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Resumo
0 pimentéo (Capsicum annuum L.) € uma das hortalicas de
maior consumo no Brasil, principalmente pela regido nordeste
e sudeste. Sequndo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatfstica (BGE), Sao Paulo e Minas Gerais séo os princi-
pais estados produtores e respondem por cerca de 42 % da
produgdo nacional. Atualmente sdo permitidos pela legisla-
¢ao brasileira 56 agrotdxicos de diferentes classes quimicas
para a cultura de pimentdo. No (ltimo relatério do Programa
de Andlise de Residuos de Agrotoxicos de Alimentos (PARA)
divulgado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (AN-
VISA), o pimentdo lidera a lista dos alimentos mais conta-
minados por agrotéxicos, 91,8 % das amostras analisadas
apresentaram alguma contaminag&o. Considerando os riscos
ambientais e a seguranca alimentar é necessario desenvolver
e validar métodos analiticos eficientes e seguros para a de-
terminacdo de residuos de agrotdxicos nos alimentos. Esse
trabalho consistiu no desenvolvimento e validagdo de um me-
todo analitico quantitativo para a determinacgo multirresidu-
os de agrotoxicos em pimentdo, usando método QUEChERS
modificado com detecgéo por cromatografia gasosa acoplada
a detector por micro captura de eléfrons - CG-pDCE. Foram
avaliados seletividade, linearidade, faixa de trabalho, efeito
matriz, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, precisdo e
exatidao. Na etapa de limpeza a mistura de fases que apre-
sentou melhor resultado foi a MgS04/PSA. O metodo pro-
posto foi validado na matriz pimentdo para 39 agrotdxicos,
apresentando LD de 0,003 a 0,02 yg mL-1 e LQ de 0,01 a
0,03 pg mL-1. As recuperacdes variaram entre 70 a 120 %
com CV < 20 % para todos os agrotéxicos validados.
Palavras-chave: Agrotoxico. Pimentfo. Validagéo.
QUEChERS.

Abstract
Optimization and validation of analytical method for
determination of pesticide residues in pepper

The pepper (Capsicum annuum L.) is one of the most
consumed vegetables in Brazil, especially the northeast
and southeast. According to the Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), Sao Paulo and Minas
Gerais are the main producing states with around 42 % of
national production. Currently allowed by Brazilian law 56
pesticides of different chemical classes for pepper culture.
In the latest report of the Program of Food Pesticide
Residue Analysis (PARA) published by the Agéncia
Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA), the pepper leadls
the list of foods most contaminated by pesticides, 91.8
% of samples showed some contamination. Considering
the environmental risks and food safety is necessary to
deveiop and validate analytical methods efficient and safe
for the determination of pesticide residues in food. This
work was the development and validation of an analytical
method for the determination pesticide multiresidues in
peppers, using QUEChERS method modified with detection
by gas chromatography micro electron capture detector
- GC-UECD. Selectivity, linearity, working range, matrix
effects, detection limit, quantification limit, precision and
accuracy were evaluated. In the clean up step the mixture
of phases that showed the best resulf was the MgS04/PSA.
The method proposed was validated in pepper matrix for 39
pesticides, with LD 0.003 to 0.02 pyg mL-1 and LQ 0.07 to
0.03 g mL-1. Recoveries ranged from 70 to 120 % with
CV < 20% for all validated pesticides.

Keywords: Pesticides. Pepper. Validation. QUEChERS.



Introdugao

O pimentdo (Capsicum annuum L.)
¢ uma das hortalicas de maior con-
sumo no Brasil, principalmente pela
regido nordeste e sudeste. Seu sabor
levemente picante é muito apreciado
pelos brasileiros sendo consumido de
diferentes maneiras. Possui poucas
calorias e é fonte de vitaminas C e
A, e minerais como calcio, magnesio,
fosforo, potassio e ferro (1-3).

Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Esta-
tistica (IBGE), Sdo Paulo e Minas
Gerais sdo os principais estados
produtores e respondem por cer-
ca de 42 % da producéo nacional,
atingindo a marca de 115.262 fo-
neladas no ano de 2006, estando
entre as dez hortalicas mais im-
portantes cultivadas no territorio
brasileiro (4).

A agricultura € uma importante
atividade econdmica brasileira e
seu processo produtivo agricola
esta cada vez mais dependente dos
agrotoxicos e fertilizantes quimicos,
sendo considerado nos Gltimos
anos o maior mercado mundial de
agrotoxicos (5).

0 uso de agrotéxicos na agri-
cultura tem como objetivo o con-
trole e prevencéo de pragas e do-
encas agricolas, proporcionando
o aumento de producdo. Entre-
tanto, o uso nos alimentos sem
critérios técnicos adequados pode
causar a ocorréncia de residuos e
tragos desses principios ativos e
de seus produtos de degradagao.
Com isso, houve a necessidade
do estabelecimento de Limites
Maximos de Residuos (LMRs) que
consiste na quantidade maxima
de residuo de agrotoxico, ex-
presso em ppm ou mg kg, que
pode estar legalmente presente
nos alimentos em decorréncia da
aplicacdo adequada numa fase
especifica desde sua produgao
até o consumo. Os critérios para
estabelecer o LMR de agrotaxicos

em alimentos estédo relacionados
a estudos supervisionados de
campo, de acordo com as boas
praticas agricolas (6,7).

No Brasil, tém sido executados
programas de monitoramento de
residuos de agrotoxicos em ali-
mentos estaduais ou de abran-
géncia nacional - Plano Nacional
de Controle de Residuos e Conta-
minantes (PNCRC) do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abas-
tecimento (MAPA) e o Programa
de Andlise de Residuos de Agro-
toxicos em Alimentos (PARA) da
Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (8).

