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RESUMO

Este trabalho apresenta a otimizacdo e validacdo dos métodos
QUEChERS-CG/ECD e SPME-HS-CG/MS para a determinacdo de
residuos de agrotoxicos clorpirifés, dimetoato, malationa, mevinfds,
pendimetalina, simazina e trifluralina em magds, morangos e/ou
tomates. Os métodos foram otimizados através de processos de
otimizacdo multivariada buscando alcancar a melhoria das respostas
analiticas e, consequentemente, da eficiéncia de extracdo. No método
QUEChHERS as variaveis quantidade de amostra, volume de solvente, pH
e temperatura foram avaliadas através de um planejamento fatorial 2°.
Neste planejamento as variaveis significativas para o método foram
identificadas como sendo a quantidade de amostra e o volume de
solvente. Estas foram submetidas a um planejamento Doehlert para
determinacdo do ponto 6timo. O método QUEChERS otimizado
consistiu em 18 g de amostra, 10 mL de solvente, pH 5 e temperatura de
10 °C. No método SPME, uma otimizacao univariada para definir o tipo
de fibra mais adequado foi primeiramente realizada. Na sequéncia um
planejamento fatorial fracionado 2°* foi utilizado para a otimizacio
multivariada das varidveis pH, concentracdo de sal, quantidade de co-
solvente, temperatura e tempo. Nesta etapa da otimizacédo, temperatura e
tempo de extracdo mostraram possuir influéncia significativa na
resposta analitica do método, sendo portanto seu ponto O6timo
determinado a partir do planejamento Doehlert. O método SPME
otimizado consistiu na utilizagéo da fibra PDMS 100 pm, amostra com
pH 5, concentracdo de sal 5%, volume de co-solvente 0%, temperatura
60 °C e 25 min de extra¢do. Os métodos foram validados em funcéo dos
principais parametros analiticos de mérito. Os resultados dos processos
de validagcdo mostraram que ambos 0s métodos avaliados apresentaram
excelentes faixas de linearidade, limites de deteccdo e quantificagéo,
exatiddo e precisdo intra laboratorial. QUEChERS-CG/ECD foi ainda
aplicado em 91 amostras de mac¢d, morango e tomate produzidas e
comercializadas no Estado de Santa Catarina. Residuos de pelo menos
um agrotdxico (= LOQ) foram encontrados em 8 (27,6%) amostras de
magcas, 12 (40,0%) de morangos e 17 (53,1%) de tomates. Estes
resultados salientaram a necessidade do monitoramento continuo do uso
desses agrotoxicos em frutas e vegetais.

Palavras-chave: agrotéxicos. otimizacdo multivariada. QUEChERS-
CG/ECD. SPME-HS-CG/MS. Frutas e vegetais.






ABSTRACT

This study presents the development and validation of QUEChERS-GC /
ECD and SPME-HS-GC / MS methods for the pesticides residues
analysis of chlorpyrifos, dimethoate, malathion, mevinphos,
pendimethalin, trifluralin and simazine in apples, strawberries and / or
tomatoes. The methods were optimized using multivariate optimization
processes aiming to achieve the improvement of the analytical response
and consequently the extraction efficiency. In the QUEChERS method,
sample amount, volume of solvent, pH and temperature were evaluated
in a 2 factorial design. The sample amount and volume of solvent were
identified as significant variables for the method. These were subjected
to a Doehlert design in order to determine the optimal point. The
optimized QUEChERS method consisted of 18 g of sample, 10 ml of
solvent, pH 5 and 10 °C temperature. For the SPME method, a
univariate optimization was first performed to define the most adequate
fiber. Then, a fractional factorial design 2°* was used for multivariate
optimization of pH, ionic strength, co-solvent amount, temperature and
time variables. At this stage of optimization, temperature and extraction
time shown to have a significant influence on the method analytical
response. The optimum point was determined from Doehlert design.
The SPME method was optimized using the PDMS fiber 100 um,
sample with pH 5, salt concentration 5%, volume of co-solvent 0%,
temperature 60 °C and 25 min of extraction. The methods were
validated according to the main analytical parameters of merit. The
results of the validation process showed excellent linearity ranges,
detection and quantification limits, accuracy and intra laboratory
precision for both evaluated methods. QUEChERS-GC/ECD was also
applied on 91 samples of apple, strawberry and tomato produced in the
State of Santa Catarina. Residues of at least one pesticide (> LOQ) were
found in 8 (27.6%) samples of apples, 12 (40.0%) samples of
strawberries and 17 (53.1%) samples of tomatoes. These results
emphasized the need for continued monitoring of the use of these
pesticides in fruits and vegetables.

Keywords: pesticides. Multivariate optimization. QUEChERS-
GC/ECD. SPME-HS-GC/MS. Fruits and vegetables.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento econdmico, social e
cientifico possibilitou a criagdo de novos recursos e/ou tecnologias para
0 uso na agricultura, objetivando o aumento da producéo e da qualidade
dos alimentos (RHODEN, 2005; ROCHA et al., 2010). Dentre essas
tecnologias destaca-se 0s agrotdxicos, definidos pela Organizacéo
Mundial da Saiude (OMS) como toda substancia capaz de controlar uma
praga que possa oferecer risco ou incomodo as populacdes e ao meio
ambiente (OMS, 2015).

Os agrotdxicos compreendem uma larga variedade de substancias
guimicas com diferentes grupos funcionais e, consequentemente, com
diferentes modos de acgdo, biotransformacdo e eliminacdo. Estas
substancias estdo divididas em mais de 100 grupos, sendo
organofosforados, carbamatos, organoclorados, piretroides,
sulfoniluréias, triazinas e dinitroanilinas os mais importantes (TOMLIN,
2000; GALLI et al., 2006). Apesar dos significativos beneficios
econdmicos associados ao emprego dos agrotoxicos, existe uma
preocupacdo crescente em relacdo aos seus efeitos adversos no
ambiente, tais como, contaminacdo dos recursos hidricos, impactos em
organismos ndo alvos e na salde humana (PRESTES, 2007;
DAMALAS, 2014).

O Brasil ¢ o lider mundial na aplicacdo de agrotdxicos na
agricultura (TEOPHILO et al., 2014). O pais consome 20% de todo o
agrotoxico utilizado no mundo (SINDAG, 2010), cerca de 936 mil
toneladas do produto sdo aplicadas anualmente nas lavouras
(ABRASCO, 2012). A utilizagdo intensa dos agrotdxicos associada a
grande variedade de substancias existentes, mais de 900 principios
ativos, indica que os riscos para a salde e ambiente ndo devem ser
negligenciados e devem ser estudados mais intensamente (COSTA,
2007; BESIL et al., 2015).

Segundo o Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(PARA/ANVISA), culturas como o tomate, 0 morango e a maca
possuem longo histérico de contaminacdo, estando entre o0s quinze
alimentos avaliados com maiores indices insatisfatorios de residuos de
agrotoxicos no Brasil e entre os dez no Estado de Santa Catarina
(ANVISA, 2012). O desenvolvimento de métodos analiticos mais
sensiveis e precisos para a determinacdo desses residuos torna-se de
fundamental importancia (BESIL et al., 2015).
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Métodos tradicionais de determinacdo de agrotoxicos envolvem
varias etapas de extracdo, purificacdo e concentracdo, que consomem
tempo e grandes quantidades de solventes. A complexidade das
amostras a serem analisadas e a exigéncia em determinar niveis cada vez
menores de concentracdo, tém demandado o desenvolvimento de novos
métodos para analise de residuos (LOPES, DOREA, 2003; BEYER,
BIZIUK, 2008; LI et al, 2011; WILKOWSKA, BIZIUK, 2011).
Métodos de extracdo rapidos, simples, baratos e que dispensam o alto
uso de solventes extratores vém sendo estudados como alternativa as
metodologias tradicionais.

ANASTASSIADES et al. (2003) reportaram um método rapido e
barato para a analise de residuos de agrotdxicos em frutas e vegetais, 0
método QUEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe). O método baseia-se na combinagdo da extracdo dos agrotoxicos
em micro-escala, com auxilio de um solvente organico, e posterior
limpeza através da técnica de extracdo em fase solida dispersiva (d-
SPE). Este destaca-se justamente pela simplicidade e economia na
execucdo, sem afetar adversamente a magnitude das recuperacbes dos
analitos (PAREJA et al., 2011; HANOT, GOSCINNY, DERIDDER,
2015). Desde o seu desenvolvimento, QUEChERS vém sofrendo
modificacdes e melhorias sendo atualmente 0 método mais pesquisado
para analise de agrotdxicos. A principal desvantagem do método esta na
baixa pré-concentracdo dos analitos no extrato, devido a propor¢do 1:1
entre a quantidade de amostra e o volume de solvente (DIEZ, TRAAG,
2006; PINTO et al., 2010; ZHANG, ZHANG, JIAO, 2014).

A Microextracdo em fase solida (SPME) foi introduzida por
ARTHUR e PAWLISZYN (1990) no inicio da década de 90, como um
método inovador de extracdo e pré-concentracdo de analitos. O método
é composto pelas etapas de absorcdo e desorcdo. A absor¢do combina
extracdo, isolamento e enriquecimento do analito em um passo Unico e
continuo. Por ser um método facil, simples, eficiente e seguro, pois
elimina a necessidade de solventes, SPME vem sendo largamente
aplicado na analise de amostras ambientais, de alimentos, forénsicas e
na éarea farmacéutica (QUINTEIRO et al, 2003; OUYANG,
PAWLISZYN, 2006).

O aprimoramento dos métodos analiticos de extracdo de
agrotoxicos pode ser obtido através de processos de otimizacdo
multivariada. A identificagdo das variaveis significativas e das
interacdes que ocorrem entre elas, possibilitam uma melhor resposta do
método, da razdo sinal-ruido e eliminacdo de possiveis interferéncias,
alcancando desta forma a méaxima eficiéncia de extragdo. Além disso, a
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otimizagdo multivariada economiza tempo, devido a necessidade de
poucos experimentos, e possibilita a avalicdo das interacBes entre as
variaveis em estudo, 0 que ndo € possivel quando um processo
univariado ¢ utilizado (MARTENDAL, BUDZIAK, CARASEK, 2007;
CALDAS et al. 2011).

Com base nisto, este trabalho teve como objetivo desenvolver e
validar dois métodos de determinagdo de agrotéxicos em amostras de
macd, morango e/ou tomate. Para isso, 0s métodos QUEChERS-
CG/ECD e SPME-HS-CG/MS foram avaliados estatisticamente através
de processos de otimizagdo multivariada. No método QUEChERS-
CG/ECD a proporcédo 1:1 entre a quantidade de amostra e o volume de
solvente foi pela primeira vez analisada, juntamente com outras
variaveis de extracdo. O método QUEChERS-CG/ECD otimizado foi
aplicado em amostras de magd, morango e tomate coletadas no Estado
de Santa Catarina.

A presente tese encontra-se estruturada na forma de capitulos,
onde o primeiro capitulo apresenta uma revisdo bibliografica da
literatura e os demais relatam os resultados desta pesquisa em formato
de artigos cientificos.

O Capitulo 1, que apresenta a revisdo bibliografica, o uso de
agrotéxicos na horticultura mundial e brasileira; os agrotoxicos em
estudo; métodos analiticos de extracdo e residuos; métodos
cromatogréaficos de deteccdo e quantificacdo; e o processo de validacao

No Capitulo 2, o método QUEChERS-CG/ECD foi otimizado de
forma multivariada para a determinacdo de residuos dos agrotoxicos
clorpirifés, dimetoato, malationa, mevinfés, pendimetalina, simazina,
trifluralina em amostras de magd, morango e tomate. O método foi
aplicado em amostras produzidas e comercializadas no Estado de Santa
Catarina.

No Capitulo 3, a otimizacdo multivariada e a validacdo do
método SPME-HS-CG/MS foram realizadas visando melhorar a
extracdo simultanea dos agrotoxicos em amostras de tomate.

Esta tese foi realizada em parceria com o setor de toxicologia do
Laboratério Central de Saide Publica do Estado de Santa Catarina
(LACEN-SC).






CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1 AGROTOXICOS

Agrotoxicos sdo definidos como qualquer substancia utilizada
com a finalidade de prevenir, destruir ou repelir, direta ou indiretamente,
qualquer forma de agente patogénico ou de vida animal ou vegetal, que
seja nociva as plantas e animais, seus produtos e subprodutos, e ao
homem (PERES, MOREIRA, 2003).

No Brasil (2002), o Decreto n° 4.074, que regulamenta a Lei n°
7802/1989, estabelece agrotoxicos e afins como produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na prote¢éo de florestas, nativas ou plantadas, e
de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substdncias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Existem atualmente cerca de 900 ingredientes ativos, utilizados
na formulacdo de agrotoxicos, registrados para uso especifico na
agricultura (BESIL et al., 2015). Destes, 350 contribuem com 98% dos
agrotoxicos mais utilizados, sendo que 80% deles sdo rotineiramente
empregados nas lavouras dos paises da América do Sul, especialmente o
Brasil (ANDEF, 2009), maior mercado mundial para esses produtos
(BASTOS et al. 2011). Nos anos de 2010 e 2011, 936 mil toneladas de
agrotoxicos foram comercializados no pais, sendo 833 mil toneladas
produzidas nacionalmente, e 246 mil toneladas importadas (ABRASCO,
2012).

Bombardi (2011) indica a intensidade do uso de agrotdxicos por
municipios no Brasil. Destacam-se 0s municipios da regido Sul e Centro
Oeste do pais, onde ha predominancia de monoculturas de soja, milho,
cana, citricos, algoddo e arroz (THEISEN, 2010). Mato Grosso é o
maior consumidor de agrotoxicos, representando 18,9%, seguido de S&o
Paulo (14,5%), Paranad (14,3%), Rio Grande do Sul (10,8%), Goias
(8,8%), Minas Gerais (9,0%), Bahia (6,5%), Mato Grosso do Sul (4,7%)
e Santa Catarina (2,1%) (IBGE, 2006; SINDAG, 2010; THEISEN,
2010).

Os agrotoxicos podem ser classificados em fungdo do tipo de
pragas que controlam, do seu modo de acdo, dos efeitos a salde e ao
meio ambiente, e do grupo quimico a que pertencem (SANCHES et al.,
2003). Quanto ao tipo de praga que combatem, sdo agrupados nas
seguintes classes: inseticidas (usados no controle de insetos), fungicidas
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(usados no controle de fungos), herbicidas (usados no controle de
plantas invasoras), desfolhantes (controle de folhas indesejadas),
fumigantes (controle de bactérias do solo), rodenticidas ou raticidas
(controle de roedores /ratos), nematicidas (controle de nematdides) e
acaricidas (usado no combate a &caros) (RIBAS; MATSUMURA,
2009). Os herbicidas representaram 45% do total de agrotdxicos
comercializados no Brasil, os fungicidas respondem por 14%, o0s
inseticidas 12% e as demais categorias de agrotoxicos 29% (ANVISA,
2012).

