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EPIGRAFE

“Aquilo que nos mesmo escolhemos é muito pouco: a vida e as
circunstancias fazem quase tudo’’

J. R. R. Tolkien



RESUMO

A utilizagdo de agrotdxicos em vdrias culturas com intuito de combater pragas e doengas
sempre foi um fator que exigiu prudéncia e monitoramento, porém seu uso vem se intensificando
ao longo das ultimas décadas. Apesar de algumas vantagens imediatas no controle de pragas, a sua
utilizagao em larga escala vem causando grandes transtornos ¢ modificagdes no meio ambiente,
como contaminagao do solo e da agua e risco de contaminacao de espécies nao-alvo. A
contaminagdo indireta de muitas espécies de animais como 0s anuros, por exemplo, pode levar a
uma diminui¢do do crescimento, aumento de anormalidades e, em alguns casos levar a morte.
Entretanto, para avaliar a presenca destes compostos nos anuros € necessaria uma etapa invasiva
de retirada de parte do tecido do animal. Desta forma, neste trabalho foram desenvolvidos dois
métodos de determinagdo de multirresiduos de agrotéxicos em tecidos que mimetizam os de
anuros (tecido adiposo e hepatico de frango), para posteriormente aplica-los nas analises de tecidos
de anuros. Os agrotoxicos selecionados para o estudo foram o clorpirifés, cipermetrina,
endossulfan e atrazina. O método de extragdao selecionado foi o método QuEChERs aliado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de fotodiodos, como
técnica de separacdo e quantificagdo dos agrotoxicos. Os métodos QuEChERS foram
miniaturizados de forma a reduzir significativamente as quantidades de amostras, solventes, sais e
sorventes de limpeza visando a obtencdo de métodos mais econdmicos e alta eficiéncia na
recuperacdo. Neste sentido, alguns parametros foram otimizados, como solvente extrator,
quantidade de sais para promover o efeito salting out e sorventes de limpeza. O solvente que
apresentou melhores percentuais de recuperacao foi a acetonitrila, para ambas as matrizes. A etapa
de limpeza nao foi relevante para as amostras de tecido adiposo, mas foi imprescindivel para as
amostras de tecido hepatico. Apds a otimizagao do método de extragdao para ambas as matrizes, o
método foi validado seguindo o guia de validagdo da comunidade Europeia, documento
SANTE/12682/2019. Assim, o método proposto foi capaz de extrair, separar e quantificar
agrotoxicos em amostras complexas como os tecidos adiposo e hepatico de frangos com LOQ da
ordem de 0,01-0,07 mg L', indicando que o método apresenta boa detectabilidade, podendo

avaliar a presenca de residuos de agrotdxicos em baixas concentragdes nos tecidos dos anuros.

Palavras-chave: QUEChERS, agrotoxicos, validagdo de métodos, anuros, tecido adiposo, tecido

hepatico.



ABSTRACT

The use of pesticides in various cultures to combat plagues and diseases has always been a
factor that required prudence and monitoring, but its use has been intensifying over the last few
decades. Despite some immediate advantages in pest control, its use on a large scale has caused
major disturbances and changes in the environment, such as soil and water contamination and risk
of contamination of non-target species. Indirect contamination of many animal species such as
frogs can lead to decreased growth, increased abnormalities, and, in some cases, lead to death.
However, to assess the presence of these compounds in anurans, an invasive step of removing part
of the animal's tissue is necessary. Thus, in this work, two methods for the determination of
pesticide multiresidues in tissues, that mimic those of anurans (adipose and hepatic chicken tissue),
were developed for the analysis of pesticide contamination of anuran tissues. The pesticides
selected for the study were chlorpyrifos, cypermethrin, endosulfan, and atrazine. The selected
extraction method was the QUEChERs combined with high-performance liquid chromatography
coupled to the photodiode array detector, as a technique for separating and quantifying the
pesticide residues. The QuUEChERS were miniaturized to significantly reduce the amounts of
samples, solvents, salts, and cleaning sorbents obtaining more economical and high recovery
efficiency methods. Some QUEChERS conditions were optimized, such as solvent extractor, mass
of salts to promote the salting-out effect, and cleaning sorbents. The solvent that showed the best
recovery percentages was acetonitrile, for both matrices. The cleaning step was not relevant for
the adipose tissue samples, but it was essential for the liver tissue ones. After optimizing the
extraction method for both matrices, the method was validated following the European
Community validation guide, SANTE/12682/2019 document. Thus, the proposed method was able
to extract, separate, and quantify pesticides in complex samples such as adipose and hepatic tissue
from chickens with LOQ range from 0.01-0.07 mg L', indicating that the method has good
detectability, being able to evaluate the presence of pesticide residues in low concentrations in the

anuran tissues.

Keywords: QuUEChERS, pesticides, method validation, anurans, adipose tissue, liver tissue.
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1 INTRODUCAO

O celevado crescimento da populagdo mundial observado nas ultimas décadas,
acompanhado do desenvolvimento tecnolédgico, tem trazido desvantagens aos ecossistemas. Com
o crescimento urbano, o consumo ¢ a demanda por produtos alimenticios vém exigindo a utilizagao
cada vez maior de produtos quimicos em areas de cultivo agricola. Dentre estes produtos destacam-

se 0s agrotoxicos.

1.1 Agrotoxicos

Considerada uma revolugao na civilizacdo humana, o inicio da agricultura foi fundamental
para evolucdo dos seres humanos, ja que eles passaram a produzir seus alimentos através da
domesticacdo de animais ¢ de plantas nos locais onde viviam (BOARETTO, 2009). Com a
expansdo da agricultura, ha cerca de 10.000 mil anos, a densidade populacional aumentou, o
homem comecou a armazenar graos, vegetais e carnes tornando-os fonte de alimentos para seus
grandes agrupamentos. Por volta do ano de 1798, a populagdo alcangou incriveis 1 bilhdo de
habitantes. Neste momento, a preocupagao com a producgdo de alimentos comegou a se tornar cada
vez mais iminente, pois a populagdo aumentava consideravelmente, diferentemente da produgao
alimenticia (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; BORSOI et al., 2014).

Além disso, os campos onde sdo cultivados os alimentos, tornam-se fontes de nutrimentos
para as mais variadas espécies, como: insetos, roedores, fungos e bactérias. Estas espécies se
multiplicam rapidamente devido a grande quantidade de alimento disponivel, levando a perdas nas
colheitas, além de interferir no bem-estar das pessoas. Por estes fatores, estas espécies predadoras
de alimentos foram chamadas de pragas. Devido a existéncia destas pragas nas lavouras, os
produtores rurais sempre tiveram que competir com insetos, acaros, nematoides, roedores, lesmas
e caracois, aves, patdgenos vegetais (virus, bactérias, fungos, chromista) e ervas daninhas (plantas
competitivas) (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; OERKE, 2006).

Com elevado crescimento da populacao mundial observado nas ultimas décadas, o homem
buscou maneiras para combater as pragas que atacavam suas plantagdes, para gerar alimentos
suficientes e abastecer toda a populacdo (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). Estas pragas podem ser
controladas através de medidas fisicas (cultivo e mecanica), biologicas (escolha de cultivares,
rotacao de culturas, antagonistas e predadores) e quimicas (agrotoxicos) (OERKE, 2006).

Os agrotoxicos sao compostos que possuem uma grande variedade de substancias quimicas

que foram desenvolvidos com intuito de potencializar uma acdo biocida, ou seja, sdo
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desenvolvidos para matar, exterminar ¢ combater pragas agricolas. Além disso, representam um
risco em potencial para todos os organismos vivos, podendo ser absorvidos via dérmica, inspirados
pelos pulmdes ou ingeridos em produtos contaminados. Os efeitos adversos que os agrotoxicos
causam a saude dependem de suas caracteristicas quimicas, da quantidade absorvida ou ingerida,
do tempo de exposi¢ao e das condi¢des gerais de saude da pessoa contaminada (VEIGA, 2007).

Com o uso generalizado dos agrotoxicos nas mais diferentes areas e condigdes ambientais,
grandes transtornos e modificagdes estao ocorrendo no meio ambiente, tanto pela contaminagao
de comunidades de seres vivos, como pela acumulacdo nos segmentos bidticos e abiodticos do
ecossistema. Um efeito indesejavel provocado pela sua utilizagdo ¢ a contaminacdo de espécies
nao-alvo, ou seja, que ndo interferem no processo de producao. Além disso, a ocorréncia de
residuos em alimentos, solos, ar atmosférico e agua e a intoxicacao de aplicadores, muitas vezes
sem a devida protecdo, sdo fatos recorrentes da contaminagdo por estes produtos (RIBAS;
MATSUMURA, 2009; CAMPANHOLA; BETTIOL; RODRIGUES, 1998).

Os agrotoxicos apresentam propriedades distintas e, uma grande preocupacdo referente a
sua utilizacdo ¢ o destino final de suas moléculas. Os processos envolvidos neste destino variam
de acordo com as suas propriedades fisico-quimicas, forma de aplicacdo, caracteristicas do solo e
condi¢des ambientais. Dentre estes, estdo a lixiviagdo, escoamento superficial, sor¢do, degradacao
quimica, bioldgica e volatilizagdo (REBELO; CALDAS, 2014).

A avaliagdo e a classifica¢do do grau de periculosidade que um agrotdxico pode causar ao
meio ambiente € baseado em estudos fisico-quimicos, toxicologicos e ecotoxicologicos. Portanto,
um agrotoxico pode ser classificado de acordo com a sua periculosidade ambiental, em classes que
variam de I & IV: onde a Classe I ¢ altamente perigosa ao meio ambiente e a Classe IV pouco
perigosa ao meio ambiente (IBAMA, 1996). Os agrotdxicos também podem ser classificados em
funcdo dos seus efeitos a saide humana, decorrente da exposicdo a esses agentes. Essa
classificagdo ¢ realizada através de estudos feitos em laboratorios que estabelecem a dosagem letal
do agrotéxico em 50 % dos animais utilizados naquela concentracdo (DLso). Na Tabela 1 estdo
apresentadas essas respectivas classes e sua classificagdo em fungdo dos efeitos a satde
decorrentes da exposicdo humana a estes agentes. (BRASIL, 1992; RIBAS; MATSUMURA,
2009).
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Tabela 1. Classificagdo dos agrotoxicos referente a sua toxidade a saude humana.