O PARA tem como objetivo ava-
liar continuamente os niveis de re-
siduos de agrotoxicos nos alimen-
tos in natura que chegam a mesa
do consumidor. No Ultimo relatorio
do PARA divulgado pela ANVISA
em 2013, o pimentdo liderou o
ranking dos alimentos mais con-
taminados por agrotoxicos, pois
cerca de 90 % das amostras ana-
lisadas apresentaram problemas
de contaminagéo (9).

Atualmente cerca de 509 in-
gredientes ativos (IA) séo per-
mitidos no Brasil de acordo com
os criterios de uso e indicacao
estabelecidos em suas monogra-
fias. Para a cultura de pimentdo,
sdo permitidos pela ANVISA 56
agrotoxicos: abamectina, ace-
tato de 4,7- ftridecatrienila,
acetato de 4,7,10-trideca-
trienila, azadiractina, azoxis-
trobhina, buprofezina, boscalida,
castgamacina, ciantraniliprole,
a-cipermetrina, cimoxanil, cleto-
dim, clomazona, clorfenapir,
clorotalonil, compostos a base
de cobre, cresoxim metilico,
deltametrina, difenoconazol,
dimetomorfe, 1,4-dimetoxiben-
zeno, ditiocarbamatos (man-
cozebe, metiram e propinebe),
enxofre, espinetoram, etiona,
fenamidona, fenpiroximato, fluo-

picolida, flutriafol, formetanato,
fluxapiroxade,  11-hexadece-
nol, imidacloprido, indoxacar-
be, iprodiona, iprovalicarbe,
lamhda-cialotrina, metconazol,
metiocarbe, piraclostrobina,
piriproxifem, propamocarbe, te-
buconazol, teflubenzurom, tetra-
difona, tiabendazol, tiaclopri-
do, tiametoxam, trifloxistrobina,
trifluralina, 3,6,9-tricosatrie-
no e zoxamida (10). Entretanto,
ha um conflito quanto a permis-
sao do uso de alguns IA nessa
cultura, no MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abasteci-
mento) sao permitidas 38 subs-
tancias: acefato, estreptomicina,
oxitetraciclina e triclorfom, além
das destacadas acima (11).

Considerando os riscos ambien-
tais e a seguranca alimentar, a pre-
ocupacao publica com o excesso
de residuos de agrotoxicos ganhou
relevancia na Ultima década. As-
sim, o desenvolvimento de métodos
analiticos eficientes e sequros para
a determinacdo de desses residuos
€ essencial, tanto no contexto de
programas de monitoramento para
protecdo da salde publica quan-
to para a eliminagdo de bharreiras
técnicas nas relagbes comerciais
entre paises (12,13).

Andlises de residuos de agro-
toxicos em alimentos sdo caras
e trabalhosas, devido a comple-
xidade composicao dos alimentos
acarretando dificuldades para a
quantificagao dos agrotoxicos. Es-
sas substdncias possuem diferen-
tes propriedades fisico-quimicas e
podem ocorrer em concentragoes
extremamente baixas na presenca
de altas concentragoes de interfe-
rentes, 0s quais podem ser coex-
traidos influenciando os resulta-
dos analiticos (14).

Os procedimentos envolvidos
para a determinagdo de residuos
de agrotoxicos, envolvem etapas
de extracdo e purificacéo, e a ofi-
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mizacdo dessas etapas é essencial
para reduzir tempo e fontes de erro
relacionadas ao procedimento. Na
etapa de extragdo, as substéncias
de interesse sdo isoladas dos inter-
ferentes presentes na matriz. Apos
a extragdao com solvente, pode ser
necessaria uma etapa de limpeza
do extrato (clean up) para reduzir
essas interferéncias (15,16).

As dificuldades envolvidas nas
andlises de residuos de agroto-
xicos foram minimizadas apos
o desenvolvimento de métodos
multirresiduos, que foram capazes
de analisar um grande numero de
agrotoxicos, sem interferéncia da
matriz, de detectar e quantificar
de forma inequivoca os analitos
envolvidos, em baixos niveis de
concentragdo, de forma precisa
e com um pequeno namero de
medidas, reduzindo a produgdo de
residuos perigosos, tempo, traba-
Iho empregado e custo por amos-
tra analisada (15,16).

Atualmente, vérias técnicas e
métodos de preparo de amostra
tém sido empregadas para a ex-
tragao de agrotoxicos em matrizes
complexas. Porém em 2003, com
a intencdo de superar as limita-
goes dos metodos multiresiduos,
o método de extragdo de residuos
de agrotoxicos em matrizes de fru-
tas e legumes QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe — rapido, facil, econdmico,
efetivo, robusto e seguro), foi pro-
posto por Anastassiades e colabo-
radores (17), com modificagbes do

procedimento original descritas na
litera—tura (15-18).