Em relacdo ao modo de acdo, os agrotdxicos podem atuar por
contato, quando o organismo alvo é atingido diretamente pela
substancia; por ingestdo, quando a substancia atua apds ser ingerida pelo
organismo alvo; ou sistémico, quando a substancia é absorvida por uma
parte da planta e translocada para todos os tecidos vasculares
(MARASCHIN, 2003). Seus efeitos para a salde e ao meio ambiente
estdo divididos pela legislagdo brasileira em quatro classes
toxicoldgicas, baseadas nos parametros de bioacumulacédo, persisténcia,
transporte, toxidade a diversos organismos, potencial mutagénico,
teratogénico e carcinogénico (BRASIL, 1996). A classe | (rétulo
vermelho) abrange os compostos considerados altamente tdxicos; a Il
(rétulo amarelo), os muito téxicos; a Il (rétulo azul), os toxicos; e a IV
(rétulo verde) os pouco tdxicos.

Quanto ao grupo quimico que pertencem, 0s agrotoxicos sao
classificados em inorgénicos: cujas composi¢des quimicas apresentam
arsénio, talio, bario, nitrogénio, fésforo, cadmio, ferro, selénio, chumbo,
cobre, mercdrio e zinco; e organicos: organoclorados, organofosforados,
carbamatos (nitrogenados), clorofosforados, piretréides e triazinas
(TOMLIN, 2000; JARDIM et al., 2009). Os compostos inorganicos nao
estdo sujeitos a degradacdo e quando utilizados como agrotdxicos
apresentam uma longa persisténcia como substancias téxicas. O grupo
dos organicos é composto tanto por agrotoxicos produzidos
naturalmente por certas plantas (agrotdxicos de origem vegetal), como
pelos produzidos pelo homem (agrotoxicos sintéticos) (MCKINLAY et
al., 2008).

Os agrotoxicos de origem vegetal, pouco utilizados na
agricultura, sdo de baixa toxicidade e de curta permanéncia no ambiente
(como o piretro contido no crisantemo e a rotenona extraida do timbo)
(DIMETRY, 2012), enquanto que o0s agrotoxicos sintéticos, mais
utilizados no mundo, além de persistirem por muitos anos nos
ecossistemas, contaminando-os, também trazem uma série de problemas
de saude para os seres vivos (DOS SANTOS et al., 2007).
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A contaminacdo pelo consumo de alimentos com altas
concentracBes de residuos de agrotdxicos é rara. No entanto, o efeito
cumulativo, oriundo desses residuos em baixos niveis, é responsavel por
diversos efeitos cronicos (ARAUJO et al., 2007; BASTOS et al., 2011).
Tais efeitos, estdo relacionados a possibilidade de associacdo entre a
exposicdo aos agrotéxicos e doengas como canceres (JOBIM et al.,
2010), endocrinopatias, neuropatias (WAISSMANN, 2007), sintomas
neuropsiquicos (GENIUS, 2008) e doencas degenerativas do sistema
nervoso central (COLOSIO et al., 2009).

Dessa forma para que o0s agrotoxicos sejam utilizados é
necessario que sejam seguidos padrdes toxicoldgicos considerados
seguros ao homem e aos animais de criagdo. O risco potencial que os
agrotéxicos oferecem aos consumidores, determinou que Limites Maxi-
mos de Residuos (LMR) fossem estabelecidos por agéncias
governamentais de diversos paises (STEPAN et al., 2005; JARDIM et
al., 2009). O objetivo principal é a garantia de que a populacdo, ao
consumir diariamente produtos cujos niveis de residuos de agrotdxicos
estejam dentro dos limites estabelecidos, ndo apresente problema de
salde (RIPLEY et al., 2000).

No Brasil, segundo o decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002,
gue regulamentou a lei n° 7.802/1989, o LMR é definido como a
guantidade maxima de residuo de agrotoxico oficialmente aceita no
alimento, em decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica,
desde sua producdo até o consumo, expresso em mg/kg (BRASIL,
2006). No ambito nacional os LMR s&o estabelecidos pelo Ministério da
Saude (MS) por meio da ANVISA. No ambito internacional o Codex
Alimentarium é o 6rgao regulador e pode ser utilizado no caso de
compostos com limites ndo estabelecidos pelos Orgdos brasileiros
(BASTOS et al., 2011).

O uso indiscriminado e ilegal de agrotoxicos na agricultura,
gerando alimentos com niveis de residuos superiores aos LMR,
apresenta como principais consequéncias: 0 aumento da exposi¢do do
trabalhador rural aos compostos tdxicos; e 0 risco para 0s consumidores
gue ingerem o alimento contaminado, e que tém este risco
potencializado & medida que esse agrotoxico é encontrado em um
nUmero maior de alimentos comercializados (ANVISA, 2010).

1.1 Agrotdxicos na producao de frutas e vegetais

A utilizacdo de agrotoxicos na horticultura é indispensavel como
meio de proteger as culturas das pragas e doencas visando assegurar as
producgdes. Nesse enfoque, ressalta-se que a qualidade do produto final,
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proveniente da colheita, é de vital importancia para o consumidor, que
aponta a aparéncia do produto como a caracteristica mais relevante no
momento da compra (TEIXEIRA et al., 2006; ZAWIYAH et al., 2007;
TREVISAN et al., 2014).

O problema esta no fato que residuos de agrotoxicos, depositados
sobre a superficie dos frutos, podem ndo ser posteriormente removidos.
A remogéo dependende da natureza da fruta, do tipo e da quantidade de
agrotoxico que foi pulverizada durante o cultivo, ou seja, da
concentracdo residual (OLIVEIRA, TOLEDO, 1995; COSTA et al.,
2002).

Culturas com ciclo de desenvolvimento mais longo como a maca,
0 morango, a goiaba, a uva, o péssego, 0 mamao, o figo, a péra, o0 meldo,
nectarina e o tomate recebem um ndmero maior de pulverizacbes de
agrotoxicos durante o cultivo, sendo considerados alimentos de alto
risco de contamina¢do (RHODEN, 2005). Além disso, este tipo de fruto
é geralmente consumido com a ingestdo da casca, as vezes sem lavagens
adequadas, 0 que expBe as pessoas aos riscos de contaminagdo com
residuos de agrotdxicos (JARDIM et al., 2009). Esta situacdo, aliada ao
incentivo do consumo diario de frutas “in natura”, remete a necessidade
de monitoramento de residuos de agrotdxicos na horticultura e demais
produtos destinados ao consumo humano (CHEN et al., 2011).

No Brasil existem dois programas de monitoramento de residuos
em alimentos: o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento e o Programa de Anélise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (PARA) coordenado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (JARDIM, CALDAS, 2012).

O PARA foi iniciado em 2001 com o intuito de monitorar a
qualidade dos alimentos produzidos e consumidos no Brasil. Baseado
nos dados de consumo obtidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) e no uso intensivo de agrotoxicos em determinados
cultivos, o PARA vem monitorando desde entdo 18 alimentos: abacaxi,
alface, arroz, batata, beterraba, cebola, cenoura, couve, feijao, laranja,
macd, mamao, manga, morango, pepino, pimentdo, repolho e tomate.
Segundo dados do programa, o maior problema no uso de agrotoxicos
no Brasil ndo estda na forma de aplicacdo dos produtos e sim na
utilizacdo de agrotdxicos ndo autorizados para as culturas analisadas.
Entre 2009 e 2012 os principais grupos quimicos encontrados de forma
irregular foram os organofosforados, piretroides, clorociclodienos,
metilcarbamatos de  oxima, benzimidazéis, dicarboximidas,
dimetilditiocarbamatos e triaz6is (ANVISA, 2015).
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Segundo Jardim e Caldas (2012), dentre os alimentos avaliados
pelos programas citados acima, pimentdo, macd, mamdo papaya €
morango foram as amostras com maiores contaminacdes por residuos de
agrotoxicos entre 0s anos de 2001 e 2010. O tomate aparece logo abaixo
com a deteccdo de multirressiduos em grande parte das amostras
analisadas.

1.1.1 Maca

A maca é a quarta fruta mais produzida no mundo, atrds
apenas da banana, laranja e da uva (BHUSHAN et al., 2008;
MAHAWAR et al., 2012). No Brasil, o cultivo de macd em escala
comercial foi iniciado a partir da década de 1970, tendo atualmente o
predominio de trés espécies cultivadas, gala, fugi e golden delicious,
principalmente na regido sul do pais. Santa Catarina é o Estado de maior
producdo nacional, sendo responsavel por aproximadamente 46% das
macas brasileiras, com 629.437 toneladas produzidas em 2013/2014. A
producdo esta concentrada nas microrregifes geograficas de Campos de
Lages (69,77%), Joacaba (22,45%), Curitibanos (6,6%), Canoinhas
(1,1%), Rio do Sul (0,1%) e Tubardo (0,02%) (VIEIRA, JUNIOR,
2014).

Do total de macés produzidas no Brasil, 70% sdo destinadas ao
consumo in natura, comercializadas especialmente via Centrais de
Abastecimento S/A (CEASA) e grandes supermercados. Os 30%
restantes sdo reservadas a agroindlstria e consumidas na forma de
produtos processados, como sucos, purés, geleias, doces, sidras,
vinagres, cha, polpas desidratadas e em alimentos para bebés (BRDE,
2011). Apesar das magas serem vendidas durante todo o ano, 0 periodo
de safra é somente entre janeiro e abril. Apds esse periodo, a maioria das
macas comercializadas no mercado brasileiro é importada de outros
paises, como a China (JARDIM et al., 2009).

No cultivo de magés, os agrotéxicos sdo utilizados para eliminar
a presenca de insetos que sdo atraidos pela cor e a dogura da fruta
comprometendo a producdo e provocando depreciagdo na qualidade e
valor comercial do produto (KOVALESKI, RIBEIRO, 2003;
MANZONI et al., 2006; SANTOS, WAMSER, 2006; TICHA et al.
2008). O manejo para o controle desses insetos é bastante dificultado,
em razdo de seus habitos e comportamento. O controle geralmente ¢é
realizado nas etapas de pré-colheita e armazenamento (TICHA et al.,
2008), por meio de inimeras aplicagbes de inseticidas, herbicidas e
fungicidas de amplo espectro, principalmente organofosforados como o
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clorpirifés e a malationa (BOTTON et al., 2000; SINGH et al. 2009),
além de fenitrotiona, fosmete, metidationa, captam e mancozebe
(JARDIM et al., 2009).

1.1.2 Morango

O Brasil ainda ndo esta entre os principais produtores de morango
do mundo, porém o pais é o quarto em produtividade da fruta, com 30
toneladas ha™* (REISSER JUNIOR et al., 2014), e comeca a se destacar
devido as condi¢des ambientais favoraveis ao cultivo e pela producédo
em quase todos os meses do ano (COCCO, 2010).

A producdo brasileira de morango estd em torno de 105 mil
toneladas ano™, cultivadas numa é4rea de aproximadamente 4.000 ha
(REISSER JUNIOR et al., 2014). Esta producdo é praticamente toda
voltada para o mercado interno, sendo a maioria destinada ao consumo
“in natura” e o restante industrializadas de diversas formas (COCCO,
2010). Sua colheita ocorre entre abril e setembro, com ponto alto da
safra entre os meses de julho e agosto. No entanto, a época recomendada
para o consumo da fruta é entre junho e outubro, quando o cultivo
nacional esta no auge (CAMARGO FILHO, CAMARGO, 2009).

O Estado de Minas Gerais constitui 0 maior po6lo produtor,
seguido de Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo,
Espirito Santo, Distrito Federal, Bahia e Ceara (REETZ et al., 2015).
Em Santa Catarina, 0 morango é cultivado principalmente nos
municipios de S&o Jodo do Sul, Rancho Queimado, Aguas Mornas,
Angelina e Sao Joaquim. Toda a oferta produzida no Estado destina-se
ao mercado interno onde sdo comercializados exclusivamente na forma
“in natura”. Os principais cultivares utilizados sdo: Camarosa, Dover,
Chandler, Campinas e Oso Grande (SATO, ASSUMPCAO, 2002;
BRUGNARA et al., 2013).

Por ser uma planta susceptivel a doencas e pragas, como acaros €
pulgBes, 0 morango pode receber em média 45 pulverizagbes de
agrotéxicos, principalmente da classe dos inseticidas e fungicidas
(BERBARI et al., 1998; DAROLT, 2001; UENO, 2004). A
apresentacdo de frutos verdes e outros maduros no mesmo pé é uma
caracteristica do morangueiro. Isto dificulta o cumprimento do periodo
de caréncia no uso de agrotdxicos pelos produtores e facilita 0 acimulo
dos residuos quimicos. Além disso, o rapido amadurecimento e a
impossibilidade de descascar a fruta acentuam o problema para o
consumidor (DAROLT, 2001).
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Dessa forma o uso exagerado de agrotoxicos vem transformando
0 morango num vildo perante os consumidores. O morango esta entre os
alimentos que tiveram os maiores indices insatisfatdrios de residuos de
agrotéxicos em 2012 (ANVISA, 2015). As amostras apresentaram a
presenca tanto de ingredientes ativos ndo autorizados para uso, quanto
de concentragdes de agrotoxicos superiores aos LMR permitidos pela
legislacdo. Os agrotdxicos mais detectados nas amostras foram: fosmete,
captana, clorotaloni, clorpirifés, metamidofos, acefato e dimetoato
(ANVISA, 2015).

1.1.3 Tomate

Hortalica mais consumida no mundo, o tomate constitui um fruto
originario dos paises andinos, desde o norte do Chile até a Colémbia.
Pertence a familia das solandceas, como o pimentdo, o jild, a berinjela e
a batata (MELO et al., 2012). Pode ser consumido tanto fresco como
processado, sendo uma fonte diaria de carotendides (licopeno e B-
caroteno), acido ascérbico e uma série de compostos fendlicos e sais
minerais como potassio e magnésio (CAMPBELL et al., 2004;
CHANFORAN et al., 2012).

Quanto ao tipo de cultivo, o tomate pode ser dividido conforme
seu habito de crescimento em “estaqueado” (de mesa) ou “rasteiro”
(industrial). No estaqueado, as plantas apresentam porte maior e
necessitam de suporte para o crescimento, sendo preferido para o
consumo “in natura”. No rasteiro, as cultivares sdo de porte baixo e ndo
necessitam de suporte, sendo mais utilizado para a indlstria (REIS
FILHO, 2002; LATORRACA et al., 2008).

No Brasil o tomate esta entre as hortalicas de maior producdo e
comercializacdo. O pais € o principal produtor de tomate da América do
Sul, seguido pelo Chile e pela Argentina (MELO, VILELA, 2004;
SECEX, 2010). Santa Catarina esta entre os seis principais produtores
de tomate do pais, tanto em produgdo, como em produtividade. A
cultura se desenvolveu no Estado a partir da década de 80. Atualmente
as cultivares mais produzidas sdo Santa Cruz e Longa Vida, ambas para
0 consumo in natura, destinado ao mercado interno. O oeste Catarinense
detem 64% da produgdo estadual, seguido da regido da Grande
Floriandpolis 15% e da regido Serrana 12%. O Vale do Itajai, Norte
Catarinense e Sul Catarinense representam juntos os outros 8%
(EPAGRI/CEPA, 2011).