Classe toxicoldgica Toxicidade Dosagem Letal (DLso)  Faixa colorida
I Extremamente toxico <5 mg/kg Vermelha
II Altamente toxico Entre 5 ¢ 50 mg/kg Amarela
11 Medianamente toxico Entre 50 e 500 mg/kg Azul
v Muito pouco toxico  Entre 500 e 5.000 mg/kg Verde

Fonte: adaptado de (PERES et al., 2003).

Os agrotoxicos também podem ser classificados de acordo com os organismos vivos que
combatem. Portanto, podem ser inseticidas (controle de insetos), fungicidas (controle de fungos),
acaricidas (controle de acaros), herbicidas (controle de plantas invasoras), desfolhantes (controle
de plantas indesejadas), fumigantes (controle de bactérias no solo), raticidas (controle de ratos) e
nematicidas (controle de nematoides) (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003).

No Brasil, devido a extensdo de terras agricultaveis e ao protagonismo na exportacdo de
produtos agricolas, o uso de agrotdxicos tem aumentado acima dos niveis de desenvolvimento do
pais, alcancando a partir de 2008 o incomodo primeiro lugar mundial no ranking de maiores
consumidores de agrotoxicos. Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) divulgados em abril de 2012, enquanto o mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93 %,
o mercado brasileiro cresceu cerca de 190 % (CASSAL et al., 2014).

No estado do Cears, a bacia hidrografica do Rio Jaguaribe ocupa uma érea de 74.621 km?,
correspondendo a quase 48 % do territorio do estado. Ela ¢ subdividida em cinco sub-bacias:
Salgado, Alto Jaguaribe, Médio Jaguaribe, Baixo Jaguaribe e Banabuiti. Os municipios que
compdem a regido do Baixo Jaguaribe sdo: Alto Santo, Ibicuitinga, Itaigaba, Jaguaretama,
Jaguaribara, Jaguaruana, Limoeiro do Norte, Morada Nova, Palhano, Quixeré, Russas, Sdo Jodao
do Jaguaribe, Tabuleiro do Norte (GONDIM et al., 2004). De acordo com o Conselho de
Desenvolvimento Regional do Baixo Jaguaribe, a fruticultura se destaca na regido, devido a
instalacdo de um agropolo e incentivo financeiro promovido pelo governo federal. Dentre os
municipios, alguns se destacam pela grande produgao agricola e diversidade de culturas, como os
cultivos de banana, arroz, limao, milho, mamao e sorgo (MILHOME et al., 2009).

Na regiao do Baixo Jaguaribe, diversos tipos de agrotoxicos estdo sendo empregados. Dos
37 agrotoxicos utilizados 46 % sdo inseticidas e 30 % acaricidas. Em relagdo a sua toxidade, 54 %
dos principios ativos utilizados pertencem as classes I e II, ou seja, extremamente toxicos
(FREITAS; BOMBARDI, 2018). Outro fato importante sobre a regido ¢ que, de acordo com o
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), existem no perimetro irrigado do

Jaguaribe-Apodi, cerca de 231 pequenos produtores e 20 empresas dedicadas a fruticultura.
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Portanto, grande parte da agricultura da regido ¢ familiar. Devido a falta de Infraestrutura e da mao
de obra qualificada por parte da populagcdo, os casos de contaminacdo por agrotoxicos vém
crescendo nesta regido (SOARES et al., 2020).

A énfase negativa ao uso dos agrotdxicos estd relacionada ao seu enorme potencial de
contaminagdo do ambiente e de propagacao de doengas aos seres humanos, se tornando uma
enorme preocupacao no ambito da satde publica (CASSAL et al., 2014). Os agrotoxicos, apesar
da acdo bem sucedida no combate a pragas, doengas e ervas daninhas na agricultura, geralmente
permanecem na forma de residuos nas plantas, frutos e solos onde foram aplicados (EDWARDS,
2013). Dentre os agrotdxicos, alguns apresentam elevada hidrofobicidade e reatividade baixa no
meio ambiente, o que leva esses compostos a se acumularem ou bioconcentrarem nos tecidos dos
organismos vivos. A falta de uma via eficiente para a degradag¢do desses compostos, juntamente

com a sua hidrofobicidade, leva ao acimulo em organismos vivos, como peixes, anfibios etc.

1.2 Anuros

Os anuros sao espécies de anfibios comumente conhecidas como sapos, ras e pererecas e
que compdem a ordem anura. Uma de suas muitas peculiaridades é que boa parte da sua vida
acontece em lagos e riachos como um peixe e, posterirormente, passam a viver em terra. Por este
motivo ¢ dito que estas espécies possuem ciclo de vida bifasico (WOEHL JUNIOR; WHOEL,
2008). No mundo, existem mais de 7285 espécies que apresentam uma grande variedade de cor,
tamanho e forma (AMNH, 2020). Na Figura 1 sdo apresentadas algumas espécies de anfibios
registradas na regido do médio Rio Jaguaribe, Estado do Ceara, nordeste do Brasil, bem como os

seus nomes cientificos.
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Figura 1. Espécies de anuros registrados na regido do Médio Rio Jaguaribe, Ceara. A) Rhinella
granulosa (AAGARDA 10216); B) Rhinella jimi (AAGARDA 10292); C) Corythomantis greening
(AAGARDA 10391); D) Dendropsophus nanus (AAGARDA 10276); E) Hypsiboas raniceps (AAGARDA
10404); F) Phyllomedusa nordestina (individuo ndo coletado).

Fonte: adaptado de (SANTANA et al. 2015).

Os anuros desempenham um papel de grande importancia no ambiente para que haja um
equilibrio na natureza. Além de controlarem a populacdo de insetos e de outros animais
invertebrados, evitando assim proliferacdo de diversas doengas como a dengue, febre amarela e
maldria, servem também de alimento para muitas outras espécies (répteis, aves € mamiferos)
(WOEHL JUNIOR; WOEHL, 2008). Entretanto, as populagdes de anuros vem apresentando um
grande declinio em varias partes do mundo, o que pode estar relacionado a diversos fatores,
tornando-os um dos grupos tetrapodes (vertebrados terrestres) mais ameacados da atualidade. Este
declinio ¢ ainda mais preocupante quando ocorre em regides de alta riqueza e endemismo no
planeta, como no caso do Brasil (TOLEDO et al., 2010). Entre os fatores relacionados ao declinio
dramatico dessas espécies em vdrias partes do mundo, a perda dos seus habitats tem sido o mais
importante para este processo (MANN et al., 2009; RELYEA; SCHOEPPNER; HOVERMAN,
2005; SPARLING; FELLERS, 2009; GENDRON et al., 2003). No entanto, a presenca de

substancias quimicas introduzidas em seus habitats onde ndo eram previamente encontradas e
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contra as quais as populagdes de anfibios ndo desenvolveram uma defesa imunoldgica eficaz € o
segundo principal motivo para esta diminuigao (MANN et al., 2009; RELYEA; SCHOEPPNER;
HOVERMAN, 2005).

Uma grande parte do ciclo de vida dos anfibios ocorre em lagoas, rios, riachos e piscinas
temporarias que sao frequentemente associadas as areas agricolas que recebem uma alta carga de
agrotoxicos (JOFRE; ANTON; CAVIEDES-VIDAL, 2008). Portanto, algumas espécies de anuros
que habitam esses ambientes podem estar expostas aos efeitos toxicos dos residuos de agrotdxicos.
Os agrotoxicos podem ter muitos efeitos adversos nos anfibios, incluindo diminui¢do do
crescimento e das taxas de desenvolvimento, aumento da incidéncia de anormalidades externas,
potencial reprodutivo prejudicado e, mais drasticamente, a morte (SPARLING; FELLERS, 2009).
Apesar da ligacdo potencial entre o declinio da populagdo de anfibios e o aumento do uso de
agrotoxicos ter sido relatado em alguns trabalhos na literatura (MANN et al., 2009; RELYEA;
SCHOEPPNER; HOVERMAN, 2005), estudos que indiquem essa relacdo direta ainda sdo
incipientes. A presenca de residuos de agrotdxicos no tecido dos anuros pode ser um fator
fundamental para confirmar a relagdo entre o desaparecimento dos anfibios e a contaminagao dos
habitats por insumos quimicos de finalidade agricola.

A deteccdo e a quantificacdo de residuos de agrotoxicos nos tecidos de anuros requerem
uma etapa invasiva, de retirada de parte do tecido do animal, que normalmente ocorre post mortem
do animal. Por este motivo, sdo escassas as quantidades de amostras. Neste trabalho, foi
desenvolvido um método para detectar e quantificar residuos de agrotoxicos em tecidos de duas
espécies de anuros: Leptodactylus macrosternum e Scinax x-signatus. As espécies foram coletadas
em Tabuleiro do Norte, regido do Baixo Rio Jaguaribe no Ceara (Figura 2), que ¢ um importante
polo de agronegocio do estado. As duas espécies de anuros foram coletadas pela doutoranda
Patricia de Menezes Gondim, orientada do Prof. Dr. Paulo Cascon do Departamento de Biologia
do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara, onde parte das espécies foram coletadas
em duas areas que ndo foram expostas pela atividade agricolas (Area I, UTM 24M 0594570,
9415959; Area I, UTM 24M 0587910, 9409430) e parte em duas areas na qual é cultivado arroz,
milho e banana com provavel exposicdo direta a agrotoxicos (Area III, UTM 24M 0596531,
9423803; Area IV, UTM 24M 0598188, 9422750).
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Figura 2. Cidade de Tabuleiro do Norte, Ceard. Curso do Rio Jaguaribe.
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Os agrotoxicos selecionados para o estudo foram aqueles de uso mais frequente na regido
conforme (MILHOME et al., 2009) e que, comprovadamente, interferem na reproducdo e
desenvolvimento dos seres vivos (SPARLING; FELLERS, 2009). Desta forma o clorpirifos,
cipermetrina, endossulfan e atrazina foram os agrotoxicos selecionados para o estudo. As suas
propriedades, juntamente com suas respectivas classes estdo apresentadas na Tabela 2.