0 meétodo QUEChERS modifi-
cado & composto por trés etapas
principais: uma etapa de extrago,
uma etapa de particdo e também,
uma etapa de limpeza. A extragao
é feita com acetonitrila acidificada
com 1 % de acido acético, que
proporciona uma extragao am-
pla de agrotoxicos com diferentes
polaridades e uma extragao com
menor quantidade de co-extrativos
lipofilicos como gorduras. Na etapa
de partigdo ocarre a adigao de sais
(sulfato de magnésio - MgSO, e
acetato de sodio - Na(C,H,0,) para
se obter o efeito “salting-out” que
consiste na diminuicdo da solubili-
dade dos agrotoxicos em agua bem
como a diminuicao de agua na fase
da acetonitrila. A etapa de limpeza
consiste em uma extragdo em fase
solida dispersiva (D-SPE - disper-
sive solid phase exiractior), permi-
tindo a limpeza e reducéo de agua
residual, sendo efetuadas de uma
forma rapida e simultanea (15-18),

Para o desenvolvimento deste
trabalho algumas modificagoes
foram estudadas a fim de se ob-
ter resultados mais adequados ao
estudo proposto. Na etapa de ex-
tragdo o uso da acetonitrila ndo é
adequado para analises em croma-
tografia gasosa no modo splitless
devido a sua grande expansdo
de volume durante a vaporizagao,
podendo interferir nos detectores
seletivos e favorecer a degradagao
de alguns IA (18-20). Assim, ao fi-

Shaiene Vieira Carmo 11
Angélica Castanheira de Oliveira 1]
Lucia Helena Pinto Bastos I11

Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso Il

nal do procedimento de extragéo,
a acetonitrila (extrato organico) foi
substituida por isooctano, solvente
mais adequado a cromatografia
gasosa acoplada a detector por
micro captura de elétrons - Ni®
(CG-uDCE). Na etapa de limpeza
(D-SPE), diferentes e/ou mistura
sorventes (C'®, PSA - primary se-
condary amine e carbono grafitiza-
do) foram adicionados diretamente
ao extrato organico, a fim de dimi-
nuir interferéncias, efeito matriz e
a necessidade de manutencao do
sistema cromatografico (21).

0 sorvente C'® é normalmente
utilizado na remogdo de interfe-
rentes apolares, como lipideos. 0
PSA é um sorvente de troca ani-
Onica, usado para remover acidos
graxos, aglicares e varios coex-
trativos da matriz que formam li-
gagdes de hidrogénio. O carbono
grafitizado é utilizado para a redu-
gao do teor de pigmentos prove-
nientes de amostras vegetais que
possuem clorofila (21).

Assim, esse trabalho consistiu em
desenvolver e validar um método
analitico quantitativo para a deter-
minacéo de multirresiduos de agro-
toxicos em pimentdo, utilizando o
metodo de extragdo QUECHhERS com
detecgéio CG-pDCE (22).

Os parametros de validagdo e
aceitacdo avaliados neste trabalho
foram: seletividade, linearidade, fai-
xa de frabalho, efeito matriz, limite
de deteccdo, limite de quantificacéo,
precisao como repetibilidade e exa-
tiddo como recuperagdo (23,24).



Materiais e metodos /
parte experimental

As determinagoes analiticas fo-
ram realizadas utilizando as boas
praticas de laboratorio.

Amostras

Aproximadamente 1 kg de pi-
mentédo foi adquirido no mercado
local do municipio do Rio de Janei-
ro. Os pimentes foram processa-
dos (25), identificados e armazena-
dos em freezer, sob congelamento
entre -10 °C & -25 °C, até o mo-

mento de sua utilizagao.

Agrotoxicos avaliados

Os agrotoxicos foram sele-
cionados pelo critério de ser
analisavel através da técnica
sugerida, disponibilidade no la-
boratorio, uso permitido em cul-
turas de hortifrutigranjeiros e de
uso proibido, de modo a avaliar a
aplicagdo de boas praticas agri-
colas no campo.

Os quarenta e nove agrotoxi-
cos selecionados para o traba-
Iho sdo apresentados na Tabela
1, com suas respectivas classes
e LMRs.

Equipamentos utilizados

Para o preparo das solugbes e
das amostras, foi ufilizado um Ii-
quidificador com copo de vidro;
balanga analitca modelos XP 205
e AG 245 (ambas Mettler Toledo);
centrifuga modelo TJ6 (Beckman);
agitador vortex MS3 Digital (KA);
unidade evaporadora Reacti-Vap Il
n° 18785 (Pierce) e cromatografo a
gas HP7890° (Agilent Technologies),
equipado com detector por micro
captura de elétrons (Ni®%), sistema de
injecdo automatico e estagdo de tra-
balho com o software ChemStation.

Tabela 1. Agrotdxicos estudados no processo de validagdo com suas respectivas classes e LMR!.

LMR LMR
Agrotoxico Classe (mg kg™) Agrotoxico Classe (mg kg™)

azoxistrobina estrobilurina 0,5 forato organofosforado ME
clorotalonil isoftalonitrila 5,0 heptacloro -exo-epoxido organoclorado ME
deltametrina piretroide 0,01 2,4-DDD organoclorado ME
lambda-cialotrina  piretroide 0,2 2,4'-DDE organoclorado ME
tetradifona clorodifenilsuifona 1,0 2,4'-DDT organoclorado ME
trifluralina dinitroanilina 0,05 4.4'-DDD organoclorado ME
alacloro cloroacetanilida NA 4,4'-DDE organoclorado ME
bifentrina piretréide NA 4,4'-DDT organoclorado ME
captana dicarboximida NA a-endossulfam clorociclodieno ME
ciflutrina piretréide NA a-HCH organoclorado ME
clorpirifés organofosforado NA aldrin organoclorado ME
dicofol organoclorado NA B-endossulfam clorociclodieno ME
esfenvalerato piretroide NA -HCH organoclorado ME
fenpropatrina piretroide NA carbofenotiona organofosforado ME
fenitrotiona organofosforado NA clorpirifés metil organofosforado ME
fipronil pirazol NA s-HCH organoclorado ME
folpete dicarboximida NA dieldrin organoclorado ME
metidationa organofosforado NA endossulfam sulfato clorociclodieno ME
oxifluorfem éter difenilico NA endrin organoclorado ME
permetrina piretroide NA g-HCH (Lindano) organoclorado ME
procimidona dicarboximida NA HCB organoclorado ME
bioaletrina piretroide - heptacloro organoclorado ME
cipermetrina piretroide - metoxicloro organoclorado ME
fenvalerato piretréide - mirex organoclorado ME
- - - vinclozolina dicarboximida ME