O tomate é um fruto de vida util limitada e um curto periodo
natural de maturacdo (CHANFORAN et al., 2012). Devido a sua
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perecibilidade natural, o cultivo exige grandes quantidades de adubos
guimicos e defensivos agricolas, chegando a se fazer, normalmente,
pulverizacBes a cada trés dias, desde a emergéncia das plantas até a
colheita. Estes agrotdxicos quando utilizados de modo inadequado, tem
como consequéncia a contaminacdo do fruto, da planta e do solo, este
Gltimo, podendo contaminar as culturas posteriores (SARAIVA, 2004;
LATORRACA et al., 2008).

Segundo o PARA 2011/2012 os seguintes agrotdxicos foram
encontrados acima dos LMR em amostras de tomates no Brasil:
deltametrina, esfenvalerato e permetrina; e 0s agrotéxicos nao-
autorizados: endossulfam, imazalil, clorpirifés, metamidofés e
fenvalerato (ANVISA, 2015).

1.2 Agrotdxicos estudados

Os agrotdxicos selecionados para este trabalho pertencem aos
grupos quimicos dos organofosforados (clorpirifés, dimetoato,
malationa e mevinfos), dinitroanilinas (pendimetalina e trifluralina) e
triazinas (simazina) (Tabela 1).

Os compostos deste grupo possuem em sua estrutura um atomo
central de fdsforo pentavalente ligado a um atomo de oxigénio ou
enxofre, por uma dupla ligagdo (GALLI et al., 2006). Aqueles que
possuem a ligacdo P=S convertem-se dentro do organismo em
moléculas correspondentes com uma ligacdo P=0. Estas moléculas sdo
mais toxicas, porém, tém menor estabilidade e capacidade de penetracdo
nos tecidos. No meio ambiente, o oxigénio do ar altera as ligagGes P=S
para P=0 e as moléculas de agua provocam o rompimento da dupla
ligacdo, dando lugar a substancia atoxicas como &cido-fosforico, seus
ions e alcoois (BAIRD, 2002; PEREIRA, 2014).
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Os nitroagrotdxicos sdo compostos que apresentam em sua
estrutura o grupo nitro e, normalmente, sdo muito toxicos. Os principais
nitroagrotoxicos sdo divididos em quatro grupos béasicos:
nitrorganofosforados, derivados de nitrofenol, derivados de
dinitroanilinas e nitrorganoclorados (GARRIDO et al., 2004). Os
herbicidas do grupo das dinitroanilinas, em geral, sdo sensiveis a
radiacdo ultravioleta, possuem volatilidade mediana e sdo pouco
lixiviaveis (DEUBER, 1992). A alta persisténcia no solo como
consequéncia da sua baixa mobilidade, € a principal caracteristica destes
compostos (CALDERON et al., 1999). A trifluralina é um exemplo de
dinitroanilina, empregada em alimentos como cenoura, abdbora e
tomate (GALLI et al., 2006).

As triazinas compreendem cerca de 30% da producdo mundial
de agrotdxicos (GALLI et al., 2006). Estes sdo amplamente conhecidos
pelo uso no controle de ervas daninhas, em razdo da sua capacidade em
inibir a fotossintese (COLLA et al., 2008). Os herbicidas triazinicos
possuem um anel heterociclico de seis membros onde os atomos de C e
N sdo simetricamente localizados e os substituintes das posicOes 2, 4 e
6, constituem o diferencial entre as varias formulagfes disponiveis
comercialmente. Durante a determinacdo cromatografica, as triazinas
apresentam um ou mais picos, referentes a reducdo das formas mono- e
di- protonadas. Estes picos podem ser utilizados para a deteccdo do
composto em diferentes amostras (GALLI et al., 2006).

Dentre as triazinas mais utilizadas para uso em alimentos esta a
simazina (2 cloro-4,6 bis-etilamina-1,3,5 triazina), utilizada desde 1955
como controlador da germinacdo de pestes nas culturas de milho, soja,
batata, alho, entre outras. A simazina tem se acumulado extensivamente
no ambiente em virtude de seu uso por mais de 60 anos e de sua
estrutura dificilmente biodegradavel (KODAMA et al., 2001).

2 METODOS DE EXTRAGCAO DE RESIDUOS

Nos Gltimos anos, a preocupacdo com a seguranca alimentar,
provocou um rapido desenvolvimento de métodos analiticos,
necessarios para a determinacao de residuos de agrotéxicos em produtos
agricolas (HOGENDOORN, ZOONEN, 2000; LUTHJE, 2005). A
complexidade da matriz desses produtos e as concentragbes muito
pequenas do analito, exigiram etapas prévias de preparo e concentra¢do
das amostras (PIZZUTTI, 2007), antes de serem levadas a separa¢do
cromatografica e determinagao (PICO et al., 2004).
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O preparo da amostra € uma das etapas mais criticas da analise
guimica e consiste na extracdo e no isolamento dos analitos de interesse,
deixando-os livres de interferentes (LANCAS, 2004). A maioria dos
métodos de extragdo convencionais envolve grandes quantidades de
solventes organicos, sozinhos ou misturados com &gua, pelo uso de
homogeneizadores, misturadores ou sonicadores. Além disso, sdo
procedimentos caros e laboriosos, que demandam tempo, grande custo
de material e geram uma enorme quantidade de residuos tdxicos
(LEHOTAY, 2002; KUMAY et al., 2010).

De acordo com Hercegova et al. (2007), um método de preparo
de amostra deve incluir classes diferentes de compostos em um mesmo
ensaio, recuperagdes proximas a 100% de um grande ndmero de
residuos, remover os possiveis interferentes da amostra, possuir boa
precisdo e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade de execucdo e
seguranca (utilizar pequenos volumes de solventes de baixa toxicidade).

Métodos de extracdo recentes como 0 QUEChERS
(ANASTASSIADES et al.,, 2003), microextracdo em fase sélida
(SPME) (LAMBROPOULO et al., 2007), extracdo com fluido
supercritico (NORMAN, PANTON, 2001), extracdo assistida por
microondas (MAE) (CHEN et al., 2002), extracdo com liquido
pressurizado (PLE) (KUMAR et al., 2010), dispersao da matriz em fase
sélida (MSPD) (LOPEZ, DOREA, 2003) e extracio por sorcio em barra
de agitacdo (COSTA, 2007), possuem uma série de vantagens, como a
reducdo do tempo de extragdo, diminuigdo total ou parcial do uso de
solventes organicos e eficiéncia elevada (PRESTES et al., 2009;
KUMAR et al., 2010).

2.1 Método QUEChERS

O método QUEChERS (do inglés, quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe) é um dos mais recentes métodos de extracdo de
multirresiduos de agrotoxicos que vém sendo pesquisado e aprimorado
atualmente. Esse método foi introduzido por Anastassiades et al. (2003)
com o objetivo de gerar um procedimento moderno e dindmico, que
pudesse ser aplicado em qualquer laboratério, devido a simplificagdo ou
corte de etapas lentas, trabalhosas e impraticaveis (PIZZUTTI et al.,
2007).

Originalmente a metodologia consiste na extragdo inicial com
acetonitrila (MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004), seguido de particdo
liquido-liquido pela adicdo da mistura de sulfato de magnésio anidro
(MgSOy,) e cloreto de so6dio (NaCl), e da etapa de purificagcdo, onde o
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extrato € misturado com uma quantidade de sorvente (Extracdo em Fase
Solida Dispersiva (d-SPE)). O uso da mistura de MgSO,4 e NaCl facilita
a remocdo de uma quantidade significante de componentes polares da
matriz (SCHENCK et al., 2002) e a deteccdo e quantificacdo final do
analito, que pode entdo ser feita por cromatografia gasosa (GC) ou
cromatografia liquida (LC).

Segundo Wilkowska, Biziuk, (2011) e Braganca et al. (2012) nos
estudos iniciais de desenvolvimento do QUEChERS original, um
numero limitado de agrotdxicos foram avaliados por Anastassiades et al.
(2003) e Lehotay et al. (2005), com excelentes resultados. No entanto,
experimentos posteriores mostraram que dependendo do pH da matriz
alguns agrotdxicos possuiam menor estabilidade resultando em
diminuigdo do percentual de recuperacdo destes compostos. Os autores
perceberam que ao realizar a extracdo em pH 5 obtinham o equilibrio
ideal para alcancar recuperagdes aceitaveis de todos os agrotoxicos
(LEHOTAY et al.,, 2010). A partir disso, duas novas versdes de
QUEChERS foram publicadas, 0 método da AOAC 2007.01, no qual
uma solucdo de &cido acético 1% e acetato de sodio anidro
(CH3COONa) sdo adicionados ao solvente de extracdo acetonitrila
(AOAC, 2007), e 0 método da Norma Européia EN 15662 que inclui o
cloreto de sddio (NaCl) e tampdo citrato em solvente acetonitrila (EN
15662, 2007).

As vantagens do método e suas variacoes incluem rapidez (6 a 12
extracdes podem ser preparadas num periodo de 20 a 30 minutos),
simplicidade (pode ser executado por uma Unica pessoa sem necessidade
de formacdo técnica), confiabilidade (alcanca recuperacdes elevadas,
superiores a 85%, e resultados muito precisos), robustez (cobre um
amplo espectro de agrotoxicos extraidos, incluindo agrotéxicos com
carater acido, basico e aqueles muito polares), baixo custo (ocupa pouco
espaco de bancada podendo ser realizado em laboratérios pequenos,
utilizando poucos equipamentos, vidrarias e reagentes baratos), e baixo
consumo de solventes e geracdo de residuos (SCHENCK, HOBBS,
2004; PIZZUTTl et al., 2007; PAREJA et al., 2011; LEHOTAY, 2011).

Apesar de ter sido desenvolvido para extragdo de agrotdxicos em
frutas e vegetais, a metodologia QUEChERS tem evoluido para um
modelo flexivel com utilizacdo em diversas areas de pesquisa e
aplicacdo em diferentes compostos (LEHOTAY et al., 2010). Além da
andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos (SCHENK, HOBBS,
2004; LEHOTAY et al., 2005; DIEZ et al., 2006; LOOSER et al., 2006;
GARCIA-REYES et al, 2007; LESUEUR et al, 2008;
KOESUKWIWAT et al., 2008; LI et al., 2009, CIESLIK et al., 2011,
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GILBERT-LOPEZ et al., 2010; MASTOVSKA et al., 2010; JEONG et
al., 2012) o conceito QUEChERS foi utilizado para hidrocarbonetos
policiclicos aroméaticos (RAMALHOSA et al., 2009), residuos de drogas
veterinarias (STUBBINGS, BIGWOOD, 2009; KEEGAN et al., 2009),
drogas no sangue (PLOSSL et al., 2006), poluentes do solo (PINTO et
al., 2010), tabaco (LEE et al., 2008), entre outros.

2.3 Microextragdo em Fase Sélida (SPME)

A microextracdo em fase solida (SPME) foi primeiramente
relatada por Arthur e Pawliszyn em 1990 (ARTHUR, PAWLISZYN,
1990). Introduzido para analise de compostos relativamente volateis na
area ambiental, o0 método vem sendo empregado com sucesso em uma
grande variedade de matrizes: gasosas, liquidas ou sélidas, e para a
andlise de compostos volateis e ndo-volateis com aplicagdes na area da
fisico-quimica, ambiental, farmacéutica, forense e em alimentos
(PAWLISZYN, 1999; GONZALEZ-BARREIRO et al, 2000;
LAMBROPOULOU et al., 2002; CARABIAS-MARTINEZ et al., 2003;
KOMATSU et al., 2004).

Na sua forma original, o método SPME baseia-se em dois
estagios de separacgdo: a particdo dos analitos entre a matrix da amostra
e um polimero de revestimento, e posterior dessor¢do térmica dentro do
instrumento de analise (BELTRAN, 2000). Para tanto, um bastdo de
fibra Optica, de silica fundida, recoberta com um filme fino de um
polimero ou de um adsorvente sélido, é empregado. Esta fibra Optica
atua como fase extratora, sendo acondicionada dentro de uma agulha de
microseringa, para a extracdo dos analitos (Figura 2). A microseringa é
usada para possibilitar a introducdo da fibra no cromatdgrafo, e protegé-
la enquanto néo estiver em uso (LANCAS, 2008).

A extracdo pode ser feita por imersdo direta, mergulhando a fibra
diretamente na amostra e permitindo que ocorra a parti¢do dos analitos
entre a matriz e a fibra (sistema duas fases), ou através da técnica de
“headspace”, na qual a amostra ¢ freqiientemente aquecida e a fibra
entra em contato com o vapor, componentes volateis, em equilibrio com
a amostra (sistema trés fases) (PAWLISZYN, 1997). Ap0s a extragdo, a
fibra contendo os analitos é retirada da amostra e inserida no injetor de
um cromatografo a gas (Figura 3), onde os analitos sdo termicamente
dessorvidos sob o fluxo do gas de arraste e carregados para a coluna
cromatografica (HERNANDO, 2002; QUINTEIRO et al, 2003), ou em
um cromatografo liquido de alta performance (HPLC, do inglés High-
performance liquid chromatography), no qual os analitos s&o
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dessorvidos pela fase movel (NEGRAO, ALPENDURADA, 1998;

LORD, PAULISZYN, 2000).

Figura 1 - Dispositivo da fibra de SPME
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Fonte: VALENTE, AUGUSTO (2000), QUINTEIRO et al. (2003).
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Figura 2 - Processo de SPME, pela técnica de imersdo direta, headspace, e
dessor¢do do material extraido pela analise em CG
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Fonte: VALENTE, AUGUSTO (2000).

Apesar de estar disponivel comercialmente, a técnica de SPME
ainda continua em fase de desenvolvimento. Segundo Beltran (2000),
Casas et al. (2006) e Olivares (2006) no desenvolvimento de processos
especificos de extracdo de agrotdxicos utilizando a SPME é necessario a
otimizagdo de diferentes tipos de varidveis tanto do estagio de parti¢do
quanto do estagio de dessor¢do, como: tipo de revestimento da fibra,
tempo de extracdo, agitacdo, pH, concentracdo de sal, temperatura e
tempo de dessorcdo. Essas varidveis sdo alteradas conforme o tipo de
agrotoxico estudado e a amostra da qual se quer extrai-lo.

As primeiras fibras desenvolvidas para utilizagdo em SPME
foram as revestidas com Polidimetilsiloxano (PDMS) e Poliacrilato
(PA) (BELTRAN, 2000). Atualmente existem inimeros revestimentos
comercialmente disponiveis, cobrindo uma ampla gama de polaridades,
diversas espessuras e temperaturas de dessorcdo. A escolha vai depender
da natureza quimica do composto em estudo, além de sua polaridade e
volatilidade (MESTER et al. 2001). Sdo exemplos de fibras: PDMS
(apolar, 100, 30 e 7 um de espessura), PA (polar, 85 pum de espessura),
Carbowax-Polietileno Glicol (PEG) (polar, 60 pum de espessura),
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Polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS/DVB) (polar, 65e 60 pum de
espessura), Carboxen-PDMS (CAR/PDMS) ( 75 e 85 um de espessura),
Carbowax-resina template (CW/TPR) (polar, 50 um de espessura) e
Divinilbenzeno-carboxen-PDMS (DVB/CAR/PDMS) (ampla faixa de
polaridade, 30 e 50 um de espessura) (SIGMA-ALDRICH, 2012).