Para avaliar a distribuicdo dos agrotdxicos entre duas fases, uma orgénica e outra aquosa,
empregou-se o coeficiente de particdo octanol/agua (logP), que pode ser definido como a razao da
concentracdo de uma determinada substancia de interesse no equilibrio, ap6s sua dissolugdo em
um sistema que apresenta duas fases, uma organica e outra aquosa. Esta propriedade ¢ bastante
empregada na quimica para determinar a solubilidade de diversos compostos em determinados
solventes (SILVA; FERREIRA, 2003). Os agrotoxicos clorpirifos, atrazina, endossulfan e a
cipermetrina apresentam valores de logP elevados, sendo considerados mais hidrofobicos. Esta
caracteristica de particdo dos agrotoxicos € importante para definir o processo de preparagao da
amostra, uma vez que os agrotoxicos podem ficar retidos na matriz da amostra e ndo serem

adequadamente extraidos para posterior quantificacdo e/ou identificagao.
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Tabela 2. Propriedades e estruturas quimicas dos agrotoxicos estudados neste trabalho.

Formula Classe Massa
Agrotoxicos Classe c .. LogP molecular
molecular toxicologica
(g/mol)
Clorpirifos
Cl Cl . .
I\/{ S . Inseticida
N O/‘x‘»\/o\/ ’ CoH11CI3NOsPS e II 4,96 350,6
0 acaricida
CH;
Cipermetrina
n
©/O o C}Em CxHi19CIoNO3  Inseticida 11 6,60 416,3
Cl__—
Endosulfan
Cl Cl Cl
cl
a of C9HsClsO3S  Inseticida I 3,83 406,9
o_ _O
S
1l
(6]
Atrazina
Cl
CgH14CINs Herbicida III 2,61 215,7

N7 RN CH,

PPN

H,C NH N NH CH,4

Fonte: (PUBCHEM, 2020)

Para a analise de compostos organicos, como os agrotdxicos, € necessaria uma preparagao
de amostra cada vez mais eficiente e compativel com a agenda ambiental (NASIRI;
AHMADZADEH; AMIRI, 2020). A prepara¢dao de amostra envolve uma etapa de isolamento do

analito da matriz, normalmente realizada por meio de um processo de extragao.

1.3 Métodos de extracao

O primeiro passo para avaliar a presenca dos residuos de agrotoxicos nos tecidos de anuros
¢ desenvolver um método de extracdo eficiente e repetitivo que leve em consideragdo o uso de
pequenas dimensodes de amostra. Se os residuos estiverem presentes nos tecidos, devem estar em
niveis de tragos. Portanto, para realizar sua determinagdo exata e precisa ¢ necessaria uma etapa
de preparagdo da amostra que inclua: (i) o isolamento dos analitos da matriz da amostra (extracao);

(11) a remogao de potenciais interferentes do extrato contendo os analitos (limpeza ou clean-up),
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e; se possivel, (ii1) a concentracdo dos analitos para niveis detectaveis pelos instrumentos de anélise
disponiveis (pré-concentragao) (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH, 2007). O ideal ¢ que um mesmo
método de preparagdo de amostra seja capaz de realizar simultaneamente as trés etapas de forma
mais simples, mais economica e rapida possivel.

Nos procedimentos em que se emprega extragao, algumas propriedades sdo desejadas para
que o método de preparagdo da amostra seja eficiente e obtenham-se resultados repetitivos
(HERCEGOVA; DOMOTOROVA; MATISOVA, 2007). As diferencas das propriedades
quimicas e fisicas dos compostos alvos de andlise e a diversidade das matrizes, geram algumas
adversidades durante o processo de desenvolvimento do método de extracdo. Nos ultimos anos,
ocorreu um rapido desenvolvimento de novos métodos de preparagdo de amostra, visando
contornar problemas relacionados aos métodos de extragdo tradicionais, que apresentavam
morosidade em suas etapas, elevado consumo de solvente e geragdo de grandes volumes de
residuos organicos toxicos (RIDGWAY; LALLJIE; SMITH, 2007; CABRERA et al., 2012;
PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011). Dentre os métodos de extracao desenvolvidos mais
recentemente e que t€m sido bem sucedidos na extracdo de agrotoxicos de diferentes matrizes,
podem ser destacados: a dispersao da matriz em fase sélida (MSPD, matrix solid-phase dispersion)
(CALDAS et al., 2013); a extragdo assistida por micro-ondas (MAE, microwave-assisted
extraction) (FANG et al., 2012); o método QuUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) (ANASTASSIADES et al., 2003); a extragdo solido-liquido com particdo a baixa
temperatura (SLE-LTP, solid-liquid extraction with low-temperature partitioning) (MORAIS et
al., 2014; ARAUJO et al., 2016; SOARES et al., 2015).

Dentre os métodos citados, o que tem se destacado com maior importancia na analise de
amostras solidas ou semi solidas, sendo considerado inclusive como o método mais adequado para
analise de agrotoxicos em alimentos, ¢ o método QUEChERS (SANTE, 2019). O método
QuEChERS foi elaborado por Anastassiades e colaboradores (2003) para determinacdao de
multirresiduos de agrotdxicos com intuito de superar algumas limitagdes de métodos ja existentes.
Assim, foi introduzido um procedimento que sintetizava, de certa forma, as caracteristicas dos
métodos de extracao até entdo aplicados para andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos. O
método QUEChERS sintetiza em sua sigla o que seriam as suas principais vantagens como: rapido,
facil, economico, efetivo, robusto e seguro. O fluxograma do método QuEChERS original

proposto por Anastassiades e colaboradores (2003) esta apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma das etapas envolvidas no método QuEChERs original proposto por Anastassiades

etal (2003).
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‘ Agitar por 30 s e centrifugar

Fonte: Adaptado de (PRESTES et al., 2009)

De acordo com a Figura 3, método QUEChERS pode ser caracterizado como uma sequéncia

de trés etapas: extragdo, particao e limpeza.

v

Extragdo: A escolha do solvente ¢ uma etapa determinante no desenvolvimento de métodos
de extracao multirresiduos. Deve-se levar em consideragdo alguns aspectos, como diferentes
polaridades, apresentar seletividade durante a extragdo, particdo, compatibilidade com
diferentes técnicas cromatograficas, baixo custo e seguranca. Os solventes mais empregados
em extracdo multirresiduos de agrotoxicos sdo: a acetonitrila (ACN), acetato de etila,
metanol (MeOH) e acetona. Cada um desses solventes apresenta vantagens e desvantagens
no processo de extracdo, devido a diversidade dos agrotoxicos e das matrizes analisadas. O
procedimento de extracdo normalmente € realizado através da agitacdo (manual ou com
auxilio de agitador vortex) da amostra de interesse em contato com o solvente extrator
organico.

Parti¢do: A etapa de particao tem sido cada vez mais empregada em métodos multirresiduos.
Nesta etapa, ocorre a adicao de sais para promover o efeito salting-out, que pode diminuir a
solubilidade dos compostos na matriz e promover melhores porcentagens de recuperagao.
Esta etapa depende diretamente da natureza do solvente, pois a adigdo dos sais de particdo

varia de acordo com a polaridade do solvente empregado. Basicamente, a particdo consiste
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na adi¢ao de um sal secante, como MgSQOs, que tem a finalidade de melhorar a recuperacao
dos residuos de agrotoxicos polares, juntamente com um sal para tornar mais completa a
separagdo das fases, como o NaCl.

v' Limpeza: a ectapa de limpeza (clean-up) ¢ fundamental para promover robustez e
confiabilidade aos resultados obtidos por sistemas cromatograficos, além de evitar a
presenca de componentes ndo-volateis da matriz que podem ficar aderidos no conjunto
injetor-detector e na coluna cromatografica, causando alteragdes na resposta e danos ao
sistema. O sorvente empregado na etapa de limpeza atua como um filtro quimico que retém
coextrativos da matriz da amostra e, apos a agitagdo e centrifugagdo, o extrato estd pronto
para analise. Os sorventes mais comumente empregados na etapa de limpeza sdo: PSA
(primary secundary amine), octadecilsilano (Cis) e carvao grafitizado.

No trabalho original proposto por Anastassiades e colaboradores (2003) foram empregadas
algumas matrizes alimenticias, como por exemplo, tomate, maca e abobrinha para
desenvolvimento do método. Na etapa de extragdo do método foi empregado como solvente a
ACN, por extrair poucos materiais lipofilicos da amostra como ceras, gorduras, pigmentos e
apresentar uma elevada recuperacao de compostos de diferentes polaridades. Na etapa de parti¢ao
foram empregados os sais de MgSO4 e NaCl para promover o efeito salting out, ou seja, diminuir
a solubilidade dos analitos polares na matriz e a quantidade de 4gua na fase organica. A adi¢do do
MgSO4 ocorre devido a sua capacidade de reduzir significativamente a fase aquosa, promovendo
a particao dos agrotdxicos para a fase organica. Além disso, a hidratacio do MgSO4 ¢ um processo
exotérmico, fazendo com que, durante a etapa extragdo/particdo a temperatura fique na faixa de
40-45 °C, favorecendo a extracao de agrotoxicos polares. J& a adicdo de NaCl torna mais completa
a separagao das duas fases e menos agua permanece na fase organica. Isto pode ajudar ou ndo na
extracdo, pois se a fase organica se tornar cada vez menos polar, menos receptiva sera aos
compostos polares. Ja na etapa de limpeza (clean-up) foi proposta uma mistura MgSO4 e PSA,
para promover uma limpeza efetiva do extrato e evitar efeito matriz, além de danos ao sistema
cromatografico devido a presenga de componentes particulados da amostra. Os resultados obtidos
no estudo dos autores foram altamente satisfatorios, apresentando boa recuperagdo dos analitos
estudados e uma baixa quantidade de solvente organico foi utilizado, comparado aos métodos ja
existentes para extracdo de residuos de agrotéxicos em alimentos (ANASTASSIADES et al.,
2003).

