado HMF, em
concentracdes que variaram de 4,6 a 51,7 mg kg, estando abaixo do limite méximo
permitido pelas legislacdes vigentes.
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7 TRATAMENTO DE RESIDUOS GERADOS

Os residuos do método QUEChERS modificado e os solventes utilizados
durante o estudo foram coletados, separados em frascos, rotulados e armazenados
adequadamente aguardando procedimento a ser adotado pela instituicdo. Além
disso, estdo sendo desenvolvidos e otimizados processos oxidativos para a

degradacdao dos residuos de agrotéxicos gerados no laboratdrio.
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N° .| N° Colméias N° N° Apicultura [Casasfentre|  Prego
. Ne N° Colméias . o kg kg L . Lo . <
L Apicultores | . . de Associacao/ | Associagao/ " .. | Migratéria | postos de | médiodo | Floradas princiapais no Servico de Inspecao .
N° Municipios Apicultores no . .| mellcolméia | mellcolméia L Observacdes
no L ... | produtores [ Cooperativa | Cooperativa e o Produtores Mel Kg mel na municipio SIM  SIPOA SIF
| Assistidos | municipio - i ... |no municipio| assistida . . .
municipio assistidos |no municipio| assistida / n°olméias| atendidos |Ultima safra
1 |Amaral Ferrador 15 0 6 angico, eucalipto,acécia. Campos em branco: sem Informagéo
2_|Arroio do Padre
3 |Arroio Grande 25 0 20 0 1 0 10 0
4 |Cangugu 917 30 10 748 1 1 15 15 918 1 3 Nativas e Exéticas COOMELCA
5 |Capdo do Ledo 37 15 10 13 0 0 15 15 _ 0 6 EUCALIPTO, ACACIA
eucalipto, carqueja, amarica,
6 |Cerrito 50 15 20 20 0 0 10 10 0 0 2 nativa. Preco desestimula produtores
7 |Cristal 115 0 5 0 1 0 6,5 0
8 |Herval 50 15 10 25 1 1 12 20
9 |Jaguardo 26 15 15 25 1 1 20 30 300 5 eucaliptus e mata nativa
10 |Morro Redondo 52 28 15 18 1 1 12 16 5 Mat nat, eucalip e pastagens
11 |Pedras Altas
12 |Pedro Osério 45 14 10 14 1 1 12 18 0 0 6 Carqueja, Coronilha 5.400kg (producéo) 450 caixas
13 |Pelotas 60 5 83 30 0 0 22 25 0 0 4
eucalipto, carqueja, corunilha, | Existe o SIM, somente para o
14 |Pinheiro Machado 65 30 14 25 1 1 15 22 0 0 2 molho, erva-de-passarinho... frigorifico municipal
15 |Piratini 200 15 20 20 1 0 15 15 2,5 Pouco comércio
1 Assoclagéo em dissolucdo e 1
Eucalipto, Campo Nativo, Mata| Temo SIM cooperativa (COOAPIS) ¢/25 sécios
16 |Rio Grande 104 30 3900 1700 2 1 18 30 400 1 8,00 Nativa e pastagens (trevos) | Encaminhado solicitagdo SIF 2 produtores de rainhas
17 |Santa Vitéria Palmar
Implantacdo 1 Assoc. ligada a Coop.
18 |Santana Boa Vista 65 40 15 19 0 0 12 20 0 0 5 Eucalgipto e nativas de prod. Cofrusa
19 |S&o José do Norte 10 0 8 0 0 0 8 0 0 0
20 |Séo Lourengo Sul 150 0 10 0 1 0 12 0 150 0 5 eucalipto e nativas Dados aproximados
21 [Turugu 8 0 25 0 0 1 0 0
22 |Chui
TOTAL 1994 252 10 7 1768 2
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ANEXO 2:

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
INSTRUCAOQ NORMATIVA N° 8, DE 29 DE ABRIL DE 2010

8] SECRETAR[O DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribuigiio que lhe conferem os arts. 10 e 42 do Anexo |
do Decreto n® 7.127, de 4 de margo de 2010, tendo em vista o disposto na Portaria MA n® 51, de 6 de
fevereiro de 1986, na Portaria MAARA n® 527, de 15 de agosto de 1995, na Portaria MAPA n® 45, de 22
de margo de 2007, e 0 que consta do Processo n® 21000.001330/2010-72, resolve:

Art. 1" Aprovar os Programas de Controle de Residuos e Contaminantes em Carnes (Bovina, Aves, Suina
e Equina), Leite, Mel, Ovos e Pescado para o exercicio de 2010, na forma dos Anexos d presente
Instrugdo Normativa,