O tempo de extracdo esta relacionado com o periodo necessario
para que seja estabelecido o equilibrio dos analitos entre as fases de
recobrimento da fibra (estaciondria) e a amostra. Sendo a SPME um
processo de particdo, a quantidade maxima a ser extraida sera atingida
quando o equilibrio for estabelecido. Para os compostos que possuem
coeficientes de particdo menor, o tempo para alcangar tal equilibrio é
mais longo e a agitacdo constante da amostra faz-se necesséria. A
agitacdo incrementa a taxa de transferéncia de massa e abrevia o0 tempo
de extragdo. A otimizacdo destes parametros é de fundamental
importancia para assegurar a boa reprodutibilidade do método
(ALPENDURADA, 2000).

O pH da amostra, assim como o teor de sal, é crucial para um
bom resultado na SPME. Isto é explicado teoricamente pelo equilibrio
da extracdo estar correlacionado com o equilibrio acido-base. Assim
compostos basicos poderdo ser melhor extraidos em solugdes basicas,
enquanto compostos acidos devem ser extraidos em solucBes acidas
(ULRICH, 2000). A adicao de sais, como cloreto de sodio (NaCl) ou
sulfato de sédio, aumenta a forca ibnica da amostra submetida a
extracdo. Isto faz com que a solubilidade dos compostos organicos
diminua, aumentando o coeficiente de particdo. A ocorréncia do salting-
out pode interferir também no efeito do pH sobre a extracdo da amostra
(ALPENDURADA, 2000). No entanto, altas concentracdes de sal
podem resultar em efeitos negativos para a estabilidade da fibra,
dependendo do tipo de revestimento utilizado (BELTRAN, 2000), ndo
sendo recomendado a adi¢do de mais de 10% de NaCl (ULRICH, 2000).

Aguirre-Gonzélez et al. (2011) indicaram o efeito da temperatura
sobre a extracdo dos analitos. Segundo estes, aumentando a temperatura
da amostra, aumenta-se também o coeficiente de dissociacdo dos
analitos, e dessa forma diminui-se o tempo para que o equilibrio entre as
fases seja atingido. Porém, neste processo o coeficiente de distribuicéo
revestimento/amostra também diminui, o que dependendo do grau do
aumento dessa temperatura, pode resultar numa diminuicdo da
guantidade de analito extraido ao alcangar o equilibrio, caracterizando
perda de sensibilidade.

Estudos utilizando SPME para a extragdo de agrotdxicos em
alimentos, mostram a alta seletividade, sensibilidade, precisdo e



44

recuperacdo do método para amostras de sucos de frutas e vegetais
(FILHO et al., 2010). A adaptacdo da metodologia, que inicialmente era
empregada apenas em matrizes liquidas, vem permitindo a aplicagéo da
técnica com eficiéncia também em alimentos solidos, sem etapas de
purificacdo e tratamentos adicionais (BEYER, BIZIUK, 2008).

3 METODOS CROMATOGRAFICOS

A cromatografia é uma técnica de separacdo fisica, fundamentada
na migracdo dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a
diferentes interacdes entre duas fases imisciveis: fase estacionéria e fase
mével. Nesta, um fluido insolGvel percola através da fase estacionaria,
de grande area superficial, ocorrendo a separacdo (LANCAS, 2004;
HARRIS, 2003). A grande variedade de combinacdes entre as fases
torna a cromatografia extremamente versatil e de grande aplicagdo,
podendo ser utilizada para a identificacdo, purificacdo e separacdo de
compostos (COLLINS et al. 1993).

As técnicas cromatograficas podem ser classificadas quanto ao
mecanismo de separacdo, a fase utilizada e ao tipo de superficie na qual
a separagdo ocorre (LANCAS, 2004). A classificagdo mais popular no
momento, de acordo com a natureza fisica da fase mdvel é apresentada
na Figura 4, onde: GSC (Gas Solid Chromatography) — Cromatografia
gas-sélido, GLC (Gas Liquid Chromatography) — Cromatografia gas-
liquido, LSC (Liquid Solid Chromatography) — Cromatografia liquido-
s6lido, BPC (Bonded Phase Chromatography) — Cromatografia de fase
ligada, BPC-RP (Reverse Bonded Phase Chromatography) -
Cromatografia de fase reversa, BPC-NP (Normal Bonded Phase
Chromatography) — Cromatografia de fase normal, IEC (lon Exchange
Chromatography) — Cromatografia de troca iénica, SEC (Size-Exclusion
Chromatography) — Cromatografia de exclusdo molecular, GPC (Gel
Permeation Chromatography) - Cromatografia de permeacdo em gel,
GFC (Gel Filtraction Chromatography) — Cromatografia de filtragdo em
gel, TLC (Thin Layer Chromatography) — Cromatografia em camada
delgada e PC (Paper Chromatography) — Cromatografia em papel.
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Figura 3 - Classificagéo das técnicas cromatogréficas de acordo com a natureza
fisica da fase mével.
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Fonte: LANCAS (2008).

Segundo Hernandez et al. (2006), Romero-Gonzales et al. (2006)
e Lancas (2008) a cromatografia gasosa vem sendo utilizada desde os
anos 70 para a analise de compostos volateis, de baixa e média
polaridade, e termicamente estaveis nas temperaturas empregadas nas
analises. Além de possuir um alto poder de resolucdo o método é muito
atrativo devido a possibilidade de deteccdo em escala de nano a
picogramas.

Na cromatografia gasosa a separacdo dos componentes da
amostra ocorre através de uma fase gasosa mével sobre um sorvente
estacionario. A técnica pode ser dividida em duas categorias principais:
cromatografia gas-liquido, neste caso, ocorre a particdo de uma amostra
entre uma fase gasosa movel e uma camada delgada de liquido nao-
volatil que recobre um suporte inerte, e a cromatografia gas-solido que
emprega um sélido com grande area superficial como fase estacionaria.

Um sistema cromatografico a gas é formado pelas seguintes
unidades fundamentais: gas de arraste, injetor, coluna, forno, detector e
registrador. O gas de arraste tem como funcéo levar as moléculas da
amostra a ser separada do ponto de injecdo até o detector, passando pela
coluna onde ir& ocorrer a separacao. A coluna consiste de um tubo longo
gue contém a fase estacionaria, nesta a natureza do tubo e do suporte
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solido, o tipo e a quantidade da fase liquida, 0 método de recheio, o
comprimento e a temperatura sdo de total importancia para se ter a
resolucéo desejada (COLLINS et al., 1997; AQUINO NETO, NUNES,
2003).

O detector é o principal responsavel pela quantidade minima da
substancia a ser detectada, eles transformam variagdes na composicéo
do gas de arraste em sinais elétricos (PERES, 2002). Atualmente estdo
disponiveis diversos tipos de detectores: por condutividade térmica,
ionizagdo de chama, captura de elétrons, nitrogénio-fosforo, fotométrico
de chama, condutividade eletrolitica, micro coulombimétrico,
fotoionizacdo e espectrometria de massa (COSTA, 2007).

O Detector de Captura de Elétrons (ECD) é um detector seletivo,
responsavel pela identificacdo de haletos, nitratos, nitrilas, peroxidos,
anidridos e organometalicos (HARRIS, 2001). O principio de operacdo
deste detector estd baseado no monitoramento de uma corrente elétrica
gerada por elétrons emitidos por uma fonte radioativa. O gas de arraste
(N,) passa pelo detector e é ionizado por particulas betas emitidas de
uma ldmina que contém o isdtopo radioativo 63Ni. Os elétrons
produzidos neste processo sdo coletados em um anodo, gerando uma
corrente que é amplificada por um eletrdmetro, resultando a linha de
base. Moléculas do analito eluido da coluna, capazes de capturar
elétrons, diminuem esta corrente, gerando um sinal proporcional a sua
concentragdo (FOWLIS, 1995). O ECD tem grande popularidade dentre
os detectores devido a sua alta sensibilidade e utilidade para analise de
grande quantidade de compostos. E muito utilizado para anélise de
residuos de agrotéxicos (MIAO et al., 2013; SHEN et al., 2013; LIU et
al., 2015; PAZ et al., 2015), poluentes gerados em processos quimicos
(SURMA-ZADORA, GROCHOWALSKI, 2008; BOUWMAN et al.,
2015), drogas (SUCHARA et al, 2008) e outros compostos
biologicamente ativos.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrébmetros de massas
(MS), é uma das técnicas cromatograficas mais utilizadas (LEANDRO
et al., 2005). A facilidade do acoplamento das colunas cromatograficas
com estes detectores, além da disponibilidade de um banco de espectros
padrGes obtidos no modo de impacto de elétrons, ajudaram na
disseminacdo da técnica de GC-MS para a analise de residuos de
agrotoéxicos (PRESTES, 2007). A técnica permite que a determinagéo e
a confirmacdo de um grande nimero de compostos sejam feitas
simultaneamente, em um Unico instrumento e numa Unica corrida
cromatogréfica. Os baixos limites de deteccdo obtidos sdo consequéncia
da alta seletividade (FERNANDEZ-ALBA, 2005), o que permite a
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andlise de residuos de agrotoxicos a nivel de tracos na presenca de
interferentes provenientes da matriz (MARTINEZ-VIDAL, 2002).

4 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de um método constitui um processo continuo de
avaliacdo, desde a etapa de processamento, passando pelo
desenvolvimento e coleta dos dados, até 0 monitoramento constante de
sua aplicacdo (RIBANI et al., 2004). O objetivo é garantir que os
resultados gerados possuam a confiabilidade e rastreabilidade necessaria
para o fim que se propde (PRESTES, 2007).

Em geral, a validacdo de uma metodologia envolve a execucéo e
interpretacdo de uma série de experimentos planejados, a fim de avaliar
as caracteristicas do método (QUEIROZ, 2001). Dessa forma, todas as
varidveis devem ser consideradas, tais como a estratégia de amostragem,
preparacdo da amostra, deteccdo e avaliacdo dos dados (ZANELLA et
al., 2000).

A Unido Europeia formulou através da Dire¢do Geral de Salude e
Defesa do Consumidor (DG — SANCO), um guia com procedimentos
especificos para a validacdo de métodos de andlise de residuos de
agrotoxicos em alimentos e ragdo (Document N° SANCO/12495/2011).
Neste documento, a linearidade, o efeito matriz, o limite de
guantificacdo (LOQ), a especificidade, a exatiddo, a precisdo e a
robustez aparecem como principais pardmetros para a validagdo
satisfatéria de um novo método analitico. No entanto, 0 mesmo
documento destaca que um ndmero menor ou maior de parametros pode
ser avaliado caso os dados obtidos consigam demonstrar o desempenho
do método.

A linearidade é definida como a capacidade de um método
analitico gerar resultados proporcionais a concentracdo da espécie em
andlise, dentro de uma faixa analitica especificada (CHASIN et al.,
1998). Esta é determinada através das chamadas curvas de calibracdo,
que relacionam a resposta do equipamento em funcdo das diferentes
concentracBes do analito (LANCAS, 2004). A maioria dos autores
sugerem que no minimo 5 diferentes concentragfes do padrdo utilizado
devem compor a curva, enquanto outros propdem a utilizacdo de no
minimo 6 concentragdes diferentes para para cada analito (ISO/IEC
17025, 1999; SANCO, 2011; US-FDA, 2012; ANVISA, 2003).

Para a maioria das técnicas cromatograficas, uma relacéo linear
de primeira ordem é observada, podendo ser descrita pela equacdo de
regressdo linear y = ax + b, onde b é o coeficiente linear e a o
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coeficiente angular da curva (PIMENTEL, BARROS NETO, 1996).
Além dos coeficientes a e b, também é possivel calcular, a partir dos
pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r e o coeficiente de
determinacdo r2 (RIBANI et al., 2004). Valores de r iguais ou superiores
a 0,99 sdo recomendados. Os valores do coeficiente de determinagéo r?
sdo tidos como satisfatorios a partir de 0,98 (CHASIN et al., 1998).

O limite de deteccéo (LOD) é a menor concentracdo do analito
gue pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, dentro de
um nivel de confianca especificado ou que pode ser especificamente
diferente do ruido. O Limite de Quantificagdo (LOQ) constitui a menor
concentracdo da substancia em analise que pode ser quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental (LANCAS,
2004; RIBANI et al., 2004). LOD e LOQ séo geralmente expressos em
unidades de concentracdo e podem ser calculados utilizando trés
métodos diferentes: 0 método visual, 0 método relacdo sinal-ruido ou o
método baseado em pardmetros da curva analitica (CHASIN et al.,
1998). Em técnicas analiticas de separacdo, como as cromatograficas e
eletroforéticas, o0 método baseado nos parametros da curva analitica é o
mais utilizado (RIBANI et al., 2004).

A exatidao de um método é definida como sendo a concordancia
entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
convencionalmente verdadeiro. Esta é calculada como a porcentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra,
ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor aceito como
verdadeiro, acrescida dos intervalos de confianga (INMETRO, 2010).

A recuperacdo (ou fator de recuperagao) consiste na proporcao da
guantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na porcdo
analitica do material teste, que é extraida e quantificada (RIBANI et al.,
2004). Nos ensaios de recuperacdo solucdes do padrdo analitico de
interesse, de concentracdo conhecida, sdo adicionadas a matriz isenta do
analito e posteriormente extraidas e quantificadas. A porcentagem de
recuperacdo é calculada em funcdo da quantidade de analito
determinada pelo método. Séo aceitas recuperacdes na faixa de 70 % a
120 % (LANCAS, 2004; SANCO, 2011).

A precisdo avalia a concordancia entre varios resultados
analiticos obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2004), ou seja,
mede o quanto os resultados se assemelham entre si (LEITE, 2002;
COSTA, 2007). Pode ser medida por meio do desvio-padrdo relativo
(RSD) ou coeficiente de variacdo (CV), resultante da injecdo, em
cromatografia, de pelo menos cinco replicatas de padrfes analiticos.
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Métodos que quantificam compostos em macro quantidades requerem
um RSD de 1 a 2%, enquanto que para métodos de analise de tracos ou
residuos, sdo aceitos RSD de até 20% (RIBANI et al., 2004). A precisao
pode ser determinada em termos de repetitividade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade.

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de
medicBes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas
condicdes de medicdo, chamadas condicfes de repetitividade: mesmo
procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as
mesmas condi¢Bes; mesmo local e repeticbes em um curto intervalo de
tempo (INMETRO, 2010).

A robustez mede a sensibilidade que o método apresenta em face

de pequenas e deliberadas variacbes (SOARES SOBRINHO et al.,
2005). Pode-se, portanto, afirmar que um método possui uma robustez
intrinseca, quando variages ocorrem sem causar alteracéo significativa
nos resultados (RIBANI et al., 2004).
Em métodos de extracdo e determinacdo cromatografica a robustez pode
ser avaliada, por exemplo, pela variagdo de pardmetros como a
concentracdo do solvente orgénico, pH e concentracdo salina da
amostra, programacdo da temperatura, natureza do gas de arraste em
CG, bem como o tempo de extracdo, agitacdo, etc. As mudangas
introduzidas refletem as alteragdes que podem ocorrer quando um
método é transferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos
(RIBANI et al., 2004).