Apesar de todos os beneficios do método QUEChERS, o mesmo devera ser modificado
para ser aplicado a amostras de tecido animal, visando reduzir a massa de amostra, de solventes e

sorventes de limpeza. Como a disponibilidade de tecido do animal ¢ relativamente baixa, cerca de
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poucas centenas de miligramas, e visando ndo sacrificar uma grande quantidade de anuros durante
as etapas de otimizagdo do método QuUEChERS, o mesmo foi miniaturizado. Além disso, durante
as etapas de desenvolvimento e otimiza¢do do método foram empregadas outras fontes de tecidos
adiposo e hepatico, como por exemplo de tecidos de ave que podem ser adquiridas ja abatidas em

casas de carnes locais.

1.4 Validacao de métodos analiticos

A confiabilidade dos resultados de um método analitico recém proposto deve ser aferida a
partir de estudos de validac¢do. Portanto, a validagdo de um método analitico deve ser realizada
para fornecer evidéncias que o método ¢ adequado para a finalidade pretendida. Todos os
procedimentos/etapas de um método analitico devem ser validados, logo, a validagdo dentro do
laboratério deve incluir a preparagdo da amostra, a medida da propriedade fisico-quimica do
analito realizada por uma técnica instrumental apropriada e a calibracdo da resposta (SANTE,
2020; WHO, 2017; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

O estudo de validagdo deve (i) demonstrar a concentragdo ou faixas de concentracdes dos
analitos, levando em consideragdo os efeitos da matriz das amostras testadas, coberta(s) pelo
método proposto; (ii) fornecer uma caracterizagao estatistica dos resultados de recuperacao, e; (iii)
indicar se a frequéncia de falsos positivos e negativos ¢ aceitavel. Quando o método ¢ validado
usando padrdes analiticos adequados, os resultados dentro dos critérios de desempenho
estabelecidos devem ser obtidos no mesmo material de amostra ou equivalente por um analista
treinado em qualquer outro laboratdrio de analise de residuos de agrotoxicos (WHO, 2017). Os
requisitos gerais para a avaliagdo do desempenho de um método analitico em um estudo de
validacao podem ser assim resumidos (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002):

v' Seletividade: refere-se a capacidade de um método analitico realizar a determinagdo de uma
espécie de interesse, que esta presente na matriz de estudo junto a componentes que podem
interferir na sua analise. A seletividade ¢ determinada comparando-se a matriz isenta dos
analitos e a matriz fortificada com padrdes dos analitos.

v' Linearidade: refere-se a capacidade de um método analitico em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentra¢do do analito, dentro de uma determinada faixa de
concentragdes (faixa de trabalho). A linearidade do método analitico pode ser avaliada pela
analise de um grafico de residuos produzidos por regressdo linear das respostas nas
concentragdes da curva analitica ou pelo coeficiente de correlagdo linear (r) obtido a partir

do ajuste do modelo linear.
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Faixa de trabalho: ¢ o intervalo de concentrag¢des do analito dentro do qual o método analitico
sera validado. A menor concentracao da faixa de trabalho devera necessariamente ser o
limite de quantificagdo do método para o analito e a concentracdo mais elevada dependera
do teor médio do analito que se espera encontrar nas amostras.

Exatidao: reflete o grau de concordancia entre a média dos resultados individuais
encontrados nas medidas experimentais por um método analitico e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro. A exatidao ou bias (tendéncia) ¢ melhor expressa como o desvio em
porcentagem bias do valor médio experimental em relagdo ao valor de referéncia (Equagao
1). A exatiddo de um método analitico pode ser determinada de trés formas distintas: (i) pela
analise de materiais de referéncia certificados empregando o método analitico; (ii) pela
comparagdo de métodos, baseado na analise das amostras-alvo pelo método analitico e
também por um método oficial (ou ja previamente validado e publicado), e; (iii) pela analise
de amostras em branco fortificadas com quantidades conhecidas do(s) analito(s) - ensaios de
recuperagdo; ou (na auséncia do branco) pela fortificacdo da amostra “contaminada” com

uma quantidade(s) conhecida(s) de analito(s) — ensaios de adi¢ao e recuperagao.

%bias = (E_TX) .100 Equagdo 1

Em que: X = valor médio experimental; X = valor de referéncia.

v

Precisdo: se refere ao grau de concordancia mutua entre os resultados das analises que foram
obtidos exatamente da mesma forma empregando o método analitico. Geralmente, a precisao
¢ determinada pela medida independente de réplicas da amostra que foram submetidas ao
método analitico. A precisdo pode ser expressa pela estimativa do desvio-padrao (s) ou pela
estimativa do desvio padrao relativo (RSD, relative standard deviation) — Equagdes 2 € 3,
respectivamente. No estudo da validagdo de um método analitico, a precisdo poder ser
avaliada em trés dimensdes distintas: (i) repetibilidade, que ¢ a concordancia entre os

resultados de analises sucessivas do método analitico realizadas sob as mesmas condicdes

em um curto intervalo de tempo: mesmo procedimento; mesmo analista, mesmo
instrumento; mesmo local e mesmo lote de reagentes; (ii) precisdo intermediaria, que € a
concordancia entre os resultados de anélises sucessivas de réplicas das amostras pelo método
analitico, realizadas sob efeito de varia¢des dentro do laboratério: diferentes analistas ou
diferentes instrumentos ou diferentes dias, ou a combinacao de dois ou mais destes fatores;
(ii1) reprodutibilidade, que se refere a um estudo de cooperacdo interlaboratorial, no qual
diferentes laboratorios aplicardo o método analitico proposto para a determinagdo dos
analitos nas amostras-alvo, considerando diferentes operadores, equipamentos, marcas de

reagentes, lotes de reagentes etc.
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X 2
g= /Z_:‘j 1) Equagado 2
RSD(%) = =x100 Equagdo 3

Em que: x; ¢ uma medida individual; x ¢ a média das medidas experimentais; » ¢ o nimero de

medidas realizadas; s ¢ o desvio padrao absoluto.

v' Limites de detec¢do (LOD) e de quantificagdo (LOQ): o LOD ¢ a concentra¢do mais baixa
de um analito em uma amostra que pode ser detectada, mas ndao necessariamente
quantificada, pelo método analitico. O LOQ se refere a menor concentragao do analito em
uma amostra a qual pode ser determinada quantitativamente com precisdo e exatiddo
aceitaveis. O LOD e o LOQ podem ser determinados de trés formas distintas: método visual,

método baseado na razao sinal ruido ou método baseado na curva analitica (Equagdes 4 ¢ 5).

LOD=3 x E Equagao 4

|72

LOQ=10 X Equagdo 5

Em que: s é o desvio padrao da regressao linear e a é o coeficiente angular da curva analitica.

v' Robustez: se refere a resisténcia dos resultados de um método analitico quando este é
submetido a pequenas e deliberadas variagdes nas condi¢des experimentais (que podem
ocorrer durante as analises de rotina).

A validagdo dos métodos realizada neste trabalho seguiu o documento de orientagdo para
validacdo de métodos analiticos para analise de residuos de agrotoxicos em alimentos e ragdes
proposto pela comunidade europeia (SANTE, 2020). Este guia foi escolhido por ser especifico
para a analise de residuos de agrotdxicos e por se tratar de procedimentos e critérios de aceitacao
bem definidos para avaliacao das figuras de mérito dos métodos analiticos.

Neste trabalho, foram desenvolvidas duas metodologias para determinagdo de residuos de
agrotoxicos em tecidos adiposo e hepatico de anuros. Para a preparagao da amostra foi otimizado
o método QUEChERS visando sua miniaturizacao para compatibilizar com a dimensao da amostra
e empregando tecidos adiposo e hepatico de frango, adquiridos em casa de carnes local para evitar
a eutanasia adicional de anuros. A quantificacdo dos residuos dos agrotdxicos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD,

high-performance liquid chromatography with diode array detector).
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver e otimizar duas metodologias para a
determinagdo de residuos de agrotdxicos em tecidos adiposo e hepatico de frango, empregando o
método QUEChERS e quantificagdo dos agrotoxicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD).

Para alcancar o objetivo principal desta proposta, as seguintes etapas foram realizadas:

v" Desenvolver e otimizar o0 método QUEChERS para extragdo de residuos de agrotdxicos de
tecidos adiposo e hepatico de frango;

v' Miniaturizar o processo de extracdo visando a aplica¢dio do método QUEChERS nas
amostras dos tecidos;

v' Validar os dois métodos de determinagio de residuos de agrotoxicos em tecidos de acordo
como guia de validacdo de métodos analiticos proposto pela Comunidade Europeia

(documento SANTE/12682/2019).
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3 EXPERIMENTAL

Este trabalho foi desenvolvido em parceria com a doutoranda Patricia de Menezes Gondim
e com o prof. Dr. Paulo Cascon do Departamento de Biologia do Centro de Ciéncias da

Universidade Federal do Ceara.

3.1 Preparacio das solucoes padriao dos agrotoxicos

Todos os agrotdxicos empregados neste trabalho (atrazina, mistura de a-cipermetrina + /-
cipermetrina + @-cipermetrina + {-cipermetrina, clorpirifos e mistura de a-endossulfan + f-
endossulfan) apresentaram grau de pureza analitico com 99 % de pureza minima e foram obtidos
da empresa Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha). E importante mencionar que o padrio da
cipermetrina ¢ constituido dos seus 8 isdmeros, porém a cromatografia liquida no modo de fase
reversa consegue separar e identificar apenas quatro isomeros ndo discriminando seus respectivos
estereoisdmeros cis e trans (KWON, 2011). Como solvente de dissolucdo foi utilizado metanol
grau HPLC (JT Baker, Xalostoc, México). Foram preparadas solucdes estoque para cada
agrotdxico na concentracdo de 1000 mg L™, uma mistura estoque contendo todos os agrotoxicos

na concentracdo de 100 mg L™! e solugdes de trabalho foram preparadas a partir destas.