1 - Consulta de LMR no site da ANVISA em 18/04/2016 (10); | NA - Monografia Nao Autorizada para a cultura de pimentao;

ME - Monografia Excluida.
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Condicoes cromatograficas

Temperatura do injetor e detector
de 230 °Ce 300 °C, respectivamen-
te. Coluna 5 % fenil metil siloxano
de 30 m de comprimento, 0,25 mm
de diametro interno e 0,25 um de
espessura de filme. Programagdo
de temperatura do forno de 80 °C
(O min)@30°Cimin at6 180 °C (8 min)®
2°Cmin gte 200 °C (5 min)@8°¢/mn gte
280 °C (15 min). Fluxo de gas car-
reador He (Hélio) de 1,2 mL min'™,
fluxo da purga do septo de 2,9 mL
min, fluxo total de 64,1 mL min™,
fluxo de gas make up (Nitrogénio)
de 60 mL min-1, modo de injecéo
splitless com abertura da valvula de
0,75 min e volume de injecdo de
1,0 pL. Tempo total de corrida de
60 min e integragao pelo parametro
de érea de picos.

Padroes e reagentes

Foram utilizados acetonitrila
(Merck), isooctano (Tedia) e aceta-
to de etila (Tedia), solventes orga-
nicos de alta pureza e grau croma-
tografico; acido acético (Merck);
MgS0, anidro (Merck); Na(CgHSOE)
anidro (Tedia), seco a 220 °C por
3 horas antes do uso; sorvente
BONDESIL-PSA 40 pm (Varian);
C,g 55-105 pym (Waters) e carvao
grafitizado PA (Merck).

Os padrdes de agrotoxicos uti-
lizados apresentam certificado de
analise com grau de pureza supe-
riora 92,0 % para os do fabricante
Dr. Ehrenstorfer - Augsburg, Ale-
manha e superior a 97,5% para
os do fabricante AccuStandard.

Preparo das solugdes analiticas

As solugdes estoque (SE) de con-
centragdo nominal de 100 pg mL™*
foram preparadas, individualmente,
pela dissolugdo do padrao sdlido
em diferentes solventes (isooctano
e acetato de etila), considerando
sua solubilidade e o grau de pureza,
identificadas, ammazenadas em fras-
co ambar e estocadas sob congela-
mento no freezer (-10 °C a -25 °C),
até o momento de uso.

A partir dessas solugdes foram
preparadas em solvente isooctano
solugdes intermediarias (S|) de mis-
tura de agrotoxicos em diferentes
faixas de concentragbes, a fim de

serem utilizadas para fortificacédo - 3
niveis (N1: 0,15 pg mL"; N2: 1,0 ug
mLe N3: 2,0 yg mL™) e para curva
de calibragao - 6 pontos (P1: 0,005
pg mL; P2: 0,01 pg mL™; P3: 0,05
pg mL" P4: 0,1 pg mL™; P5: 0,15
Hg mL"; P6: 0,2 pg mL™).

0Os agrotoxicos avaliados foram
divididos em trés misturas - 1, 2
e 3, como apresentado na Tabela
2. A escolha dos agrotoxicos para
compor cada mistura foi feita de
modo a acomodar todos os analitos
pesquisados sem sohreposicdo de
tempo de retengdo, possibilitando
uma separagdo inequivoca de to-
das as substancias avaliadas.

Tabela 2. Agrotdxicos avaliados por mistura — mistura 1,2 e 3.

AGROTOXICOS
Mistura 1 Mistura 2 Mistura 3
trifluralina forato a-HCH
HCB B-HCH v-HCH (Lindano)
clorotalonil o-HCH clorpirifés metil
vinclozolina alacloro heptacloro
fenitrotiona clorpirifos aldrin
dicofol hepta-exo-epoxido fipronil
captana bioaletrina procimidona
folpete metidationa 4,4-DDE
2,4-DDE a-endossulfam oxifluorfem
dieldrin 2,4'-DDD 2,4-DDT
B-endossulfam 4,4-DDD carbofenotiona
endrin 4,4'-DDT fempropatrina
endossulfam metoxicloro lambda-cialotrina
bifentrina mirex cipermetrina
tetradifona ciflutrina deltametrina
permetrina esfenvalerato -
fenvalerato - -

azoxistrobina



Método de extragao

O procedimento de extracao
multirresiduos utilizado neste estu-
do foi 0 método QUEChERS modi-
ficado composto de trés etapas: a
extragdo com acetonitrila acidifica-
da, sequida de partigdo, promovida
pela adicdo de sais e limpeza da
amostra com sorventes (15-21).