CAPITULO 2

OTIMIZACAO MULTIVARIADA DO METODO QUECHERS-
CG-ECD E INVESTIGACAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS
EM MACAS, MORANGOS E TOMATES PRODUZIDOS NO SUL
DO BRASIL
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Culturas como magé, morango e tomate estdo entre os alimentos
de maior contaminacdo por uso de pesticidas no Brasil. Pensando nisso,
a otimizacdo multivariada do método QUEChERS, acoplado ao CG-
ECD, foi proposta a fim de investigar os niveis de residuos dos
pesticidas clorpirifés, dimetoato, malationa, mevinfds, pendimetalina,
simazina e trifluralina em macés, morangos e tomates produzidos no
Estado de Santa Catarina, sul do Brasil. O processo envolveu 0s
planejamentos fatorial completo 2* e Doehlert seguido de validagdo do
método modificado e aplicacdo em 91 amostras coletadas durante os
anos de 2010 e 2011. As modificacdes realizadas no método
proporcionaram aumento de detectabilidade e valores satisfatérios de
linearidade, precisdo e exatiddo. Nas amostras, residuos de pelo menos
um pesticida (= LOQ) foram encontrados em 8 (27.6%) amostras de
magcas, 12 (40.0%) morangos e 17 (53.1%) tomates. Os resultados
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indicaram a necessidade de monitoramento continuo para o uso destes
pesticidas em frutas e vegetais.

Apple, strawberry and tomato are among the foods with higher
contamination for pesticide use in Brazil. Thereby, a multivariate
optimization of the QUEChERS method coupled to GC-ECD was
proposed to investigate the level of pesticides residues clorpyrifos,
dimethoate, malathion, mevinphos, pendimethalin, simazine and
trifluralin in apple, strawberries and tomatoes produced in Santa
Catarina state, South of Brazil. The process involved a two-level full
factorial and Doehlert designs followed by validation of the modified
method and its application in 91 samples collected during the years 2010
and 2011. Modifications in the method provided increased detectability
and satisfactory values of linearity, accuracy and precision. In samples,
residues of at least one pesticide (= LOQ) were found in 8 (27.6%)
apple, 12 (40.0%) strawberry and 17 (53.1%) tomato samples. The
results indicated the necessity of continuous monitoring and strict
regulation for pesticide use in fruits and vegetables.

Keywords: pesticides; QUEChERS; multivariate optimization; fruits;
Brazil.

1 INTRODUCTION

Brazil is one of the main food producers and exporters in the
world.* The South Brazilian region for instance, constitutes a great
hortifruticulture center, being the state of Santa Catarina a leader in
apple cropping.? Nevertheless, the great production of fruits and
vegetables is strongly related to the excessive use of pesticide.
According to data from Brazilian National Monitoring Program for
Pesticide Residues in Food,? pesticides such as chlorpyrifos, dimethoate,
malathion and mevinphos are frequently used in fruit and vegetable
growing, without necessarily being authorized for use in some cultures.
Furthermore, residues of some other non-recommended and restricted
use pesticides can also be found in these foods from indirect sources,
such as adjacent crops, soil, and irrigation waters.*® As a way to control
the use of such compounds and to improve the quality of the products
for local consumption and export, the development of modern, specific,
and sensitive methods is necessary to detect pesticides in food.’

The QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) method, developed originally by Anastassiades et al.,® has been
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used for extraction of pesticide residue in a wide range of foods and
other agricultural products.>*® Characteristics such as low consumption
of reagents, generation of small amounts of waste, simplicity of the
operations, low cost of analysis, and efficient removal of matrix
components and high recoveries of the analysed compounds, are
responsible for the popularity of this method ***,

Despite of all the advantages, important variables that help
increasing the efficiency of extraction can still be enhanced in
QUEChERS, including: sample quantity, solvent volume, pH and
temperature of extraction. In the original method, the ratio of sample
guantity/solvent volume (1:1) result in a low pre-concentration of
compounds in the extracts, and can lead to higher detection limits, i.e.
lower sensitivity. According to some researchers this ratio is the
principal disadvantage of the QUEChERS compared to other extraction
methods.™" In addition, the pH and temperature effects on the recovery
of pesticides, especially those sensitive to basic pH and thermolabile,
must also be considered.®*° The optimization of such variables is
necessary for improving the method sensitivity by increasing detection
and recovery levels.

Various analytical methods including gas chromatography (GC)
and liquid chromatography (LC) coupled with various detectors have
been developed for the determination of pesticides.> The most
frequently used technique is gas chromatography (GC) especially
coupled with electron capture detector (ECD), nitrogen phosphorus
detector (NPD), flame photometric detector (FPD) and mass
spectrometry (MS).">?* Among them, ECD is commonly used for the
determination of organochlorine and pyrethroid pesticides , however
research using this detector for multiresidue determinations show
excellent results. In the literature variations of the QUEChERS method
using GC-CD analysis are described for different pesticides residues in
foods,?2%?*% including apples, strawberries and tomatoes.’** These
studies, the ratio of sample quantity/solvent volume was not modified.

Univariate methods of optimization neglect the interaction
between the variables, therefore the obtained results do not necessarily
correspond to the conditions which lead to the perfect optimum. In
chemical systems, the variables are often strongly correlated, interacting
through mechanisms which provide synergistic and antagonistic effects.
If such fact is ignored, the optimization process has little value.”®* The
multivariate optimization includes factorial designs and response surface
methods, which are used to evaluate the main and interactive effects of
variables in relation to analytical response.® Furthermore, it reduces the
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number of necessary experiments to provide sufficient information for
statistically acceptable results.*

In the present study, a multivariate optimization of the
QUEChERS method coupled to GC-ECD was proposed to evaluate
important variables of the extraction process and investigate the levels
of pesticides residues of chlorpyriphos, dimethoate, malathion,
mevinphos, pendimethalin, simazine and trifluralin in apples,
strawberries and tomatoes grown and commercialized in the State of
Santa Catarina, South Brazil. A multivariate optimization process was
used, followed by validation of the modified methodology and
application in real samples.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Sample

Apples, strawberries, and tomatoes were weekly collected
between September 2010 and April 2011, at the Supply Center of Santa
Catarina State (CEASA), Brazil. The collections were made randomly,
without preference of size, type or color. A minimum of 1 kg of each
sample was collected per collection day.** The samples were packed
into sealed plastic sacks, transported to the laboratory and immediately
conditioned at -18 £ 2 ° C until the analysis.

Samples with no pesticide residues were purchased at local
organic products shop and used for the optimization and validation
assay. Analyzes were carried out to confirmation of the absence of
pesticides in such samples (data not shown).

2.2 Reagents and Standards

Water was purified through a Milli-Q system from Millipore®.
Anhydrous magnesium sulphate p.a. and sodium chloride p.a. were
purchased from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). The PSA (primary
and secondary amine) sorbent was obtained from Varian (Varian,
Harbor City, CA). Glacial acetic acid p.a. and solvents acetonitrile,
toluene and methanol, all high performance liquid chromatography
grades were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).

The pesticide analytical standards of chlorpyriphos, dimethoate,
malathion, mevinphos, pendimethalin, simazine and trifluralin, all whit
purity higher than 98.0%, were obtained from Sigma-Aldrich (Saint
Louis, MO, EUA), as well as Tris (1,3-dichloro-2-propyl) phosphate
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(TDCPP) used internal standard. Individual pesticide stock solutions
(100 mg L) were prepared in toluene. Intermediate solutions (10 mg L’
") of each pesticide were obtained by dilution of the stock standard
solutions in methanol. Two mixed work solutions were prepared, one by
the mixture of intermediate standard solutions of chlorpyriphos,
dimethoate, malathion, and mevinphos (Mix 1), and the other by
mixture of pendimethalin, simazine and trifluralin (Mix 2). The
pesticides were grouped in each mix according to their physicochemical
properties. Such solutions were diluted successively in methanol and
added into varied concentrations in samples submitted to tests of
optimization and validation. All solutions were stored in amber bottles
and kept at -18 £ 2°C, protected from light.

2.3 Instrumentation

The analysis were carried out in a gas chromatograph CP-3800
(Varian, USA) equipped with electron capture detector (ECD). The
capillary column used was CP SIL 8CB (50 m x 0.53 mm, 5.0 um film
thickness) (Varian, USA). The injections were carried out manually in
splitless mode with the injector at 220 °C. Nitrogen g99,999%) was
used as the carried gas at a flow rate of 1 mL min™ at the initial
temperature of column oven. The temperature program of the
chromatographic column used was: 90 °C (1 min), heating up to 210 °C
to 30 °C min™ (6 min), and 5 °C min™ up to 250 °C (2 min); with
analysis time of 25 min. The detector temperature was 300 °C. The data
were obtained using the software Star Chromatography Workstation 6.2
version.

2.4 Extraction process — QUEChERS method

Samples of apple, strawberry and tomato were homogenized
individually in a commercial blender. For each sample, a portion of 18 g
was weighed into a 50 mL centrifuge tube (Sarstedt AG. & Co.,
Germany). The internal standard was then added at 500 pg Kg™
concentration. Samples destined for optimization and validation assay
were fortified with work mix solutions. These were carefully mixed and
left at rest for at least 30 min before the extraction. A 10 mL volume of
acetonitrile was added as extraction solvent and the pH was adjusted to
5 with acetic acid. The tube was tightly capped and shaken vigorously
by vortex for 1 min. Then, 1 g of sodium chloride and 4 g of magnesium
sulphate anhydrous were added and the mixture was immediately
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shaken for further 1 min. The extract was centrifuged at 5000 rpm for 3
min and 10 °C. After centrifugation, 1 mL of supernatant was
transferred to another centrifuge tube (Eurotips Scientific) containing 50
mg of PSA and 300 mg of magnesium sulphate anhydrous. The tube
was shaken in a vortex for 1 min and centrifuged again at 3000 rpm for
5 min. The final extract was stored into glass vials at -18 + 2 °C.

The parameters sample amount (18 g), solvent volume (10 mL),
pH (5) and extraction temperature (10 °C) were predetermined by
optimization analyzes performed through multivariate experimental
design, described in the Multivariate optimization section.

2.5 Multivariate optimization

Strawberry samples were used as matrix for the optimization of
QUEChERS method. These were fortified with 500 pug Kg™ of the
internal standard and work mix solutions.

The optimization process was performed in two steps. In the first
moment, the parameters sample amount, solvent volume, pH and
extraction temperature were submitted to a full factorial design to
evaluate which of those variables had significant effect on the efficiency
of extraction of pesticide. The design was constructed based on a 2*
factorial design with 3 replications of the center point to estimate the
experimental error, leading to 19 experiments, carried out in random
order. The variables were evaluated at three levels, coded as -1, 0 and
+1: sample amount (5, 10, and 15 g), solvent volume (5, 10, and 15
mL), pH (3, 5, and 7), and extraction temperature (5, 10, and 15 °C)
(Table 1). Wide ranges of variation were adopted because it is a
multiresidue methodology where pesticides with different properties
will be extracted simultaneously.

Secondly, the parameters that were significant (indicated by a
Pareto chart) were optimized by a response surface methodology
through a Doehlert matrix. The variables evaluated in this case were
sample amount at five levels (10, 15, 20, 25, and 30 g) and solvent
volume at three levels (0, 5, and 10 mL). A total of 9 experiments were
carried out, considering 3 repetitions of the central point, in order to
allow the estimation of experimental variance.

One response for each pesticide was obtained in each
chromatographic run (chromatographic peak area). The geometric mean
of the peak areas for the seven pesticides was used as optimization
response, in order to better express a unique set of optimum conditions
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for the extraction of all the analytes. The Statistica (version 6.0)
software program was used for statistical evaluation of the data.

2.6 Validation of the method

The validation study of method was performed for each of the three
fruits samples fortified with different concentrations of the work mix.
Analytical parameters of linearity, sensitivity, accuracy and precision,
were evaluated as suggested by the European Commission SANCO
NCCLS guideline 12495/2011.% The linearity was analyzed using
concentrations of 0.1; 1.0; 10; 100; 250; 500; 750; 1000 pg kg™,
prepared in triplicate and randomly injected. The calibration curves
were plotted as the relative peak areas (pesticide versus internal
standard) as a function of the concentration ratio (pesticide
concentration versus internal standard concentration). The sensitivity
was expressed in terms of Limits of detection (LOD, concentration for
signal/noise=3) and quantification (LOQ, concentration for
signal/noise=10). The accuracy and precision were evaluated through
recovery and repeatability tests, respectively. These were performed
through of 5 replicates of the blank samples fortified with two different
concentration levels of pesticides.
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Tabela 1 - Two-level full factorial design for the screening of the significant
variables

Sample (g) Solvent (mL) pH Temperature (°C)
1 5.00 (-) 5.00 (-) 3.00 (-) 5.00 (-)
2 15.00 (+) 5.00 (-) 3.00 (-) 5.00 (-)
3 5.00 (-) 5.00 (-) 3.00 (-) 5.00 (-)
4 15.00 (+) 5.00 (-) 3.00 (-) 5.00 (-)
5 5.00 (-) 15.00 (+) 7.00 (+) 5.00 (-)
6 15.00 (+) 15.00 (+) 7.00 (+) 5.00 (-)
7 5.00 () 15.00 (+) 7.00 (+) 5.00 (-)
8 15.00 (+) 15.00 (+) 7.00 (+) 5.00 (-)
9 10.00 (0) 10.00 (0) 5.00 (0) 10.00 (0)
10  10.00 (0) 10.00 (0) 5.00 (0) 10.00 (0)
11 10.00 (0) 10.00 (0) 5.00 (0) 10.00 (0)
12 5.00 (-) 15.00 (+) 7.00 (+) 15.00 (+)
13 15.00 (+) 15.00 (+) 7.00 (+) 15.00 (+)
14 5.00 (-) 15.00 (+) 7.00 (+) 15.00 (+)
15 15.00 (+) 15.00 (+) 7.00 (+) 15.00 (+)
16 5.00 (-) 5.00 (-) 3.00 (-) 15.00 (+)
17 15.00 (+) 5.00 (-) 3.00 () 15.00 (+)
18 5.00 (-) 5.00 (-) 3.00 (-) 15.00 (+)
19  15.00 (+) 5.00 (-) 3.00 (-) 15.00 (+)

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Identification of the most significant variables

A full factorial design was used to elucidate the significant effects
and the interactions of the variables sample amount, solvent volume, pH
and extraction temperature. The Pareto chart obtained (R? = 0.94) is
show in Figure 1. The sample amount and solvent volume were the
variables of relevant effect, (+) 8.37 and (-) 5.83 respectively. These
variables affect directly the geometric mean of peak areas for seven
pesticides. As expected, the increase of sample amount and decrease of
solvent volume can result in a greater extraction of studied pesticides.*
All other factors and their interactions had small effects on response and
low trust level (p < 0.05), not being considered significant.
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Figura 1 - Pareto chat obtained through full factorial design using as response
the geometric mean of peak areas for pesticides chlorpyrifos, dimethoate,
mevinphos, malathion, pedimentalin, simazine and trifluralin. Vertical line in
the chart defines 95.0% confidence level.
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Based on the results provided by Pareto chart, the significant
variables were studied in a second step of the optimization process,
through a Doehlert matrix. In such step, the pH and the temperature
were fixed at 5 and 10 °C, respectively.