3.2 Preparacio das solucdes padriao dos agrotoxicos

Os tecidos hepatico e adiposo do frango foram adquiridos de uma casa de carne localizada
na cidade de Ituiutaba (MG, Brasil) e empregados como amostra teste para otimizacdo dos
processos de extragdo QUEChERS. Ambos os tecidos foram devidamente limpos (removendo
sujeira e a pele) e, porgdes do tecido hepatico e adiposo foram inseridas em um multiprocessador
e processadas separadamente até total homogeneizagao, sendo armazenadas em tubos Falcon® em

um congelador a -5 °C.

3.3 Otimizacao do método de extracio QuEChERS

Inicialmente, uma pesquisa sobre o método QuEChERS original proposto por
Anastassiades e colaboradores (2003) foi realizada para definir os fatores a serem otimizados de
acordo com os tipos de matrizes estudadas. Devido a baixa quantidade de amostra dos anuros

disponivel, o objetivo da otimiza¢do do método foi miniaturizar as quantidades envolvidas nas
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etapas do método QuUEChERS. Inicialmente foi realizada a otimizagao para o tecido adiposo e, em
seguida, para o tecido hepatico de frango.

Uma mistura de fortificacdo (MF) contendo todos os agrotdxicos foi preparada para a
realizacdo dos estudos de otimizacdo. Na Tabela 3 estdo apresentadas as respectivas concentragdes
de cada agrotoxico na MF, que foram ajustadas devido as diferentes absortividades molares de
cada composto, uma vez que o detector empregado para o estudo foi o detector de arranjo de

diodos.

Tabela 3. Concentragdo dos agrotoxicos na mistura de fortificacdo para o estudo de otimiza¢do do

método QuEChERS.

Agrotoxicos Concentrag¢io (mg L)
Atrazina 0,500
Endossulfan 3,500
Clorpirifos 2,500
Cipermetrina 2,500

3.3.1 Amostras de tecido adiposo

Na primeira etapa, foram avaliados alguns solventes e sorventes que sdo empregados
durante o desenvolvimento do método QuEChERS original. Além disto, foram empregados
sorventes produzidos pelo Laboratério de Pesquisa em Materiais de Separagcdo (CroMat) com
intuito de avaliar sua influéncia na etapa de limpeza. Portanto, foram realizados experimentos
independentes ao variar algumas condi¢des experimentais do método, visando recuperagdes dos
analitos dentro do critério de aceitacdo do documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020). Na
Figura 4 ¢ apresentado um fluxograma das principais etapas do método QUEChERS contendo as

modificacdes das condigdes experimentais de extragao.
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Figura 4. Fluxograma geral do método QuEChERS submetido ao estudo de otimizagdo para a extra¢ao

dos residuos de agrotoxicos de tecido adiposo.

0,500 g de gordura do frango
(Tubo Falcon® de 50 mL)

Fortificar com 50 pL da MF.

4‘ Aguarde 10 minutos ‘

5,0 mL de solvente

4{ 60 segundos de Vortex ‘

0,2 gNaCl e 2,0 g de MgSO,
‘{ 60 segundos de Vortex e centrifuga ‘

Transferir para um tubo de ensaio 2,0 mL do sobrenadante e adicionar
15 mg de MgSO, e 15 mg de sorvente

4{ 30 segundos de Vortex e centrifugar ‘

Recolher 1 mL do sobrenadante em um vial

Analise
Cromatografica

Fonte: Préprio autor.

Para a otimizacao da extragdo QuEChERS inicialmente foram avaliados os solventes e
sorventes apresentados na Tabela 4. Os sorventes Si(PDMS), Si(PGPMS) e Si(PDAS) foram
produzidos pelo grupo de pesquisa CroMat (AGUIAR JUNIOR, 2019; CARVALHO, 2014).

Tabela 4. Solventes e sorventes avaliados na otimizagdo do método QuEChERS para extragdo de

residuos de agrotoxicos do tecido adiposo.

Solventes Sorventes
MeOH PSA
Acetona Cis
Acetonitrila Carvio ativo
Acetato de etila Si(PDMS)
Si(PGPMS)
Si(PDAS)

Além dos solventes e sorventes apresentados na Tabela 4, a extragdo QuEChERS foi
avaliada em uma nova condi¢do, com o solvente de melhor resultado de recuperagdo, empregando
diferentes massas de sorventes de limpeza e sem o uso de sorventes na etapa de limpeza.

O procedimento final otimizado do método QuEChERS miniaturizado foi realizado
conforme descrito. Foram pesados em tubos de ensaio de 5 mL 0,50000 g de tecido adiposo de

frango. Em seguida, foram adicionados 50 uL. da MF e 100 pL de dgua destilada, deixando em
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repouso por 10 minutos para o contato direto dos agrotdxicos com a matriz da amostra. Feito isto,
foram adicionados 1,5 mL de solvente (conforme Tabela 4), agitando-se em voértex por 60
segundos. Posteriormente, foram adicionados 50 mg de NaCl, agitando a mistura em vortex por
10 s. Foram acrescentados 200 mg de CaSQOs, agitando em voértex por cerca de 60 s. A mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 5 min. Por fim, foi transferido 1,00 mL do sobrenadante para um vial
e levado para analise no HPLC-DAD. Na Figura 5 ¢ apresentado um esquema ilustrativo com
todas as etapas envolvidas para a otimizacao do método de extragcdo dos agrotoxicos das amostras

de tecido adiposo.

Figura 5. Esquema com todas as etapas envolvidos no processo de extragdo otimizado para gordura sem

etapa de limpeza.

0,5 g. gordura  Fortificar 50 pL,
& 8 K 100 pL agua 1,5 mL Acetonitrila 60 seg. vortex
MF
V
Aguarde
10 minutos
-
[t
i
50 mg NaCl + 10 seg. 0,2 g MgS0, + 60 seg. -
vortex vortex

5 min. 3000 rpm

° ot

— —
- - - -
Fonte: Proprio autor.
3.3.2 Amostras de tecido hepatico
Para otimizar a extracdo QuUEChERS dos residuos de agrotoxicos da matriz de tecido

hepatico, foram realizados 6 experimentos independentes variando algumas condi¢des conforme

indicado na Tabela 5.
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Tabela 5. Variagoes realizadas nos experimentos visando a condi¢do ideal do método de extragdo de

residuos de agrotoxicos de amostras de tecido hepatico.

Exp. Solvente 100 pL agua Sorventes
01 ACN - 30 mg PSA
02 ACN Sim 30 mg PSA
03 ACN - 15 mg PSA + 15 mg Cis
04 MeOH - 15 mg PSA + 15mg Cis
05 Acetato de etila - 15 mg PSA+ 15mg Cis

06 ACN:Acetato de etila (90:10)

15 mg PSA + 15 mg Cis

Na Figura 6 ¢ apresentado um fluxograma das principais etapas realizadas no processo de

otimizacao da extragao.

Figura 6. Fluxograma geral dos 6 experimentos realizados na otimizag¢do do método para a matriz do

figado do frango caipira.

0,500 g de figado do frango
(Tubo de ensaio de 5 mL),,,
[
‘ Fortificar com 50 pL da MF:‘

‘ Adigdo de agua ‘

4{ Aguarde 10 minutos ‘

‘ 2,0 mL de solvente ‘

|—{ 60 segundos de Vortex ‘

0,05 g NaCl |

10 segundos de Vortex ‘

0,2 g CaSO,
60 segundos de Vortex e centrifuga ‘

Transferir para um tubo de ensaio 1,5 mL do sobrenadante e adicionar
sorvente de limpeza

4’ 30 segundos Vortex e centrifugar ‘

‘ Recolher 1 mL do sobrenadante em um vial ‘

‘ Analise Cromatografica ‘

Fonte: Proprio autor.

O procedimento realizado para a otimizagdo do método de extracdo QuEChERS dos
residuos de agrotoxicos em amostras de tecido hepatico foi similar ao realizado para o tecido
adiposo. No entanto, observou-se que para o tecido hepatico ndo era possivel realizar o processo
sem a etapa de limpeza do extrato, uma vez que apos a particao no método QuUEChERS o extrato

apresentava forte coloracao e ainda com a possivel presenca de substancias provenientes do tecido.
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A Figura 7 ilustra o processo de extragdo QUEChERS otimizado para a extracdo dos agrotoxicos

do tecido hepatico.

Figura 7. llustracdo do processo de extragdo de residuos de agrotoxicos de amostras de tecido hepdtico,

utilizando o método QuEChERS.

0,5 g figado  Fortificar 50 pL, 2,0 mL 60 sea. vortex 50 mg NaCl + 10 0.2 feM%/i(r)tzI 60
§ MEFE ACN & seg. vortex &
V
Aguarde
10 minutos
1 | wE s e
| g " = - -
: 5= == =
R (i
1,5mL -= - -=
15mg PSA+ 30 seg. vortex
5 min. 3000 rpm 15 mg CI8 5 min. 3000 rpm
1 mL

=

"LL.D

Fonte: Proprio autor.

3.4 Analises cromatograficas dos extratos por HPLC-DAD

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a liquido de alta
eficiéncia Waters modelo Alliance €2695, acoplado ao detector de arranjo de diodos, empregando
uma coluna de ago inox de 150 mm X 4,6 mm recheada com particulas de 3,5 um de fase
estacionaria (FE) X-Select Cis HSS (marca Waters). A fase movel (FM) empregada foi composta
de MeOH grau HPLC (JT Baker, Xalostoc, México) e dgua ultrapura com resistividade superior a
18,2 MQ cm em purificador Master System MS200 (Gehaka, Sao Paulo, Brasil). Ambos os
solventes da fase movel foram filtrados separadamente, empregando um filtro Millex® (Millipore)
em um sistema de filtracao caracteristico de preparacao de fase mével. Em seguida, os solventes
foram transferidos para frascos de vidro e desgaseificadas em banho ultrassom por 15 min. Apos
todo processo de preparacdo da FM, os solventes foram levados para o sistema HPLC.