Foi realizada a pesagem de =
15,0 g de amostra em um tubo
de centrifuga de polipropileno —
tipo “falcon” (capacidade 50,0
mL). Para a etapa de fortificagao,
foi adicionado 1,0 mL de solugéo
de fortificagdo com concentragdo
conhecida para cada um dos trés
niveis de cada mistura estudada
a amostra processada. Agitou-se
no vortex por 30 s e aguardou-se
15 min. Em seguida, na etapa de
extragdo, 15 mL de acetonitrila
(MeCN) contendo 1 % (v/v) de acido
acetico (HAc) foram adicionados,
sequido por agitagdo em vortex
por 30 s. Apds, para a realizagéo
da etapa de parti¢do, foram adicio-
nados 6,0 g de MgS0, e 1,5 g de
Na(C,H30,), repetida a agitacdo e
o tubo foi centrifugado a 3000 rpm
durante 7 min.

Para a etapa de purificagéo, uma

aliquota de 2,0 mL do sobrenadan-
te (extrato organico) foi retirada e
transferida para um outro tubo de
centrifuga de polipropileno (capaci-
dade 15,0 mL) contendo a D-SPE
escolhida na otimizagdo, apresen-
tada a seguir, seguido pela a agita-
¢do e centrifugacdo. Uma aliquota
de 1,0 mL do extrato organico final
foi retirada, transferida para um vial
contendo uma pedra de carborun-
dum e evaporada sob leve fluxo de
nitrogénio (N2) até a secura. Apos,
o extrato seco foi ressuspendido
em 1,0 mL de isooctano para a
andlise cromatografica, de acordo
com as condigdes estabelecidas.

Otimizagao da etapa de

purificacao

Um estudo prévio na etapa de
limpeza foi realizado, para avaliar a
influéncia da etapa de purificagao
na exatiddo do método. Foram efe-
tuadas diferentes combinagbes de
sorventes, buscando uma melhor
eficiéncia nessa etapa, empregando
a técnica de D-SPE. Foram testa-
das, na mistura 1, quatro diferentes
fases: MgSO,/PSA,  MgSO,/PSA/
Cm, MgSO0 4{PSA/C1Elcar\.'fic) ativo e
MgSO0,/PSA/carvdo ativo (21).

A escolha da melhor combina-
cao de sorventes em fase estacio-
naria para a etapa de limpeza da
D-SPE, teve como parametro ideal
percentuais de recuperagao entre
70 e 120%, e esta foi a utilizada
para validagao (24). O fluxograma
da extracdo pelo método QuE-
ChERS modificado utilizado para
essa validacdao encontra-se apre-
sentado na Figura 1.

Validagao do método de

ensaio

Os parametros avaliados na
validagéo foram seletividade, line-
aridade, faixa de trabalho, efeito
matriz, LD, LQ, precisdo e exatidao.
A avaliagao de desempenho e cri-
térios de aceitagdo dos resultados
obtidos faram avaliados em fungéo
dos parametros estudados e crité-
rios de aceitacao definidos no CO-
DEX e no SANTE (23,24).

e Seletividade

A seletividade foi verificada a
partir da analise de duas aliquo-
tas do extrato organico da polpa
de pimentdo quanto & auséncia de
residuos de agrotoxicos estudados
identificados por CG-pDCE, que

Figura 1. Fluxograma da extracdo pelo método QuEChERS madificado utilizado na validagéo.

Pesar 15g de amostra

Adicionar 15mL de MeCN/1%HAc

™)

A)[Adicionar 6,0g MgSOs e 1,5g Na(CzH302)

(tubo “falcon™)

Agitar em vortex por 30s

Agitar em vortex por 30s,
Centrifugar 7min, 23 °C, 3000 rpm, T amb.

: Etapa de Limpeza | <
¥

Transferir, para outro tubo, 2mL do sobrenadante, adicionar 300 MgSQas + 100 mg PSA ]

Agitar em vortex por 30s e Centrifugar 7min, 23 °C, 3000 rpm, T amb.

Transferir 1mL do extrato para vial ] Evaporar sob leve fluxo de Nz e leve aquecimento

[ Ressuspender com 1mL de isooctano 1

J
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possam interferir na sua determi-
nagdo, apresentando um resultado
positivo com a auséncia do agroto-
xico (avaliagdo do branco).

e Linearidade, Faixa de traba-
Ihoe Efeito Matriz

Para avaliagdo desses para-
metros, foram construidas curvas
analiticas em solvente isooctano e
no extrato organico da polpa de pi-
mentao. Para preparacdo da curva
na matriz, 1 mL do extrato organi-
co do branco da polpa de pimen-
tdo foi evaporado sob atmosfera
de N2 e apds secura dissolvido
em 1 mL da mistura de agrotoxi-
co em solvente com concentragéo
correspondente ao ponto da curva
analitica. Esse procedimento foi
realizado para os seis pontos da
curva - trés misturas estudadas -
preparadas em solvente e matriz e
injetadas duas vezes no CG-pDCE.
As concentragoes referentes ao
intervalo de trabalho estudado, fo-
ram as utilizadas na faixa de pre-
paro da curva analitica.

A linearidade da faixa de traba-
lho foi verificada através da leitu-
ra da curva analitica utilizando o
metodo dos minimos quadrados
ordinarios de acordo com relagdo
linear, verificando a existéncia
de valores aberrantes (teste de
Grubbs - p = 0,05), a homogenei-
dade na variancia dos residuos da
regressdo (método de Cochran) e
a significancia da regressdo (r >
0,98 e R2 > 0,95).