The pH value was defined according to the natural pH of the
fruits and vegetables, variable between 3 and 5 for apple, strawberry and
the tomato.* Therefore, it was not necessary to add large quantities of
acid or basic reagents. At the same time, it was considered the fact that
pHs between 4 and 5 are recommended for optimal extraction of
pesticides. This pH range provides superior recoveries to 70.0% for
sensitive compounds in acid environment and ensures stability for those
sensitive in the alkaline environment.***®

The temperature was chosen to avoid the degradation of some
pesticides more sensitive to heat, as recommended by the literature.*” %
This is because the centrifugation mechanical process and the
exothermic reaction caused by addition of MgSQO,, can result in increase
in temperature to about 45 °C harming the extraction. *
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3.2 Doehlert design application

A Doehlert design was used to define the optimal values for
variables, sample amount and solvent volume. Doehlert constitutes a
uniform distribution of the experiments in a three-dimensional space.
For two variables, the design consists of one central point and six
additional points forming a regular hexagon situated on a circle.*> ** As
variables levels depend on the design geometry, a variable is studied in
five levels while the other is studied in only three levels.** Table 2
shows the Doehlert’s matrix and the corresponding experimental and
predicted responses.

Tabela 2 - Dochlert’s matrix and the corresponding experimental and predicted
responses

Factor Geometric mean peak area

Sample (g) Solvent (g)  Experimental Predicted

1 0.00 (20) 0.00 (5) 8884449.9 7502326.6
2 1.00 (30) 0.00 (5) 2108887.6 1916743.5
3 0.50 (25) 0.86 (10) 7125494.9 7317638.9
4 -1.00 (10) 0.00 (5) 2519468.2 2711612.3
5 -0.50 (15) -0.86 (0) 440635.6 2484915
6 0.50 (25) -0.86 (0) 112511.9 304656.0
7 -0.50 (15) 0.86 (10) 8360816.4 8168672.3
8 0.00 (20) 0.00 (5) 7164588.1 7502356.6
9 0.00 (20) 0.00 (5) 6458031.7 7502356.6

The predicted values for the geometric mean peak area are close
to the experimental values demonstrating that the model is possibly
applicable. The response surface shown in Figure 2 was built through
the experimental responses. The model was governed by the equation:

R =-1.93.10" + 2.08.10°x — 51881.78 x* + 1.80.10%y — 87817.89 y* —
9071.97 xy,

where x and y are the sample amount and solvent volume, respectively,
and R is the geometric mean of the peak area for the seven pesticides.
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Figura 2 - Response surfasse graph for the geometric mean of the peak areas for
pesticides chlorpyrifos, dimethoate, mevinphos, malathion, pendimethalin,
simazine and trifluralin dependending on the amount of sample /g vs solvent
volume /mL

Analysis of variance (ANOVA) was used to evaluate the quality
of relation between the response and the significant variables, in order to
obtain the optimum extraction conditions. The results showed that the
model was significant (F = 0.14 and p < 0.05) and the lack-of-fit test
(p > 0.05) indicated that the quadratic model was valid for this study.
The same can be confirmed by the satisfactory determination coefficient
obtained (R* = 0.96), indicating that even using a variable which is not
significant in the model, the results obtained are reliable.

The model equation allowed the higher point to be calculated at
19.24 g sample and 9.29 mL solvent. However, in order to facilitate
homogenization of samples in extraction assays, the option was to use
18.00 g sample and 10.00 mL solvent, values that are still within the
optimal region of the method (Figure 2). The extraction methodology
was then defined as: 18.00 g sample, 10.00 mL solvent, pH 5.00, and
temperature of 10 °C.
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3.3 Analytical performanced of the optimizes method

Good linearity range and satisfactory values of correlation
coefficients (r) were obtained for all studied pesticides. According to
Table 3 the pesticides showed correlation coefficients above than 0.99.
The LOD and LOQ of the method reached values considerably lower
than the Maximum Residue Limits (MRL) established by the European
Union® and by Brazilian Legislation.** LOD's similar, or even greater,
have been reported in the literature,"**® depending on the
instrumentation and analytical conditions used. According to Diez et
al.'® and Hiemsta et al.,** for extraction methods as the QUEChERS, an
increase of sample/solvent relation leads to smaller LOD's for the same
extract volume injected into the chromatographic system, which
explains the results obtained.
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All spiked samples presented satisfactory recovery rates for the
target pesticides, ranging from 70.5% to 119.4% (Table 4).
Approximately 93.0% achieved recoveries above 80.0%, which
represents 95.0%, 97.0% and 100.0% for apple, strawberry and tomato,
respectively. These recoveries indicate good accuracy of the method.

In relation to the repeatability, the relative standard deviations
(RSDs) ranged from 2.2% to 16.6%. More than 60.0% of pesticides had
RSDs below 10.0%, which verifies the good precision of the method.

These results show broad agreement with data from other
researchers who also developed and validated different versions of
QUEChERS method, for the determination of pesticides chlorpyrifos,
dimethoate, mevinphos, malathion, pendimethalin, simazine and
trifluralin in different fruits and vegetables. Lu et al.** modified and
validated the QUEChERS method for determination of 45 pesticides of
different chemical families in samples of apple, spinach and cucumber.
Lesueur et al.** validated a method to analyze 105 pesticides for GC
analysis and 46 for the HPLC analysis in tomato, lemon, grape and
onion. Queiroz et al.“® also validated a version of QUEChERS method
followed by UPLC — MS/MS for detection and quantification of 29
pesticides in tomato, lettuce, apple and grape samples. The recovery’s
results observed in the present study are similar or even higher than
those validated methods, although they have used chromatographic
techniques coupled to mass spectrometry. It should be emphasized, that
in those studies, the ratio sample quantity/solvent volume was not
modified in validated methods. A specific evaluation of this parameter
of the QUEChERS method was not found in the literature.

The QUEChERS provides several benefits compared to
conventional extraction methods, such as simplicity of the steps, ease of
execution and dynamism, which allow its affordable application/usage
in pesticides analysis laboratories. The QUEChERS-GC-ECD method
presented the same characteristics of the traditional method, but with
greater sensitivity, accuracy and precision, which are important
parameters for monitoring the ever smaller levels of residues in food.
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3.4 Application to real sample

The validated method was used for pesticides detection and
quantification in apple, strawberry, and tomato real samples produced
and commercialized in Santa Catarina State, South Brazil. A total of 91
samples were analyzed, considering 29 apples, 30 strawberries, and 32
tomatoes. Residue of at least one pesticide (> LOQ) was found in 8
(27.6%) apple samples, 12 (40.0%) strawberry samples, and 17 (53.1%)
tomato samples. Except for the strawberries samples, most of the
residue was below the MLRs stipulated by Brazilian Legislation.”* The
irregular samples (presence of non-authorized active ingredient or
residue levels higher than the Brazilian MRL) represented 1 (12.5%), 10
(83.3%), and 6 (35.3%) of apple, strawberry and tomato positive
samples, respectively.

Apples showed a lower number of residues. Only one sample
presented residue (simazine) above the MRL (> 20 upg kg™).
Strawberries contained dimethoate, pendimethalin, and trifluralin at
levels ranging from 10.40 - 111.90 pg kg™, none of which authorized in
the country for fruit cultivation use. For the tomato, mevinphos residues
were found above the MRL (> 200 pg kg™) in two samples.
Chlorpyrifos, pendimethalin, and simazine, active non-authorized
ilngredients for this crop, were quantified between 19.30 - 211.50 pg kg’

Most of the irregularities found for the fruits under study were
related to the use of non-authorized active ingredient. This fact was also
reported by Ciscato et al.” In their study with export Brazilian fruit,
17.8% of the analyzed samples were contaminated by non-autorized
active ingredients, while only 5.4% contained residue above the MRL.
Similarly,  Jardim and  Caldas  (2012)>®  based  on
Brazilian monitoring programs, found that approximately 72.1% of the
positive fruit and vegetable samples were irregular by the presence of
non-allowed ingredients. These authors justify the data in part due to the
diverse agricultural population profile in the country. In many cases, the
decisions on which pesticide to use depend on the costs and availability
of product in agricultural properties.’* Thus, a farmer will probably use
a pesticide which is registered for one certain culture also in other crops
grown on the same property, regardless of its registration status.*

Surveys carried out in other countries showed similar
contamination percentages to those reported here. In Colombia, for
example, pesticide residues were detected above the MRLs in 53.9%
and 27.6% of the open field and greenhouse tomato samples
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respectively, collected during the year 2011.%° In Bangladesh between
2009 and 2012 pesticide waste was detected in 53.4% of the total tomato
samples collected.> The analyzes of pesticides on imported apples from
South America to Denmark, Estonia, Finland, Norway, and Sweden,
showed 73.0% of positive samples and 12.0% samples with residues
above the MRL.> Such results reflect the lack of efficient programs of
guidance and awareness of farmers regarding the correct use of
pesticides, such as the correct dose application, the application
procedures and the appropriate interval between harvesting and
pesticide treatment.

1.1 4 CONCLUSIONS

The multivariated optimization of the QUEChERS method
enabled the evaluation of important parameters that affect the extraction
efficiency of pesticides in apple, strawberry and tomate samples. The
changes applied to the methodology resulted in increased detectability
and satisfactory values of linearity, accuracy and precision, when
compared to other versions of QUEChERS. The analyses results
performed in real samples have established the need for good preventive
actions, such as orientation of the farmers and the continuous
monitoring of the residues in fruit and vegetables produced in Southern
Brazil.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO MULTIVARIADA DO METODO SPME-HS-
CG/MS PARA ANALISE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS
EM TOMATES
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RESUMO

O aumento da variedade de agrotéxicos que podem ser utilizados para
manter elevado o rendimento na producdo de alimentos, leva ao
desenvolvimento e o aprimoramento de métodos analiticos, buscando se
obter maior sensibilidade e confianca na deteccao desses residuos. Neste
trabalho, a otimizagdo multivariada do método SPME-HS-CG/MS foi
realizada para permitir a maxima extracdo de residuos de agrotdxicos
em tomates. Os fatores pH, concentracdo de sal, quantidade de solvente,
temperatura e tempo de extracdo foram submetidos a um planejamento
fatorial fracionado 2°* para o rastreamento das variaveis significativas.
Na sequéncia, um planejamento Doehlert foi aplicado para determinar
as condi¢des Otimas do método. Os melhores resultados foram
alcangados pela utilizacdo da fibra PDMS 100 pm em amostras com pH
5, concentracdo de sal 5%, auséncia de solvente, temperatura de 60°C e
tempo de extracdo de 25 min. O método otimizado produziu bons
parametros analiticos de mérito com coeficiente de correlagdo maiores
que 0,99 e Limites de deteccdo e de quantificagdo variando de 0,05 a 4,7
ng L' e 0,17 a 15,7 ug L™, respectivamente. Valores de recuperacéo
entre 66,4 e 120,4% com desvio padrdo relativo de 2,1 a 15,7% foram
obtidos para os agrotoxicos analisados. A otimizagdo multivariada do
método proporcionou uma avaliagdo mais completa das suas principais
variaveis possibilitando a melhora em sua eficiéncia e sensibilidade.

Palavras-chave: SPME; CG/MS; Otimizacdo multivariada; Doehlert;
agrotoxicos; tomate.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum) é um dos vegetais mais
produzidos e consumidos no mundo (CLEMENT et al., 2015;
HASSAN, SHINWARI, MAHMOOD, 2015). Devido a sua
perecibilidade natural, seu cultivo exige uma grande quantidade de
diferentes tipos de agrotéxicos que muitas vezes séo utilizados de modo
inadequado (BIDARI et al., 2011; MELO et al., 2012; BOJACA et al.,
2013). No Brasil, por exemplo, o tomate esté entre as dez culturas com
maior contaminagdo por residuos de agrotoxicos (ANVISA, 2015). O
principal problema do uso excessivo desses compostos quimicos no
tomate esta no fato de que o vegetal é consumido quase que diariamente
pela populagdo na sua forma crua, cozida ou processada, aumentando o
risco de doencas causadas pela acumulacdo destas substancias nos
tecidos humanos (TAN, ABDULRA’UF, 2012; ZHAO et al., 2014;
ABDULRA’UF, TAN, 2015). Dessa forma, o monitoramento de
residuos de agrotéxicos em tomate é fundamental e forca o
desenvolvimento e aprimoramento de métodos analiticos mais sensiveis
e confidveis (JARDIM et al., 2014; BESIL et al., 2015).

A Microextracdo em Fase Solida (SPME) é um método de
determinacdo de agrotdxico inovador e que apresenta como vantagem
ser automatizado, miniaturizado, seguro e eficiente (FARAJZADEH,
MAGADDAM, GHORBANPOUR, 2014). Este ndo utiliza solvente e
ndo requer multiplos passos para a extragdo, ao contrario dos outros
métodos atualmente existentes menos seguros e mais trabalhosos
(ABDULRA’UF, TAN, 2015). Além disso, pode ser utilizado para a
extracdo de pequenas concentragBes de agrotoxicos com diferentes
propriedades quimicas, tendo como resultado Otima precisdo e
recuperacdo  (PRESTES, ADAIME E ZANELLA, 2011;
WILKOWSKA, BIZIUK, 2011; DOS ANJOS, ANDRADE, 2015).

O processo de extragdo por SPME é baseado na sor¢do e
posterior desor¢do dos analitos de uma fibra recoberta por um material
polimérico, através das técnicas de imersdo direta, ou headspace (HS).
Na imerséo direta a fibra encontra-se em contato direto com a amostra.
No headspace a fibra € introduzida no espaco vazio do frasco de
extracdo, sem que entre em contato direto com a amostra. Em amostras
complexas como frutas e vegetais a utilizacdo da SPME-HS apresenta
vantagens como o0 aumento da vida Util da fibra e a eliminacdo de
possiveis interferentes do processo (VALENTE; AGUSTO, 2000;
MESTER; STURGEON; PAWLISZYN, 2001; OUYANG;
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PAWLISZYN, 2008; RISTICEVIC et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2011).

A selecdo da fibra e as condigdes de extracdo como temperatura,
tempo, concentragdo de sal, pH e contetdo de solvente influenciam na
sensibilidade e na precisdo das andlises por SPME-HS (SUCHARA et
al., 2008; MA et al, 2013). A otimizacdo multivariada destas variaveis
pode aprimorar o desempenho do método, a fim de se obter a melhor
resposta possivel na determinacdo dos residuos. Neste tipo de
otimizacdo, as varidveis sdo avaliadas simultaneamente, fornecendo
informagBes adicionais sobre o sistema, como possiveis interacdes
(CALDAS et al, 2011). Métodos univariados de otimizacdo
negligenciam essas interacfes e em consequéncia conduzem a utilizagdo
de condi¢cBes que ndo sdo as que proporcionam a melhor resposta
analitica (PREU, GUYOQOT, PETZ, 1998; MARTENDAL, BUDZIAK,
CARASEK, 2007).