Primeiramente, a fim de obter as condi¢des 6timas de anélise (composi¢cdo da fase movel
ideal, modo de elui¢do, vazdo de fase movel etc.) e os comprimentos de ondas para quantificagao

dos compostos, foi injetada uma mistura contendo todos os agrotoxicos na concentragao de 10 mg



35

L-!. Posteriormente, nas condi¢des otimizadas, foram injetados individualmente os padrdes dos
agrotoxicos na concentragdo de 10 mg L' para realizar a devida identificagdo através da
comparag¢do dos tempos de retencao (tr) com 0s picos no cromatograma da mistura.

Para realizar as anélises dos extratos obtidos através da extragdo QuUEChERS empregando
os solventes acetona e acetato de etila, foi necessario realizar uma etapa prévia para a evaporagao
do solvente extrator em fluxo de argénio para compatibilizar o extrato com a fase mdvel. Apds a
evaporacao do solvente, o residuo presente no vial foi ressuspendido com 1 mL de metanol e
filtrado empregando filtro Millex® com 0,22 pm. Por fim, o filtrado obtido foi levado para o

HPLC-DAD nas condigdes previamente obtidas, realizando as devidas analises.

3.5 Preparacio das curvas analiticas

A partir das solugdes estoque e de trabalho, 1000 e 50 mg L', respectivamente, de cada
agrotoxico, foram preparadas curvas analiticas em solvente (método do padrdo externo), na
amostra que foi submetida ao processo de extracao otimizado (método da calibracao na matriz) e

com adi¢do no extrato (método da adi¢ao padrao) para ambas as matrizes.

3.5.1 Método do padrao externo

Em um baldo volumétrico de 5 mL foram adicionados diferentes volumes de cada padrao
dos agrotoxicos a partir das solu¢des de trabalho (50 mg L), completando o volume restante com
acetonitrila. As concentragdes das solugdes dos padrdes dos agrotdxicos na curva analitica
preparada em acetonitrila variaram de 0,01 a 0,50 mg L™! para a atrazina, 0,07-0,35 mg L™! para o
a-endossulfan e para o B-endossulfan, 0,05-0,25 mg L™ para clorpirifés e para os isdbmeros a-, p-

, 0- e C-cipermetrina.

3.5.2 Método da adi¢ao padrdo

Para a preparagdo da curva analitica pelo método da adi¢do padrdo, amostras dos tecidos
adiposo e hepatico isentas dos agrotoxicos foram submetidas a extragdo QUEChERS, seguindo o
método previamente otimizado. Os extratos obtidos foram empregados como solvente para a
preparagao das curvas analiticas para cada agrotoxico. A partir das solugdes de trabalho de cada
agrotoxico na concentragio de 50 mg L' foram preparados 5 mL de uma mistura dos agrotoxicos

mais concentrada, correspondendo ao sexto ponto da curva analitica, empregando um baldo
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volumétrico de 5 mL e completando o volume restante com o extrato obtido do método
QuEChERS para os tecidos hepatico e adiposo. As concentracdes das solugdes dos padrdes dos
agrotoxicos na curva analitica preparada nos extratos de tecido adiposo e hepatico variaram de
0,01 a 0,50 mg L! para a atrazina, 0,07-0,35 mg L™ para o a-endossulfan e para o B-endossulfan,

0,05-0,25 mg L' para clorpirifés, o-, B-, 0- € -cipermetrina.

3.5.3 Método da calibracdo na matriz

Para a construgdo da curva analitica pelo método da calibragdo na matriz, foi realizada a
fortificagdo do branco das amostras de tecido adiposo e tecido hepatico com a solugao de trabalho
a 50 mg L. As amostras fortificadas foram submetidas aos métodos de extragio QUEChERS
otimizados para o tecido adiposo e para o tecido hepatico. Para a constru¢ao da curva analitica,
foram realizadas diluigdes do extrato fortificado, completando o volume com ACN. As
concentragdes das solucdes dos padrdes dos agrotoxicos na curva analitica preparada em
acetonitrila variaram de 0,01 a 0,50 mg L™! para a atrazina, 0,07-0,35 mg L™ para o a-endossulfan
e para o B-endossulfan, 0,05-0,25 mg L para clorpirifos e para os isdmeros o-, p-, 0- e ¢-

cipermetrina.

3.6 Validacao dos métodos desenvolvidos

Para realizar a validagdo de um método analitico ¢ necessario avaliar se os resultados
obtidos sdo confidveis e se o desempenho € apropriado para a finalidade pretendida, neste trabalho,
a determinacdo de residuos de atrazina, isomeros da cipermetrina, isdmeros do endossulfan e
clorpirifés em tecidos hepatico e adiposo de anuros. Para isto, € recomendavel seguir um protocolo
de validacdo com os procedimentos definidos para cada figura de mérito, levando em consideracao
seus critérios de aceitacdo. Neste trabalho o protocolo escolhido para o estudo de validagao do
método foi o Guia da Comunidade Europeia para Controle de Qualidade Analitica e
Procedimentos de Validacdo de Métodos para Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos
e Ragdes, documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020). Os parametros analiticos para os dois
métodos desenvolvidos que foram validados: seletividade, faixa de trabalho, linearidade, efeito

matriz, limite de detec¢do, limite de quantificacao, exatidao, precisdo e robustez.
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3.6.1 Seletividade

A seletividade foi determinada comparando-se as respostas dos padrdes dos agrotoxicos
preparados em solvente e na matriz com os brancos das amostras. Assim, a elui¢do individualizada
dos picos de cada agrotdxico, sem a coelui¢do de interferentes, seja proveniente da matriz do

solvente ou de subprodutos do método, indicam a seletividade dos métodos.

3.6.2 Linearidade e faixa de trabalho

De acordo com o documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020), a linearidade pode ser
obtida pela injecdo de pelo menos cinco concentracdes diferentes de cada agrotdxico para a
construcdo da curva analitica e o ajuste adequado de um modelo obtido a partir da regressao linear
dos dados ¢ confirmado por um coeficiente de regressao linear (r) maior que 0,99. Todas as curvas
analiticas (método do padrao externo, da adicdo padrao e da calibragdo na matriz) foram
construidas com pelo menos 5 concentragdes diferentes, sendo a primeira concentragao o valor do

LOQ para cada agrotoxico e as demais concentragdes foram: 5x, 10x, 20x, 30x ¢ 50x o LOQ.

3.6.3 Efeito matriz

O efeito matriz nos métodos propostos foi calculado a partir da construgao de curvas
analiticas para os padrdes dos agrotoxicos preparados em solvente e de curvas analiticas para os
padrdes dos agrotoxicos preparados nas matrizes de tecido adiposo e tecido hepatico. O efeito

matriz foi calculado através da Equagao 6.

Sm—Ss

EM(%) = = X 100 Equagéo 6

Em que: Ss: coeficiente angular da curva em solvente; Sm: coeficiente angular da curva na matriz

Além do calculo percentual do efeito matriz nos métodos propostos, esse foi avaliado
também qualitativamente a partir do paralelismo das curvas analiticas preparadas em solvente e

nas matrizes.
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3.6.4 Limites de detec¢ao (LOD) e de quantificacdo (LOQ)

A determina¢do do LOQ foi realizada através de injegdes consecutivas de concentragdes
decrescentes dos agrotdxicos até a obtencao de um sinal repetitivo com variacao da area de pico
inferior a 20 % em termos de desvio padrao relativo (RSD, relative standard deviation). Para tal,
foram injetadas concentragdes cada vez menores até o desaparecimento do pico do agrotoxico no
cromatograma. Em seguida, foram preparadas solugdes nas concentracdes imediatamente
superiores as concentragdes antes do desaparecimento dos picos dos agrotoxicos. Foram injetadas
solugdes em triplicata para cada solucdo dos agrotdxicos correspondentes aos possiveis LOQ e
calculada a variagdo da area de pico. Os valores de LOQ foram confirmados quando a
concentragdo dos agrotoxicos apresentaram RSD < 20 %. A concentracdo inicial avaliada foi de

1,0 mg L' para cada agrotéxico. Os valores de LOD corresponderam a 1/3 dos valores do LOQ.

3.6.5 Exatiddo e precisao

A exatidao e a precisdo foram avaliadas em duas concentragdes diferentes conforme
sugerido pelo documento SANTE/12682/2019 dentro da faixa de 1-10 x o limite de quantificacdo
do método, 3x LOQ e 10x LOQ, em sextuplica (6x) para cada nivel testado. As medidas de
precisdo foram avaliadas em duas dimensdes: (i) repetibilidade — seis extragdes para cada nivel de
fortificagdo das amostras de tecidos adiposo e hepatico realizadas sob as mesmas condi¢des em
um mesmo dia; e (i1) reprodutibilidade dentro do laboratorio (precisdo intermedidria) — seis
extracdes das amostras dos tecidos fortificadas em cada nivel de concentragao realizadas em trés
dias distintos por trés analistas diferentes empregando os métodos QuUEChERS otimizados. Em
ambas as dimensdes da precisdo o desvio padrao relativo foi medido para avaliar o grau de
repetibilidade e de reprodutibilidade dentro do laboratorio dos métodos propostos. De acordo com
o documento SANTE/12682/2019, o critério de aceitacdo para que um método analitico seja
considerado preciso ¢ de RSD <20 %.

A exatidao dos dois métodos propostos para a determinagdo dos agrotoxicos em tecidos
adiposo e hepatico foi medida através de ensaios de recuperagdao. As amostras foram fortificadas
em dois niveis de concentragdo, 3x LOQ e 10x LOQ, e submetidos aos 2 métodos QUEChERS. O
critério de aceitagdo estabelecido para que um método analitico seja considerado exato, de acordo
com o documento SANTE/12682/2019, ¢ que a recuperagdo dos compostos fique na faixa de 70-

120 %. A porcentagem de recuperagao dos agrotoxicos foi calculada de acordo com a Equagao 7.
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R(%) = —29rotoxicolextraido o 1) Equacio 7

[agrotoxico]fortificado
3.6.6 Robustez

A robustez dos métodos para determinagao dos residuos de agrotoxicos em tecidos adiposo
e hepatico foi avaliada utilizando o teste de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975). Este teste
permite determinar os fatores que possuem a maior influéncia sobre a resposta de um método
analitico e, desta forma, indicar um controle mais rigoroso destes fatores para evitar variagdes na
resposta, garantindo uma maior robustez do método analitico. Os fatores escolhidos devem ser
aqueles passiveis de sofrerem variagdes durante uma analise de rotina empregando o método.