Para avaliagao do efeito matriz,

comparou-se o conjunto de areas
medidas das solugbes da curva
analitica preparada em solven-
te isooctano com as preparadas
com o extrato branco da polpa
de pimentdo para cinco niveis de
concentragdo, dentre os seis pon-
tos estudados, excluindo o menor
ponto. Foram aplicados aos dados
os testes F (Snedecor) de homo-
geneidade de variancias e o teste
t (Student) de comparagdo de me-
dias, através do aplicativo Excel®.

e Limite de Detecgao (LD) e Li-
mite de Quantificacéo (LQ)

Os LD e LQ do método foram
calculados a partir da avaliacéo
da relacdo da razdo sinal/ruido
(S/N) para cada agrotoxico ava-
liado, ou seja, o sinal produzido
através da resposta de injecdo
de uma concentragdo conhecida
do analito de interesse é 3 vezes
maior para o LD e 10 vezes maior
para o LQ, do que o sinal produzi-
do pelo ruido da linha de base do
sistema cromatografico.

Para calcular estes parametros,
foram injetados seis vezes 1L de
uma amostra de pimentéo fortifi-
cado com as misturas 1,2 e 3, no
P2 da faixa linear, contendo os 49
agrotoxicos na concentragdo no-
minal entre 0,01 a 0,04 pg mL".

e Precisao e Exatiddo

Para avaliagao da precisao (es-
tudo de repetibilidade) e da exa-
tiddo (estudo de recuperagao),
preparou-se amostras em cinco
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replicatas de polpa de pimentdo
fortificado com as trés misturas
de estudo nos 3 niveis diferentes
de concentragdo e injetadas duas
vezes cada. O primeiro nivel de
fortificagdo - N1 (correspondente
ao P2 da curva analitica) sendo
este utilizado para confirmacéo do
LQ do método calculado a partir
dos valores observados através da
relagao S/N.

A repetibilidade foi expressa
pela disperséo dos resultados en-
tre todas as replicatas em cada
nivel de concentragdo estudada,
o valor do coeficiente de varia-
gédo (CV) aceitavel € de <20 %. A
taxa de recuperagéo foi calculada
pela divisdo entre a concentragao
media experimental com a con-
centracdo média tedrica multipli-
cada por 100. A faixa de variagao
aceitavel é de 70 — 120 % para
as concentracdes estudadas e foi
expressa para cada nivel de con-
centragédo estudada (24).

Resultados e discussao

Otimizacao da etapa de

purificacao

Para o estudo realizado antes
da validagédo, mistura 1, que tes-
tou quatro diferentes fases solidas
dispersivas na etapa de limpeza
para avaliagdo da influéncia na
exatiddo do método, a mistura de
fases que apresentou melhor re-
sultado foi a MgSO,/PSA, sendo
utilizada na etapa de validagéo. A
Tabela 3 apresenta os resultados
obtidos neste estudo preliminar.



Tabela 3. Recuperagéo das diferentes fases empregadas na etapa de limpeza (%).

MgSO, + PSA + MgsSO, + PSA +
GHOTONZ0S MgSO, + PSA MgSO0, + PSA + C18 C18 + carvio carvio
curva  curva curva curva curva curva curva curva
solvente  matriz solvente matriz solvente  matriz solvente  matriz
trifluralina 99 96 97 94 61 59 49 47
HCB 93 88 79 75 1 1 1 1
clorotalonil 138 95 148 103 - - - -
vinclozolina 117 101 115 99 74 63 63 54
fenitrotiona 135 99 135 99 42 3 33 24
dicofol 102 93 72 66 28 26 31 28
captana 76 65 82 70 16 14 17 14
folpete 123 70 133 76 12 7 8 5
2,4'-DDE 103 98 103 97 51 48 44 41
dieldrin 85 101 86 102 72 85 66 78
B-endossulfam 92 101 94 104 72 80 70 77
endrin 97 99 98 100 68 69 62 63
endossulfan 100 102 103 105 87 89 87 89
bifentrina 111 101 116 105 26 23 21 19
tetradifona 133 105 139 110 14 11 12 9
permetrina 137 99 143 103 7 5 5 4
fenvalerato 153 109 160 115 7 5 5 3
azoxistrobina 165 127 174 134 40 ) 31 24
—”: ; wﬂ, Mistura 1- 0,01 ughml § % 5
| ° £ g |
ﬁ-J‘mw__.ﬁ AR IO é«
[ e Branco do pimentao
- g
2000 ; 5 "
. 3 it i i : Figura 2.
—— —— e = ® ™| Cromatogramas do

\;ﬁ;
X

Mistura 2- 0,01 ug/mlL

branco da polpa
de pimentao e das
misturas 1,2e 3

& ° &
z 5 & o

na concentragao

correspondente ao

BEEE

segundo ponto da
curva analitica em
matriz.

50 min

Seletividade

A amostra branco de pimentdo ava-
liada apresentou sinal no tempo de re-
tengdo do agrotoxico azoxistrobina ndo
sendo, desse modo, este analito empre-
gado para o estudo de validagéo. Para
0s demais agrotdxicos a polpa de pi-
mentdo foi considerada adequada para
a execugao da metodologia proposta.

Fonte: Agilent ChemStation Rev B.04.01

Na Figura 2 séo apresentados os
cromatogramas da amostra branco
de pimentdo e do segundo ponto da
curva analitica preparada em matriz.

Linearidade, Faixa de

trabalho e Efeito Matriz

O teste de Grubbs foi aplicado
as respostas representadas pelas

areas cromatograficas, ndo ob-
tendo nenhum valor considerado
como aberrante.