Art. 2" As andlises relativas aos Programas de Controle de Residuos e Contaminantes em Carnes (Bovina,
Aves, Suina e Equina), Leite, Mel, Ovos e Pescado para o exercicio de 2010 serio realizadas nos
laboratorios oficiais e credenciados pertencentes a Rede Nacional de Laboratorios Agropecuarios do
Sistema Unificado de Atengdo a Sanidade Agropecuaria,

Pardgrafo unico. A Coordenagio de Controle de Residuos e Contaminantes - CCRC/SDA determinard,
para plena execugio do Plano Nacional de Residuos e Contaminantes - PNCRC no exercicio de 2010
(PNCRC/2010), e ouvida a Coordenagio-Geral de Apoio Laboratorial - CGAL/SDA, o remanejamento da
remessa de amosiras para outro laboratdrio habilitado a realizar as andlises requeridas pelo PNCRC

sempre que tomar conhecimento que o laboratorio anteriormente escolhido apresentou qualquer nio
conformidade que impossibilite a realizacio da programacio para o exercicio de 2010,

Art, 3" As alteragdes técnicas complementares ao PNCRC de que trata esta Instrugio Normativa serfio
publicadas no Didrio Oficial da Unifo,
Art. 4° Esta Instrugdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagio.

INACIO AFONSO KROETZ,

ANEXO VII
PROGRAMA DE CONTROLE DE RESIDUOS E CONTAMINANTES EM MEL - PNCRC/2010

Plano de Controle de Residuos ¢ Contaminantes - Mel



Girupo Analito Matriz LIMITE DE REFERENCIA® | N* de lens
de ensaio
(ugkg)
Antimicrobianos Clortetraciclina (a) MEL 10 15
Oxitetracicling (a) 10 *(11)
Tetracicling (g} 10
Doxiciclina (a) 10
Sulfatiazol (b) MEL 10 15
Sulfadimetoxina (b)
Nitrofurazona - SEM MEL 1 *(11) 30
Furazolidona - AOZ
Furaltadona - AMOZ
Nitrofurantoina - AHD
Clomnfenicol MEL 0.30*(111) 30
Tilosing MEL 10 10
Erifromicina MEL 10 10
Estreptomicina MEL 10 10
Compostos Halogena- Aldrin MEL 10 15
dos @ Organoclorades
Alla-endosulfan 10
44-DDE 10
44-DDD 10
44 DDT 10
Dodecacloro 10
Endrin 10
Tetradifona 20
Lindane 10
Vinglozoling 20
Heplaelorn 1]
Alla-HCH 10
Beta-HCH 10
Carbamatos Carbofuran MEL A0 15
Carbaril 20
Piretnbides Pemmetrings MEL 20
Citlutrinas 20
Fenpropatring 10
Deltametring 20
Organofosforados Clompirifis MEL 20 Kl
Dimetoalo 20
Dissuliclon 10
Paraticng 20
Fenamifis 10
Terbults 1]
Profencfios 20
Contaminantes [norgi- Arsénio [ As) MEL s00 30
o
Cadmio (Cd) 200
Chumbao (Pl 00
Meretirio (Hg) 500
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ANEXO 3

Comparison of dispersive liquid—liquid microextraction and the modified QUEChERS
method for the determination of fipronil in honey samples by high performance liquid
chromatography with diode-array detection

(Submetido a Journal of Chromatography A)

Débora Tomasini®, Maicon R. F. Sampaio?, Liziane V. Cardoso®, Sergiane S. Caldas®, Ednei
G. Primel**

ABSTRACT

Two methods, based on dispersive liquid—liquid microextraction (DLLME) and Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS), have been developed, validated and
critically compared for the analysis of the insecticide fipronil in honey by high performance
liquid chromatography coupled with diode array detection. Parameters that affect the
extraction have been investigated for both methods. Under optimal conditions, the limits of
quantification were 0.03 and 0.6 mg kg™ for DLLME and modified QUEChERS, respectively.
The recoveries were between 70.7-101.1% and 76.3-87.7% for DLLME and QUEChERS,
with relative standard deviations in the range of 7.1-11.2% and 5.9-10.8%, respectively. Both
methods were found to be simple, fast and inexpensive. Compared with modified
QUEChERS, the advantages of the DLLME technique were the preconcentration factor and
fewer amounts of solvent. However, the modified QUEChERS method demonstrated to be
more robust and more suitable for the determination of pesticides in complex samples. The

methods under study were applied to the determination of fipronil in different kinds of honey.

Keywords: Dispersive liquid-liquid microextraction; Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged

and Safe; High performance liquid chromatography-diode array detection; Honey; Fipronil,