Para a determinagdo da robustez pelo teste de Youden foram realizados 8 experimentos
avaliando 7 fatores simultaneamente em um tipico planejamento fatorial fracionario 27
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Os experimentos realizados consistiram da
fortificacdo dos tecidos com concentragdo de 10x o LOQ para cada agrotdxico e, em seguida, a
aplicagdo dos métodos QUEChERS otimizados para cada amostra. Os fatores e os seus niveis

avaliados para o estudo da robustez dos métodos sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Matriz do planejamento de experimentos para a avalia¢do da robustez dos métodos analiticos

propostos, empregando o teste de Youden.

Experimentos Variagoes
Fatores . .
1 2 3 4 5 6 7 8 Nominal Deliberado
Tempo Contato A A A A a a a a 10 min 12 min
Agitagdo B B b b B B b b 60s 90s
Sal (NaCl/CaS0O4) C c C c C c C c 50/200 mg 60/240 mg
Solvente (marca) D D d d d d D D
Vazio E e E e e E e E 1,0mLmin' 0,8 mL min"'
FM (MeOH) F f f F F f f F 80 % 82 %
Temperatura G g g G g G G g 30°C 35°C

Letras em maiusculo: valores originais do método otimizado, Letras em minusculo: valores

deliberadamente variados no método otimizado.

A avaliacdo da robustez do método foi realizada a partir do célculo dos efeitos para cada
fator variado nas condi¢des experimentais. Os métodos propostos foram considerados robustos
quando a variacdo da resposta para cada fator estudado foi inferior a 2 % da porcentagem de

recuperacdo. Os efeitos encontrados para cada fator foram referentes as porcentagens de
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recuperac¢ao, obtidos de acordo com os experimentos realizados pelo teste de Youden da Tabela 6,
calculados através da Equagao 8.

Efeito (A—a) = R, — R, Equagdo 8
Em que: R, é a média das respostas para 4 o fator mantido na condicdo original do método; R, é

a média das respostas para o fator a variado deliberadamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao das condicoes cromatograficas de analise dos agrotoxicos

Todos os agrotoxicos estudados sdo absorventes de radiacao eletromagnética na regido do
ultravioleta e, portanto, geram resposta no detector de arranjo de fotodiodos. Inicialmente foi
injetada uma mistura contendo todos os agrotdxicos na concentragdo de 100 mg L' para a
otimizagdo da composi¢do de fase movel na condig@o de varredura espectral (registro de todos os
comprimentos de onda simultaneamente a separacdo cromatografica). A varredura espectral
permitiu a defini¢ao dos comprimentos de ondas de analise dos agrotoxicos. A mistura dos padroes
foi entdo submetida a analises sob diferentes condigdes de fase movel até que se observasse a
separagdo total dos picos dentro de um tempo total de analise mais curto possivel. Dentre as
condi¢cdes avaliadas, a que gerou a melhor separagdo dos 8 agrotoxicos foi aquela contendo uma
mistura de MeOH:H>O (80:20, v/v), temperatura da coluna mantida em 30 °C, vazdo da fase movel

de 1,0 mL min™!

, comprimento de onda de 220 nm e tempo total de analise de 20 min de corrida
cromatografica. Apo6s a confirmagdo das condi¢des ideais de analise, foram injetados
individualmente cada padrio dos agrotoxicos na concentragio de 100 mg L', a fim de confirmar
suas identidades através da comparacdo dos tempos de retengdo (tr) nos cromatogramas. Na
Figura 8 ¢ apresentado o cromatograma da separagdo Otima alcangada para a mistura dos
agrotoxicos no comprimento de onda de 220 nm.

Como apesentado no cromatograma da Figura 8, a separagdao dos picos referentes aos
agrotoxicos se mostrou bastante satisfatoria, mesmo para os isdomeros do endossulfan e da
cipermetrina. Uma das vantagens de utilizar o detector de arranjo de diodos ¢ a opgao de habilitar
a varredura na regido do UV-Vis durante a corrida cromatografica. Portanto, ¢ possivel identificar

e quantificar cada composto, separadamente, no seu maximo de absor¢do, aumentando a

sensibilidade do método.
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Figura 8. Cromatograma da separagdo da mistura dos agrotoxicos. Fase movel MeOH:H>O (80:20, v/v),
vazdo de 1,0 mL min™'; detec¢do DAD em 220 nm; coluna cromatografica: X-Select C18 HSS.
Identificagdo dos picos: (1) Atrazina; (2) a-endossulfan; (3) clorpirifos; (4) p-endossulfan; (5) o-

cipermetrina; (6) f-cipermetrina; (7) G-cipermetrina; (8) {-cipermetrina.

1

Resposta do detector (u.a.)

Tempo (min)

4.2 Otimizacao dos métodos de extracaio QUEChERS

4.2.1 Amostras de tecido adiposo

A extracdo de residuos de agrotoxicos € um processo laborioso para ser otimizado e
validado. O primeiro passo antes de iniciar a otimizagdo ¢ avaliar o problema e selecionar um
método de acordo com as propriedades da amostra, propriedade a ser medida, sempre buscando
uma metodologia que seja rapida, menos laboriosa possivel e que consuma a menor quantidade de
solvente organico. O método QUEChERS além de ser simples, rapido e pratico, consome um baixo
volume de solvente organico e tem sido considerado o método adequado para extragdo de residuos
de agrotoxicos de alimentos (SANTE, 2020), sendo escolhido para este estudo.

Para avaliar os fatores que interferem diretamente na recuperagdo dos residuos dos
agrotoxicos, foi realizada uma pesquisa na literatura, sendo observado que para o método
QuEChERS a escolha do solvente e do sorvente de limpeza sdo os Unicos fatores passiveis de
otimizagdo de acordo com as caracteristicas da matriz e dos agrotoxicos em estudo (PRESTES et
al., 2009). Deste modo, neste trabalho inicialmente foram avaliados os solventes mais comumente
empregados nos métodos QUEChERS multirresiduos para determinacao de agrotoxicos e outros
compostos em diversas matrizes alimenticias ou nao (KIM et al., 2019). Os solventes testados
foram o MeOH, a acetona, o acetato de etila e a ACN, utilizando como sorvente de limpeza o PSA,

conforme proposto no método QUEChERS original. Outra mudanga para o método QUEChERS
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original realizada desde os primeiros testes foi a reducdo da massa de amostra e dos sais de
particdo, bem como do solvente de extracdo e do sorvente de limpeza. Houve mudanca também
do agente dessecante MgSO4 para o CaSO4 por este ter apresentado melhor separagdo de fase em
testes preliminares. A esse método QUEChERS denominaremos a partir deste momento de mini-
QuEChERS, em fung¢do da reducdo dos solventes e reagentes empregados. As recuperagdes
obtidas para os agrotoxicos empregando o método mini-QuEChERS de acordo com o tipo de

solvente extrator empregado estdo apresentadas na Figura 9.

Figura 9. Avaliagdo do melhor solvente extrator para o método mini-QuEChERS na extragdo dos

agrotoxicos de tecido adiposo.
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A reta tracejada na Figura 9 ¢ correspondente ao valor de 50 % de recuperacdo dos
agrotoxicos do tecido adiposo, empregando as condi¢cdes modificadas do método QUEChERS.
Portanto, analisando a porcentagem de recuperagao dos analitos na Figura 9, pode-se afirmar que
o solvente acetato de etila apresentou melhores percentuais de recuperagdo para os agrotoxicos,
apesar de ndo estarem dentro de uma faixa recomendavel para esta condigao (70-120 %). Isto pode
ser esperado, j4 que, o acetato de etila tem demostrado ser um solvente com caracteristicas
universais e que vem sendo empregado na extracdo de diversos agrotoxicos de diferentes classes
em diferentes matrizes (PRESTES et al., 2009). J4 o solvente ACN, que normalmente possibilita
a extragdo de uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra, como
ceras, gorduras e pigmentos, e proporciona uma ampla extracdo de agrotoxicos com diferentes
polaridades (PRESTES et al., 2009), ndo apresentou recuperagdo para os agrotoxicos sob as
condi¢des preliminarmente avaliadas.

Apos a escolha do solvente (acetato de etila), foi avaliado o melhor sorvente para a limpeza

dos extratos no método mini-QuEChERS para os agrotoxicos estudados. Para isto, foi realizado



44

um estudo prévio da influéncia de determinados sorventes em determinados tipos de matrizes. O
etilenodiamino-N-propil, por exemplo, ¢ composto por uma amina primaria secundaria (PSA,
primary secundary amine), que atua como um trocador anionico, podendo interagir com diferentes
compostos através de ligacdes de hidrogénio, dipolo-dipolo e ou de efeito quelante, removendo
assim diversos coextrativos presentes em diferentes matrizes. Entretanto, para matrizes mais
gordurosas o PSA ndo tem se mostrado tao eficiente (CABRERA et al., 2012). Além do PSA,
foram testados sorventes produzidos no CroMat, tais como o Si(PDAS), Si(PGPMS), ¢ o
Si(PDMS), além de um sorvente Cis comercial, avaliando a eficiéncia da remocao de coextrativos
no processo de extracdo mini-QuUEChERS. Na Figura 10 estdo apresentadas as porcentagens de
extracao dos agrotdxicos para cada sorvente avaliado, empregando o acetato de etila como solvente

extrator.