A condigao de homoscedastici-
dade dos residuos foi confirmada
para 48 agrotoxicos na utilizagéo
da curva em matriz contendo cin-
co pontos (P2 ao P6) exceto para
o metoxicloro que apresen-
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tou esta condicdo na curva com
quatro pontos (P3 ao P6). Alguns
agrotéxicos apresentaram a con-
dicao de homocedasticidade na
curva em solvente também para
5 ou 6 pontos.

As curvas analiticas prepa-
radas em solvente isooctano e
no extrato organico da polpa de
pimentao mostraram-se linear —
regressao significativa, na faixa
de concentragdo estudada para
todos os 49 agrotoxicos estuda-
dos apresentando na maioria dos
casos coeficientes de determi-
nacdo (R2) maiores ou iguais a
0,95. Considerando a avaliagdo
da curva preparada em matriz
com cinco pontos apenas a cap-
tana e 4,4’-DDT apresentaram o
valor de R2 abaixo de 0,95.

0 efeito da matriz avaliado pelo
modelo proposto foi observado
para quatro agrotoxicos em ques-
tdo — captana, bioaletrina, es-
fenvalerato e 2,4’-DDT. Assim a
curva analitica a ser utilizada para
avaliagdo de 45 agrotoxicos, den-
tre os 49 objetos de estudo, em
polpa de pimentdo pode ser cons-
truida no solvente ou na matriz.

Limite de Deteccao e Limite

de Quantificacdo

Os valores de LD e LQ do me-
todo calculados estdo de acordo
com o laboratdrio no que se re-
fere ao o equipamento CG-pDCE
e abaixo dos LMRs estabelecidos
pela ANVISA para as substancias
clorotalonil (LMR = 5,0 mg kg™,

lambda-cialotrina (LMR = 0,2 mg
kg™, tetradifona (LMR = 1,0 mg
kg™), trifluralina (LMR = 0,05 mg
kg™) e azoxistrobina (LMR = 0,5
mg kg'). Para a deltametrina
(LMR = 0,01 mg kg™) o valor do
LQ do método calculado e testa-
do esta acima do LMR (10).

Embora os valores das razdes
S/N produzidas terem sido supe-
riores a 3 - com excegdo da cap-
tana, folpete, 4,4-DDT, 2,4'-
DDT e metoxicloro - decidiu-se
manter a concentragdo nominal
de 0,003 a 0,02 ug mL" como
base para calculos do parametro
limite de detecgdo do método e
de 0,01 a 0,03 pg mL"' para li-
mite de quantificacdo do método
que corresponde ao nivel testado
de fortificacéo.

Precisdao (repetibilidade) e
Exatidao (taxa de recuperagao)

De acordo com os critérios
estabelecidos para residuos de
agrotoxicos por orgdos interna-
cionais, os valores de CV % cal-
culados estdo dentro do aceitavel
<20 %, exceto para captana
(solvente), forato (solvente e
matriz), metoxicloro (solvente e
matriz) e 4,4 -DDT (matriz).

Para a maioria dos agrotoxicos
estudados através da curva em
matriz a taxa de recuperagdo esta
de acordo com as indicadas pela
legislagdo para residuos de agroto-
xicos. Entretanto, observou-se que
essas taxas se apresentaram fora
da faixa determinada (70 a 120 %)
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para: HCB, clorotalonil, dicofol,
azoxistrobina, forato, 4,4-DDT,
metoxicloro e 2,4-DDT nos ni-
veis estudados.

Na Tabela 4 pode-se observar
a taxa de recuperagdo, os desvios
padrdo e os CVs (%) calculados
para cada agrotéxico.

Com os resultados obtidos no pro-
cesso de validagdo, o método pro-
posto foi considerado validado para:
2,4’-DDD, 2,4’-DDE, 4,4’-DDD,
4,4'-DDE, a-endossulfam, §-HCH,
alacloro, aldrin, p-endossulfam,
B-HCH, bifentrina, bioaletrina, car-
hofenotiona, ciflutrina, ciperme-
frina, clorpirifos, clorpirifos metil,
o-HCH, dieldrin, endossulfam
sulfato, endrin, esfenvalera-
to, fenpropatrina, fenitrotiona,
fenvalerato, fipronil, folpete,
v-HCH (Lindano), heptacloro,
heptacloro-exo-epoxido, lam-
bda-cialotrina,  metidationa,
mirex, oxifluorfem, permetrina,
procimidona, tetradifona, trifiu-
ralina e vinclozolina.

Conclusao

0 método de extracao QuE-
ChERS modificado com deter-
minagdo por CG-pDCE, proposto
neste trabalho, foi validado na
matriz pimentdo permitindo a de-
terminagdo multirresiduos para 39
agrotoxicos, dos 49 agrotoxicos
avaliados, atendendo os critérios
estabelecidos para residuos de
agrotoxicos em alimentos por or-
gaos internacionais e pela legisla-
¢éo nacional.



Tabela 4. Taxa de recuperagéo e CV (%).