Muitos sdo os trabalhos que relatam o SPME para a extracdo de
pesticidas em frutas ou vegetais (SIMPLICIO; BOAS, 1999;
VOLANTE et al., 2000; WANG et al, 2000; BLASCO et al., 2003;
LAMBROPOULO, ALBANIS, 2003; FYTIANOS et al., 2006; KIN;
HUAT, 2010; ABDULRA’UF; TAN, 2013). No entanto, poucos
utilizam como matriz o tomate (WENNRICH; POPR; BREUSTE, 2001;
NAVALON et al, 2002; BELTRAN et al., 2003; RODRIGUEZ,;
MANES; PICO, 2003; ABDULRA’UF; TAN, 2015). Além disso, ndo
foram encontrados trabalhos que incluem agrotoxicos como a
trifluralina e a pendimetalina na relacdo de analitos determinados nestas
amostras. Agrotdxicos como a pendimetalina ndo séo autorizados pela
legislacao brasileira para uso no cultivo de tomates (ANVISA, 2015a).
No entanto, compostos ndo autorizados sdo a principal causa de
irregularidades encontradas por Programas de Monitoramento de
Residuos do pais, necessitando atencdo especial e controle mais rigoroso
(CISCATO et al., 2009; ANVISA 2015).

Considerando os dados acima, o objetivo deste estudo foi
determinar as condicGes 6timas do método SPME-HS/CG-MS através
do processo de otimizagcdo multivariada para extracdo de residuos dos
agrotoxicos clérpirifos, dimetoato, malationa, mevinfos, pendimetalina,
simazina e triflutalina em amostras de tomate.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes e Padrdes analiticos

Agua ultrapura utilizada na preparacdo das solucGes foi obtida
através de um Sistema Milli-Q da Millipore®. Os reagentes cloreto de
sodio p.a. e &cido cético p.a. foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
RJ, Brazil). Tolueno, metanol e acetonitrila, todos grau HPLC, foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Germany). Os padrdes analiticos dos
agrotoxicos clorpirifos, dimetoato, malationa, mevinfos, pendimetalina,
simazina e trifluralina, e o padrdo interno Tris (1,3-dicloro-2-propil)
fosfato (TDCPP), com pureza superior a 98%, foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).

Solugdes estoques individuais dos agrotoxicos foram preparadas
em tolueno na concentracdo de 100 mg L. SolugBes intermediérias
foram obtidas pela diluicio em metanol das solugdes estoques
individuais de cada agrotéxico para uma concentracdo de 10 mg L™
Duas solucdes de trabalho foram entdo preparadas pela mistura das
solucbes intermediarias: clorpirifos, dimetoato, malationa e mevinfos
(mix 1) e pendimetalina, simazine e trifluralina (mix 2). As solucdes de
trabalho foram utilizadas para a fortificacdo das amostras nos ensaios de
otimizagdo e validacdo do método. Todas as solugcdes foram estocadas
em frascos de vidro &mbar a -18 £ 2°C.

2.2 Instrumentacdo

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo gasoso,
acoplado a um espectrometro de massa Saturn 2100 (Varian, USA). A
coluna capilar VF-5 MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um de didmetro) foi
utilizada para a separacdo dos agrotoxicos. As injecdes foram realizadas
manualmente no modo splitless com o injetor a 250 °C. Géas hélio
(99,999%) foi utilizado como gas de arraste a um fluxo constante de 1
mL min™. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 90 °C por 1
min, em seguida foi elevada a 210 °C, com taxa de aquecimento de 30
°C min™ durante 10 min e, finalmente, foi a 250 °C, com taxa de
aguecimento de 5 °C min™ por 2 min. Os espectros de massa foram
obtidos por impacto de elétrons (EI) com energia de ionizagéo de 70 eV.
A aquisicdo dos dados foi realizada no modo full-scan com faixa de
varredura de 40-650 m/z. Os analitos foram identificados por
comparagdo do espectro de massa obtido na anélise, com o espectro de
referéncia da livraria NIST, disponivel no préprio equipamento.
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2.3 Processo de extracdo — método SPME -HS

Tomates livres de residuos de agrotoxicos foram adquiridos em
lojas de produtos organicos e utilizados nos ensaios de otimizagdo e
validacdo. Analises foram previamente realizadas para confirmacéo da
auséncia de agrotéxicos nessas amostras (dados ndao mostrados). Os
tomates foram picados e homogeneizados em liquidificador. Aliquotas
de 10 mL foram transferidas para frascos de vidro ambar proprios para
SPME com capacidade de 40 mL. As amostras foram fortificadas com o
padréo interno TDCPP (100 pg L™) e com as solucdes de trabalho (mix
1 e mix 2) em concentra¢des variadas. Os frascos foram fechados com
septo de PTFE/silicone, agitados em vortex durante 1 minuto, e
mantidos a -18 + 2 °C por no minimo 30 min antes da analise. O pH, a
concentracdo de sal e a quantidade de co-solvente na amostra foram
entdo ajustados pela adicdo de acido acético, cloreto de sodio e
acetonitrila p.a., respectivamente. Em seguida, a amostra foi agitada em
vortex por 1 min e incubada a temperatura constante. A fibra foi inserida
no septo e exposta no headspace. A extracdo foi realizada com agitagéo
magnética de 800 rpm, por periodo de tempo predefinido. Apds a
extracdo, a fibra foi recolhida e introduzida ao injetor do cromatdgrafo
gasoso, onde foi mantida por 5 min a 250 °C para a dessor¢do térmica
dos analitos retidos no seu recobrimento.

O tipo de revestimento da fibra e as variaveis pH, concentracao
de sal, quantidade de co-solvente, temperatura e tempo de extracdo
foram determinadas pelas anélises de otimizagdo descritas na secéo
Otimizagdo das condicGes de extracao.

2.4 Otimizag&o das condicfes de extracdo

Primeiramente trés tipos de revestimento de fibra foram
submetidos a experimentos univariados para selecionar aquele de
melhor desempenho na extracdo dos agrotéxicos. Foram testadas as
fibras de polidimetilsiloxano (PDMS) 100 pm, poliacrilato (PA) 85 um
e polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB) 65 um (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Antes do primeiro uso, as fibras foram
condicionadas conforme instrucBes do fabricante. O teste foi realizado
pela comparacdo da média total (n = 3) obtida a partir das &reas dos
picos gerados para cada agrotdxico.

A sequir foi realizada a otimizacdo das variaveis pH,
concentracdo de sal, quantidade de co-solvente, temperatura e tempo de
extracdo em duas etapas: a realizagdo da triagem para determinar quais
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das variaveis possuiam efeito significativo na extracdo dos agrotdxicos e
a definicdo das condicBes experimentais Otimas dessas variaveis. A
primeira etaga foi executada através de um planejamento fatorial
fracionado 2°" com trés repeticdes do ponto central para verificar a
variancia experimental, totalizando 19 experimentos realizados em
ordem aleatéria. As varidveis foram analisadas em trés niveis
codificados como -1, 0 e +1: pH (3, 5 e 7), concentragdo de sal (0, 5 e
10% de cloreto de sodio), quantidade de co-solvente (0, 2,5 e 5% de
acetonitrila), temperatura (20, 40 e 60 °C) e tempo de extracdo (10, 20 e
30 min) (Tabela 1). Os niveis foram selecionados para cobrir uma
ampla faixa de condices de extracdo possiveis, uma vez que analitos
com diferentes propriedades deveram ser extraidos simultaneamente
pelo método.
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Na segunda etapa, os fatores significativos para a extragdo
(indicados por um gréfico Pareto) foram otimizados pelo método de
superficie de resposta através de uma matriz Doehlert. As variaveis
avaliadas neste caso foram temperatura em trés niveis (40, 60 e 80 °C) e
tempo de extracdo em 5 niveis (20, 25, 30, 35 e 40 min). Um total de 9
experimentos foram realizados, considerando 3 repetigdes do ponto
central.

Uma resposta para cada agrotdxico (area do pico cromatogréafico)
foi obtida em cada experimento. A média geométrica das areas dos
picos dos agrotoxicos foi utilizada como resposta da otimizagdo. Os
dados foram avaliados pelo programa Statistica 6.0 (Statsoft Inc, Tulsa,
USA).

2.5 Validacdo do método

Parametros analiticos de linearidade, sensibilidade, exatiddo e
precisdo foram avaliados conforme sugerido pela Comissdo Europeia
SANCO NCCLS documento 12495/2011. A linearidade foi analisada
pela construgdo de curvas de calibracdo individuais para cada
agrotéxico, a partir da fortificacdo das amostras em no minimo cinco
concentragdes que variaram entre 0,1 e 200 ug L™ A sensibilidade foi
determinada quanto aos limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo
(LOQ) através da relacéo sinal/ruido, sendo LOD =3 xs/be LOQ =10
x s /b, onde s = desvio padrdo do ruido de 10 repeti¢des do branco e b =
coeficiente angular da curva de calibragdo do agrotoxico. A exatiddo e
precisdo foram avaliadas através dos testes de recuperacdo e
repetibilidade, respectivamente. Amostras fortificadas em dois
diferentes niveis de concentracdo foram utilizadas para a realizagéo
destes testes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Escolha da fibra

Ao verificar a eficiencia da extracdo dos pesticidas pelas fibras
PDMS 100 pm (apolar), PA 85 um (polar) e PDMS-DVB 65 um
(bipolar), observou-se que a fibra PDMS apresentou os melhores
resultados para a extracdo dos analitos (Figura 1). Dessa forma a fibra
PDMS foi escolhida para dar continuidade ao estudo.
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Figura 1 - Eficiéncia das fibras PDMS 100 pm, PA 85 um e PDMS-DVB 65
m na extragdo dos agrotéxicos
SES

Area do pico

Pendimetalina Malationa Dimetoato
Simazina Clorpirifas Mevinfos

Agrotdxicos estudados

Dentre as propriedades quimicas dos agrotdxicos a polaridade
tem grande influéncia na escolha da fibra e pode ser representada pelo
logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua (log Kyy). O log Koy
esta relacionado com a afinidade dos agrotoxicos pelas fases hidrofilicas
(polar) e lipofilicas (apolar) do revestimento da fibra. De um modo
geral, quanto menor o valor de log K, mais polares sdo os analitos, e
vice-versa (ZIMMERMANN, ENSINGER, SCHMIDT, 2006;
RODRIGUES et al., 2011). Como pode ser observado na Tabela 2, os
agrotoxicos analisados possuem uma variagdo considerdvel de
polaridade, com o log K,, variando de 0,13 (mevinf6s) para 5,3
(trifluralina). No entanto, com excecdo do dimetoato e do mevinfos, a
maioria dos analitos apresentam um log ko, maior do que 2 o que
justifica os resultados obtidos para a fibra PDMS. O uso da fibora PDMS
¢ frequentemente descrito na literatura para a SPME de analitos
multiclasses com caracteristicas semelhantes aos aqui estudados
(GHAVIDEL et al., 2014; ABDULRA’UF, TAN, 2015).
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Tabela 2 - Propriedades quimicas dos agrotéxicos em estudo

Analito Férmula anI\,{IOaI{l Log Kon”’ mFE’;/ZCEZOC
Mevinfos C7H1306P 2241 0,13 17,1
Trifluralina C13H16F3N30, 335,3 53 6,1
Simazina C7H12CINs 201,7 2,2 0,00
Dimetoato CsH1,NO3PS, 229,2 0,77 1,1
Malationa C10H1906PS; 330,4 2,3 0,45
Clorpirifés  CgH1;CIzNO3PS 350,6 4,9 2,7
Pendimetali  Cy3H36F3N304 281,3 2,6 29,6

na

% Peso molecular; ° Coeficiente de particdo octanol-4gua; © Pressdo de vapor a
25°C.

3.2 Identificacdo das variaveis significativas

O efeito das variaveis (pH, concentragdo de sal, quantidade de co-
solvente, temperatura e tempo) e suas interagdes, sobre a eficiéncia do
método de extracdo foi avaliado através de um planejamento fatorial
fracionado 2°. Para a realizagdo destes experimentos as amostras foram
fortificadas com 50 pg L™ das solucdes de trabalho. Os resultados estio
apresentados através do gréfico de Pareto (R°= 0,99) mostrado na Figura
2. Neste gréfico o comprimento das barras horizontais é proporcional ao
valor absoluto de cada efeito principal. Os efeitos em que as barras
ultrapassam a linha de p=0,05 s&o estatisticamente significativos sobre a
resposta analitica com 95% de confianca (KHODADOUST,
HADJMOHAMMADI, 2011).

Valores positivos dos efeitos sugerem um aumento na resposta
analitica quando a varidvel segue em direcdo ao seu nivel méaximo.
Valores negativos indicam que uma maior resposta € obtida no nivel
inferior da varidvel. Para as interacfes, valores positivos indicam que a
resposta aumentard se as duas variaveis forem em direcdo ao mesmo
nivel, inferior ou superior. E valores negativos indicam um aumento na
resposta se as variaveis forem em direcfes contrarias, ou seja, uma
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variavel em direcdo ao nivel superior e a outra em dire¢do ao nivel
inferior (MARTENDAL, BUDZIAK, CARASEK, 2007).

Figura 2 - Grafico Pareto obtido através do planejamento fatorial fracionado 2°*
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As variaveis temperatura e tempo de extracdo apresentaram
efeitos significativos e positivos sobre a determinacdo dos agrotdxicos
estudados. Da mesma forma, as interacfes temperatura-pH e tempo-
temperatura foram significativas e positivas. O aumento dos niveis
dessas variaveis resulta em um aumento significativo das areas dos
picos dos agrotdxicos, melhorando a eficiéncia do método de extracéo.

A temperatura e 0 tempo sdo os fatores mais importantes na
Microextracdo em Fase Soélida principalmente quando a extracdo por
headspace esta sendo utilizada (RISTICEVIC et al., 2010). O aumento
da temperatura fornece energia para que todos 0S Compostos superem as
barreiras energéticas que os ligam a matriz, aumentando a presséo de
vapor para o processo de transferéncia de massa. Isso facilita a liberacdo
dos analitos no headspace e posterior adsor¢do no revestimento da fibra
(HAMID, BEKHIT, LAW, 2013; ABDULRA’UF, TAN, 2015).
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Ao contrario da maioria das técnicas de extracdo de residuos
existentes, na SPME o estudo e definicdo do tempo de extracdo se faz
necessario por se tratar de uma técnica ndo exaustiva, baseada nas
condi¢des de equilibrio dos analitos com a fase extratora (VUCKOVIC
et al., 2010). Isso significa que durante a extragdo as moléculas dos
analitos tem de se deslocar da matriz e penetrar no recobrimento da
fibra, até que se estabeleca o equilibrio de particdo entre trés fases
(analito, fibra e 0 meio que a envolve). Segundo as leis da cinética, o
tempo necessario para atingir este equilibrio € infinito e, portanto, um
tempo de equilibrio pratico deve ser considerado (VALENTE,
AUGUSTO, 2000). Esse tempo depende das caracteristicas fisico-
guimicas do analito, da amostra e do polimero de revestimento da fibra
(DE ALBUQUERQUE, BORTOLETO, DE OLIVEIRA, 2013).

O aumento do tempo de extracdo possibilita que um maior
numero de analitos alcance o equilibrio entre as fases e possam ser
extraidos (HAMID, BEKHIT, LAW, 2013; ABDULRA’UF, TAN,
2015). No entanto, em temperaturas muito elevadas e tempos
extremamente longos, é possivel que a extracdo dos analitos de maior
peso molecular seja favorecida em detrimento a extracdo de compostos
mais leves e que se ligam primeiro a fibra (HELENO et al., 2010).
Busca-se entdo, um aumento do tempo e da temperatura na medida que
haja boa extragcdo dos compostos pesados sem a perda dos compostos
leves.