Em solvente Em matriz
Agpotaikens Recuperacgdo - % CV-% Recuperagao - % CV-%
Média Média

TmECE bl Bl e e e e el R

2.4-DDD 141 | 114 | 106 | 2 | 2 | 4 | 101 | 106 | 105 | 2 | 3 | 4
24 DDE 104 | 100 | 106 | 2 | 13 | 1 | 91 | 91 | o6 | 2 1 1
2,4DDT 241 | 54 | 16 | 11 | 14 | 16 | 125 | 199 | &1 | 11 | 14 | 15
44-D0D 160 | 124 | 115 | 2 | 2 | & | 95 | 102 | 103 | 2 | 2 | 4
44-DDE 87 | 15 | 84 | 9 | 3 | 3 | 8 |91 |105] 8 | 3 | 3
4.4DDT - | a7 | 28 0 | 11 | 78 |128 | e4 | 22 | 0 | 10
a-endossuffam | 105 | 104 | 101 | 1 2 | 3 | o | 106 | 105 | 1 2 | 3
@HCH 98 | 80 | 80 | 10 | 1 4 | a3 | a5 | 88 | 10 | 1 4
alacloro 140 | 122 | 113 | 3 1 3 | 101 | 112 | 109 | 3 1 3
aldrin 88 | 84 | 87 | 10 | 2 | 2 | 88 | 88 | 92 | 10 | 2 | 2
azoxistrobina | 735 | 303 | 221 | 3 | 5 | 5 | 184 | 121 | 9 | 3 | 5 | 5
Bendossulfam | 92 | 92 | 90 | 1 3 | 2 | e | 101 | 100 | 1 3 | 2
FHCH 687 | 207 | 132 | 7 | 6 | 3 |10 | 18| %8 | 7 | 6 | 3
bifentrina 19 | 109 | 114 | 2 | 2 | 3 | 100|100 | 101 ] 2 | 2 | 2
bicaletrina | 161 | 130 | 121 | 2 | 2 | 3 | 101 | 110 | 108 | 2 | 2 | 3
captana 8 | 5 1 | 22 | 0 | 3 | 100 | 102|105 ] 18 | 4 | &
carbofenctiona | 116 | 101 | 100 | & | 4 | 2 | 90 | 92 | 9 | & | 4 | 2
ciflutrina 0 | 237 | 207 | _ 4 | 4 |07 |18 || 4 | 3| 2
cipermetina | 196 | 161 | 131 | 10 | 2 | 2 | %0 | 99 | % | 10 | 2 | 2
clorotalonil | 81 | 45 | 64 | 9 | 12 | 7 | 66 | 29 | 68 | 9 | 11 | 7
clorpirifas 136 | 122 | 112 | 2 | 2 | 3 | 102 | 111 | 105 | 1 2 | 3
Compirifésmetil | 149 | 131 | 124 | 9 | 2 | 2 | o | 88 | o8 | 9 | 2 1
deltametina | 218 | 182 | 180 | 7 | 5 | 2 | 9% | 91 | &7 | 7 | 5 | 2
HCH 215 | 155 | 141 | 5 | 2 | 4 | 108 | 104 | 104 | 5 | 3 | 4
dicofol 109 | 125 | 96 | 15 | 11 | 11 | 48 | 87 | 71 | 15 | 11 | 10
dieldrin % | 95 |92 | 2 | 3 | 2 | e | 101 100 4 2 | 2
endossuffam | 100 | 90 | 86 | 1 2 | 3 | o | %% | o5 | 1 2 | 2
endrin 122 | 82 | 75 | 3 | 2 | 3 | 116 | 91 | 89 | 3 | 3 3
esfenvalerato | 912 | 382 | 326 | 4 | 8 | 2 | 118 | 118 | 106 | 5 | 6 | 2
fempropatrina | 121 | 104 | 100 | 9 | 3 | 2 | 93 | 99 | 9 | 9 | 2 | 2
fenitrotiona | 191 | 128 | 140 | 2 | 2 | 1 | 9 | 93 | 9% | 3 | 2 1
fervalerato | 194 | 166 | 166 | 3 | 3 | 6 | 94 | 98 | 94 | 3 | 3 | &
fipronil 157 | 123 | 104 | 9 | 3 | 20 | 107 | 98 | 80 | 8 | 3 | 20
folpete 674 | 74 | 24 | 4 | 4 | 8 |18 | 115 | 119 | 4 | 4 | 9
forato 6 | 80 | 75 | 21 | 19 | 5 | 54 | 76 | 6 | 21 | 19 | &
#HCH (Lindanc) | 108 | 73 | 68 | 9 | 4 | 2 | 77 | 77 | 77 | o | 4 3
HCB @ | 71 | 8 | 8 | 12 | 6 | 79 | 64 | 82 | 8 | 11 | 6
heptacoro | 86 | 62 | 86 | 10 | 3 | 4 | 70 | 71 | 71 | 11 | 3 | 4
hepf;é%;f‘“ 14 | 107 | 102 | 1 2 | 3 | e | 104 | 102 | 1 2 | 3
bl 129 | 112 | 104 | 11 | 2 1 |95 | 03| o4 | 11| 2 1
metidationa | 915 | 400 | 332 | 4 | 3 | 10 | 112 | 111 | 110 | 4 | 3 | 3
metoxicloro - 22 33 Z 22 8 = 53 B0 = 22 8
mirex 9 |9 |8 | 6 | 2 | 4 | o4 |102] 97| 5 | 2 | 3
oxifuofem | 113 | @9 | o7 | 12 | 4 | 2 | 95 | 98 | 99 | 8 | 4 | 2
permetrina | 180 | 132 | 150 | 5 | 2 | 20 | 90 | 98 | 101 | 5 | 4 | 4
procimidona | 69 | 67 | 71 | 8 | 4 | 1 | 9 | 104 | 104 | 8 | 4 | 2
tetradifona | 149 | 126 | 124 | 4 | 2 | 3 | 93 | %4 | 5 | 2 | 2 | 3
trifluralina %0 | 84 |103| 6 | 5 | 12 | 87 | 81 |102] 6 | 5 | 12
vinclozolina | 126 | 115 | 120 | 1 2 | 1 | e | o8 | o9 | 1 2 1
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