O pH da amostra também pode facilitar a extracdo de analitos
acidos ou basicos, juntamente com a temperatura de extracdo.
Compostos acidos sdo melhores extraidos em pHs baixos e vice versa.
Em amostras acidas os analitos basicos permanecem em sua forma
ionizada, diminuindo sua volatilidade e sua afinidade com o
recobrimento da fibra. O efeito inverso ocorre em amostras bésicas,
onde analitos &cidos estdo em sua forma ionizada. Em métodos
multiressiduo, onde os agrotdxicos extraidos possuem propriedades
guimicas diferentes, o ajuste do pH pode beneficiar a extracdo de alguns
agrotéxicos em  detrimento de  outros (GONCALVEZ,
ALPENDURADA, 2002; COSTA et al., 2008). Essa diferenca pode ser
amenizada com 0 aumento da pressdo de vapor dos analitos com o
auxilio da temperatura.

Como o efeito isolado do pH ndo foi significativo para o método
em estudo, decidiu-se continuar o processo de otimizagdo somente para
as variaveis tempo e temperatura. As varidveis pH e forca-idnica que
ndo possuiram efeito significativo no método, foram fixadas no seu
nivel central (5 e 5%, respectivamente) a fim de trabalhar com
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condi¢des mais robustas. O co-solvente foi descartado do estudo por
possuir efeito ndo-significativo e negativo, indicando que o aumento da
resposta ocorre quando o menor nivel avaliado (0%) é utilizado.

3.3 Aplicacdo da metodologia de superficie de resposta

O planejamento Doehlert foi utilizado para definir os valores
Otimos das varidveis temperatura e tempo de extracdo. A Tabela 3
mostra a matriz, com o0s niveis das variaveis analisadas, e as respostas
experimentais e preditas correspondentes. Os niveis das variaveis foram
estipulados de acordo com a geometria do desenho experimental e com
0os resultados do planejamento fatorial fracionado realizado
anteriormente.

Tabela 3 - Matriz Doehlert, respostas experimentais e valores preditos para o0s
ensaios de otimizagao das variaveis temperatura e tempo de extracéo.

Variaveis Média geométrica das areas dos picos
Temperatura/  Tempo / Experimental Preditos
°C min
1 0 (60) 0 (30) 37112,2 35835,6
2 0 (60) 1 (40) 20116,6 215734
3 0,86 (80) 0,5 (35) 16362,8 14905,9
4 0 (60) -1 (20) 36035,9 34579,1
5 -0,86 (40) -0,5 (25) 140464 15503,2
6 -0,86 (40) 0,5 (35) 9865,7 8408,8
7 0,86 (80) -0,5 (25) 19360,5 20817,3
8 0 (60) 0 (30) 328225 35835,6
9 0 (60) 0 (30) 37572,3 35835,6

As respostas experimentais obtidas foram utilizadas no célculo do
modelo de regresséo, que apresentou a seguinte equagao:

R=-188908,4 + 3827,9x — 77,6x* + 5755,0y — 47,5y* +2,9xy,

onde x corresponde ao tempo, y temperatura e R a média geométrica das
areas dos picos dos agrotoxicos.

O modelo de regresséo foi avaliado com o objetivo de estimar a
sua capacidade preditiva, antes de ser utilizado para a determinacéo dos
valores 6timos das variaveis. Esta avaliacdo foi realizada pela aplicacdo
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da analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 4. Os
resultados mostraram que todas as variaveis apresentaram efeito
significativo linear (L) ou quadratico (Q). A falta de ajuste ndo foi
observada, indicando que o modelo foi valido para este estudo. Esta
afirmativa foi reforcada pelo satisfatorio coeficiente de determinagdo
obtido (R?=0,97) quando os valores experimentais e preditos foram
comparados (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados da ANOVA para o planejamento Doehlert

ss? df® MS F p°

(1) Tempo(L) 1,3x108 1 1,3x108 185 0,05

Tempo (Q) 72x10° 1 7,2x10° 105 0,08

(2)Temperatura(L)  3,5x10’ 1 3,5x10’ 5,1 0,15

Temperatura(Q)  7,7x10° 1 7,7x10° 1121 0,01

1L por 2L 35x10° 1 3,5x10° 005 085

Falta de Ajuste 1,3x10" 1 1,3x10’ 1,8 0,31
2

Erro Puro 1,4x10’ 6,9x10°
SS Total 9,7x10° 8

# SS = soma dos quadrados, df = graus de liberdade e MS = quadrados médios.
® Os fatores significativos estdo marcados em negrito (p<0,05).

Para a representacdo grafica do modelo, uma superficie de
resposta foi plotada afim de descrever os efeitos individuais e
cumulativos das variaveis sobre a resposta (PRAKASH, TALAT,
HASAN, 2009; YUCEL, GULER, 2014). A Figura 3 apresenta o
grafico de superficie de resposta para o0 modelo de regressao ajustado
aos dados.

Os valores ideais de cada varidvel foram encontrados pelo ponto
6timo do modelo, uma vez que eles representam o0 ponto onde a média
geométrica das areas dos picos dos agrotoxicos é maxima. Analisando a
equacdo do modelo os valores das varidveis no ponto 6timo foram
calculados em temperatura 61,4 °C e tempo 25,8 min. Portanto, as
condicdes 6timas do método para a extracdo simultanea dos agrotéxicos
ficaram definidas como: pH 5, concentragdo de sal 5%, quantidade
de solvente 0%, temperatura 60 °C e tempo de extragdo 25 min.
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Figura 3 - Superficie de resposta para a média geométrica da area dos picos dos
agrotoxicos em fungdo da temperatura e do tempo de extracdo
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3.4 Performance analitica do método

O método otimizado foi validado para confirmar suas
caracteristicas de desempenho e sua adequacdo para a analise dos
agrotéxicos em amostras de tomate. Como mostrado na Tabela 5, as
curvas de calibracdo obtidas foram lineares para o intervalo de
concentracBes testado, com coeficientes de correlacdo (r) maiores do
gue 0,99 para todos os agrotoxicos. Os valores para LOD e LOQ do
método foram inferiores aos LMR permitidos tanto pela Legislacdo
Brasileira (ANVISA, 2015) como pela Comissdo Europeia
(EUROPEAN COMMISSION, 2015). Dentre os analitos, o dimetoato
apresentou limites elevados (LOD = 4,70 ug L™ e LOQ = 15,68 pg L™Y)
em comparacao aos dos demais agrotdxicos, o que pode ser explicado
pela pouca afinidade deste agrotdxico pelo revestimento da fibora PDMS
100 pg L™ otimizada para o estudo (Figura 1).
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Tabela 5 - Pardmetros analiticos do método: faixa linear, coeficiente de
correlagdo (r), Limite de Detecgdo (LOD), Limite de Quantificacdo (LOQ) e
Limites Maximos de Residuos (LMR) permitidos pela legislagao

Analito Faixalinear/ R LOD/ LOQ/ LMR/pgL*
pg L pgL*  pgL'  ANVISA*UE.”
Clorpirifés 0,17-100 0.997 0,05 0,17 500 500
Dimetoato 15,7-150 0994 47 15,7 1000 20
Mevinfés 1,8-150 0,995 0,54 1,8 200 10
Malationa 0,36 -150 0,995 0,11 0,36 3000 20
Pendimetalina  0,30-100 0,992 0,09 0,30 NA 50
Simazina 2,2-200 0998 0,66 2,2 NA 10

Trifluralina 0,23-100 0,996 0,07 0,23 50 500
® ANVISA, 2015a; ° European Commission, 2015. NA - n&o autorizado.

A exatiddo e a precisdo do método otimizado também foram
avaliados. A Tabela 6 apresenta os resultados de recuperacdo e
repetibilidade obtido para os agrotdxicos. Segundo documento da
Comissdo Europeia SANCO 12495/2011 sdo consideraveis aceitaveis
intervalos de recuperagdo entre 70 e 120% e repetibilidade com desvio
padrdo relativo (DPR) de até 20%. Com excec¢do do mevinfds, que
apresentou uma recuperacdo inferior a 70% no menor nivel de
concentracdo analisado, todos o0s agrotoxicos apresentaram boa
recuperacao e repetibilidade. No caso do mevinfos, a baixa recuperacdo
(66,4%) pode ser compensada pela boa repetibilidade (5,7%) encontrada
na mesma concentracdo, 0 que permite a quantificacdo satisfatéria do
analito (SANCHEZ-ORTEGA et al., 2005; PICO et al., 2007).

Os resultados obtidos para LOD e LOQ no presente estudo,
foram menores do que os encontrados na literatura para agrotoxicos
extraidos a partir de variagfes do método SPME-HS em amostras de
tomate. Os valores de recuperacao e repetibilidade foram pouco maiores
ou similares aos alcancados pelos mesmos autores (RAVELO-PEREZ et
al., 2008; CHAI, TAN, 2009; ABDULRA’UF, TAN, 2015).

O método SPME-HS-CG/MS apresentou portanto excelentes
parametros analiticos de desempenho, podendo ser aplicado em
amostras de tomate com eficiéncia, seguranca e confiabilidade nos
resultados.
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Tabela 6 - Recuperacéo e repetibilidade do método

Analito Concentragéo Recuperagéo / Repetibilidade
/ ug Kg’ % RSD /%
Clorpirifés 1 89,3 9,9
100 98,4 2,1
Dimetoato 100 109,1 55
Mevinfos 5 66,4 57
100 106,3 8,3
Malationa 1 91,7 8,4
100 119,3 15,7
Pendimetalina 1 120,4 12,9
100 101,6 10,9
Simazina 5 81,4 9,5
100 107,1 15,2
Trifluralina 1 109,1 13,1
100 103,2 2,2
4 CONCLUSAO

O método SPME-HS-CG/MS foi otimizado e validado com
sucesso para a extracdo dos agrotdxicos clorpirifos, dimetoato,
malationa, mevinfos, pendimetalina, simazina e trifluralina em amostras
de tomate. A otimizag¢do multivariada permitiu uma melhor avaliacdo e
ajuste das principais variaveis de extracdo. Os baixos valores de LOQ’s
obtidos, aliados a uma recuperacao satisfatoria e precisa, principalmente
nos menores niveis de concentracdo, demonstraram uma melhora na
sensibilidade do método quando comparado a outros estudos presentes
na literatura. O SPME-HS-CG/MS mostrou ser um processo de
extracdo, deteccdo e quantificacdo simples, facil, seguro e eficiente.
Estudos futuros podem ser focados na aplicagdo do método e no
aumento da variedade de analitos quantificados em diversos tipos de
matrizes de frutas e vegetais.






CONSIDERAGOES FINAIS

Os métodos QUEChERS-CG/ECD e SPME-HS-CG/MS foram
otimizados e validados com sucesso para a extracdo dos agrotdxicos
clorpirifos, dimetoato, malationa, mevinfds, simazina, pendimetalina e
trifluralina em amostras de maca, morango e/ou tomate. O processo de
otimizagdo multivariada mostrou ser eficaz para a avaliagdo e
desenvolvimento dos métodos.

No método QUEChERS-CG/ECD as variaveis que apresentaram
influencia significativa na resposta analitica foram a quantidade de
amostra e 0 volume de solvente. O aumento da relagdo 1:1 entre estas
variaveis possibilitou uma melhor pré-concentracdo dos analitos,
resultando em excelentes valores de linearidade, limites de deteccéo e
quantificacdo, exatidao e precisdo para todos 0s agrotdxicos.

No método SPME-HS-CG/MS a fibra PDMS 100 um foi definida
por ser a mais eficiente para a extragdo da maioria dos analitos, mesmo
ndo sendo a fibra ideal para os agrotdxicos mevinfés e dimetoato. Na
otimiza¢do multivariada as varidveis temperatura e tempo de extracdo
apresentaram influencia significativa e foram ajustadas. O método
SPME-HS-CG/MS foi validado para a matriz tomate e também
apresentou linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatidao e
precisao satisfatérios.

Apesar dos dois métodos obedecerem principios diferentes para a
extracdo de residuos, uma breve comparacdo entre eles pode ser
realizada. O método QUEChERS, apresenta como vantagens ser mais
barato, simples e robusto do que 0 método SPME. Em contrapartida, o
método SPME, é menos trabalhoso e mais seguro, uma vez que ndo
envolve grande manipulagdo da amostra e ndo utiliza solventes.

Dentre as principais desvantagens dos métodos pode-se citar a
baixa pré-concentracdo dos analitos durante a extracdo pelo método
QUEChERS, e a falta de robustez do método SPME. No presente estudo,
a baixa pré-concentracdo dos analitos nos extratos foi melhorada através
da otimizacdo multivariada do método QUEChERS-CG/ECD. No
entanto esta ainda é pequena quando comparada com outros métodos de
extracdo. O solvente utilizado como meio extrator no método
QUEChERS provoca a diluicdo dos analitos nas amostras diminuindo o
seu enriquecimento.

A robustez € um parametro importante para qualquer método
analitico. Esta pode ser facilmente visualizada a partir dos resultados
obtidos nos processos de otimizagdo multivariada. No método
QUEChERS-CG/ECD a auséncia de interacdo significativa entre as
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variaveis indicou que o método ¢ bastante robusto. Assim uma pequena
alteracdo em uma ou algumas das suas variaveis, ndo causaria mudanca
significativa nas respostas analiticas. O mesmo néo foi verificado para o
método SPME-HS-CG/MS, que apresentou interaces significativas
entre as varidveis testadas, mostrando ser menos robusto.

Quanto aos resultados obtidos pelos ensaios de validagéo, os dois
métodos apresentaram valores de precisdo e exatiddo similares para
todos os agrotdxicos estudados. A faixa de recuperacdo para 0 método
QUEChERS-CG/ECD variou de 84,6-119,4% e para 0 método SPME-
HS-CG/MS entre 81,4-120,4%, com exce¢do do mevinfés. Ambos 0s
métodos apresentaram excelente desempenho analitico e podem ser
utilizados com confiangca em amostras e analitos semelhantes aos que
foram validados.

Com base no exposto acima, pode-se afirmar que a escolha entre
0s métodos QUEChERS-CG/ECD e SPME-HS-CG/MS vai depender da
estrutura, rotina e necessidade de cada laboratério em particular. No
entanto, de um modo geral, recomendaria a utilizacdo do método
QUEChERS, por ser um método inovador devido a sua simplicidade,
economia e robustez, podendo se adequar a praticamente qualquer
laboratério de anélise de residuos em alimentos.

A aplicagdo do método QUEChERS-CG/ECD em 91 amostras
de macas, morangos e tomates coletadas no Estado de Santa Catarina
apontou a presenca de residuos de agrotoxicos como indicado na Tabela
1. As amostras irregulares correspondem a presenca de residuos em
guantidades superiores ao LMRs e/ou ndo autorizados pela legislacdo
para a cultura.

Tabela 1 - Resumo dos resultados da analise de residuos nas amostras de maca,
morango e tomate

Maca Morango Tomate

Coletadas 29 30 32
Contaminadas 8 12 17
Irregulares 1 10 6

A maior parte das irregularidades encontradas nessas amostras
estavam relacionadas com a utilizacdo de analitos ndo autorizados. Tal
problema pode ser solucionado com boas agfes preventivas e de
fiscalizacdo em relacdo ao correto uso dos agrotdxicos ndo sé na regido
sul, mas também em todo o pais.
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