Figura 10. Avaliacdo de diferentes sorventes de limpeza para a extragdo de agrotoxicos de tecido

adiposo, empregando o método mini-QuEChERS.
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Para facilitar a visualizagdo, na Figura 10 foi colocada uma reta tracejada correspondente
ao valor de 70 % de extracao dos agrotoxicos no tecido adiposo, sendo o valor inicial do intervalo
de 70 - 120 % recomendavel para a recuperagdo dos agrotoxicos (SANTE, 2020). Assim, os
sorventes PSA e Si(PGPMS) apresentaram um valor de recuperagdo abaixo desta faixa como pode
ser observado no grafico da Figura 10. Ja o Cis (octadecilsilano), um sorvente comumente utilizado
em matrizes com alto teor de gordura (> 2 %) por promover uma limpeza efetiva de compostos
lipofilicos dos extratos (KIM et al., 2019), ndo apresentou recuperacdes adequadas para os
agrotoxicos do tecido adiposo, em especial para a cipermetrina o composto mais hidrofobico entre
os agrotoxicos estudados. Ja o Si(PDAS) e Si(PDMS) apresentaram taxas de recuperagdo para os

agrotoxicos dentro da faixa recomendavel, podendo assim serem, quaisquer um dos dois,
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escolhidos para a remoc¢do dos componentes da matriz lipofilica. Neste estudo foi escolhido o
Si(PDMS) como sorvente de limpeza.

Deste modo, ap6s avaliar todas as condic¢des realizadas nesta etapa, pode-se afirmar que as
recuperacdes dos agrotdxicos, mesmo com os sorventes Si(PDAS) e Si(PDMS), estavam
apresentando grandes variacdes entre as taxas de recuperagao dos diferentes agrotoxicos, mesmo
estando dentro do critério aceitavel. Além disso, a incompatibilidade do acetato de etila com a fase
movel do sistema cromatografico também gerava um empecilho durante as analises, uma vez que,
o0s extratos eram submetidos a uma etapa de evaporagdo com gas argonio, aumentando o tempo de
preparagdo da amostra e, possivelmente, provocando a maior variacdo das taxas de recuperacao
dos agrotoxicos. Desta forma, um novo estudo foi realizado visando adicionar um microvolume
de 4gua a matriz da amostra ap0ds a fortificacdo com os agrotoxicos e tentar recuperar um maior
percentual dos agrotoxicos. A adi¢do de 100 puL de agua ultrapura apds a fortificacdo foi sugerida
uma vez que a matriz lipofilica do tecido adiposo apresenta um teor de umidade extremamente
baixo, impedindo que durante a etapa de particdo ocorra o processo de separacgao de fases de forma
eficiente pela atuagdo dos sais CaSO4 e NaCl. O NaCl, que possui a finalidade dentro do método
QuEChERS de realizar o processo salting-out, s6 o consegue fazer na presenca de agua e,
provavelmente ndo estava sendo possivel com o pequeno volume disponivel na matriz lipofilica.
Outra mudanga realizada foi adicionar primeiro o NaCl e, um minuto depois, adicionar o CaSO4
na etapa de parti¢do do método mini-QuEChERS e, assim, haver tempo de o NaCl agir antes do
sal dessecante eliminar a fase aquosa do processo de extracdo. Desta forma, a extragdo em triplicata
foi realizada empregando a acetonitrila como solvente extrator, adicionando 100 uL de agua
ultrapura apds a fortificacdo das amostras de tecido adiposo e estabelecendo duas condigdes, a
primeira avaliando novamente os sorventes de limpeza e uma segunda sem uso de sorvente de
limpeza. Esta segunda condi¢cdo foi avaliada apos a observagao visual de extratos mais limpos

obtidos com a adi¢do da dgua ultrapura. Os resultados obtidos estao apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Avaliagdo da recuperagdo dos agrotoxicos de amostras de tecido adiposo, com e sem etapa de

limpeza, apos a inclusdo de uma etapa de adi¢do de agua.
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A etapa de limpeza ¢ introduzida no método de extragdo com intuito de obter um extrato
final mais limpo, ou seja, com a menor quantidade de interferentes possiveis promovendo mais
robustez e confiabilidade para os resultados obtidos, uma vez que, componentes da matriz podem
interagir irreversivelmente com a fase estacionaria da coluna cromatografica, alterando as
respostas obtidas e requerendo um aumento na manuten¢do do equipamento (CABRERA et al.,
2012). Porém, no presente experimento, apés a adicdo de agua na etapa inicial do processo de
extragdo mini-QUEChERS dos agrotéxicos do tecido adiposo, com ou sem a etapa de limpeza os
cromatogramas obtidos apresentaram similaridade, ou seja, a presenga de coextrativos
provenientes da matriz ndo afetou os picos dos analitos. Além disto, apos retirar a etapa de limpeza
as porcentagens de recuperagdo dos agrotoxicos se mantiveram constante, na faixa de 86-102% de
recuperag¢do, dentro do indicado pelo documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020).

Outro fato importante ¢ que a adicdo de agua na matriz durante o processo de extracao
também melhorou a recuperagdo dos analitos. Como a matriz apresenta um alto teor de gordura, a
adi¢do dos sais para promog¢ao do efeito salting-out ndo ocorre de maneira significativa, devido a
baixa quantidade de d4gua na matriz lipofilica, como informado anteriormente. Porém, ao adicionar
uma certa quantidade de d4gua na matriz e promover agitacao em vortex por 10 segundos, ocorre a
solvatacdo dos ions do NaCl dissolvido pelas moléculas de 4gua, saturando a matriz com os ions
dissociados do sal e disponibilizando os compostos mais polares presentes na matriz para migracao
para a fase orgénica extratora. Feito isto, foi adicionado CaSOg4 para eliminar a presenca de dgua
residual. Na Figura 12 ¢ apresentado um fluxograma do método mini-QuEChERS otimizado para

realizar a extracdo dos residuos de agrotoxicos das amostras de tecido adiposo.
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Figura 12. Método Mini-QuEChERS otimizado para extracdo de agrotoxicos de amostras de tecido

adiposo.
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4.2.2 Amostras de tecido hepdtico

Apds definido o método de extragdo dos agrotoxicos de tecido adiposo, o mesmo foi
modificado para otimizar a extracdo dos agrotoxicos em amostras de tecido hepatico. Foram
avaliados o melhor solvente extrator, a necessidade da adi¢do de agua ultrapura (uma vez que o
figado apresenta alto grau de umidade) e o melhor sorvente de limpeza (os extratos do tecido
hepético apresentavam forte coloragdo) em seis experimentos conforme apresentado na Tabela 5.
Na Figura 13 sdo apresentados os resultados de recuperacao para cada experimento realizado para

os agrotoxicos extraidos do tecido hepatico, empregando o método mini-QuEChERS.
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Figura 13. Avaliacdo das taxas de recuperagdo de agrotoxicos de tecido hepatico na otimizag¢do do

método mini-QuEChERS avaliando diferentes solventes extratores e sorventes de limpeza.
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Para facilitar a visualizagdo da faixa recomendavel para as taxas de recuperagao dos
agrotoxicos foram colocadas duas retas tracejadas na Figura 13, correspondente ao intervalo de
70-120 % de extracdo. Desta forma, a partir do grafico apresentado na Figura 13 foi possivel
observar que o experimento 03, que corresponde ao uso de ACN como solvente extrator, sem a
adigdo de dgua a amostra de tecido hepatico e empregando 15 mg de PSA e 15 mg de Cis como
sorventes de limpeza, apresentou uma recuperacdo satisfatoria, no intervalo de 91-110 % de
extragdo para todos os agrotoxicos, incluindo os isomeros. Esta condi¢ao foi definida como a 6tima
para a extragao dos agrotoxicos do tecido hepatico.

Para a matriz do tecido hepatico, a etapa de limpeza foi fundamental para realizar a extracao
de forma eficiente dos agrotéxicos pelo método mini-QuEChERS, uma vez que os coextrativos
provenientes da matriz interferiam diretamente na eluigdo dos picos cromatograficos. Os sorventes
empregados para realizar o clean-up foram o PSA e o Cis. O PSA por ser uma amina primaria
secundaria, eficiente na remocdo de compostos hidrofilicos e o Cis efetivo na remog¢do de
compostos lipofilicos. Bandeira et al. (2014) empregaram esta mesma mistura de sorventes para
realizar a extracdo de residuos de agrotoxicos em amostras de leite, que apresenta um teor de
gordura > 2 %, obtendo resultados de recuperagao satisfatorios para todos os compostos estudados.

Na Figura 14 ¢ apresentado o fluxograma do método mini-QuEChERS otimizado para a

extracdo dos residuos de agrotoxicos nas amostras de tecido hepatico.
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Figura 14. Fluxograma do método mini-QuEChERS otimizado para extra¢do dos residuos de

agrotoxicos de tecido hepatico.
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Deste modo, os solventes extratores, as quantidades de sais para particdo ¢ do sorvente de
limpeza foram otimizados para os tecidos adiposo e hepético, usando como teste material de
frango, visando a recuperacao dos residuos dos agrotoxicos dentro da faixa recomendada pelo
documento SANTE/12682/2019, de 70-120 %. Todos os agrotoxicos foram recuperados dentro da
faixa recomendada empregando os métodos otimizados mini-QUEChERS. O método de extracao
QuEChERS foi miniaturizado, diminuindo consideravelmente as quantidades de amostra (reducao
de 95 %), solvente extrator (redugdo de 90 %), sais de particao (redugdo de 95 %) e sorventes de
limpeza (reducao de 40 %), mantendo bons percentuais de recuperacao, além de resultar em uma

metodologia mais limpa e mais econdmica.

4.3 Validacao dos métodos analiticos

A validagdo de um método analitico € realizada por estudos sistematicos produzidos no
laboratério, indicando que o método atende as normas estabelecidas por agéncias reguladoras e
orgaos de fiscalizacdo nacionais e/ou internacionais. Esta validacdo pode ser averiguada através
de parametros conhecidos como figuras de méritos. No presente trabalho, foi empregado o guia de

validagdo da comunidade europeia documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020), avaliando as
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figuras de mérito: seletividade, linearidade e faixa de trabalho, LOD e LOQ, precisdo, exatidao e

robustez.

4.3.1 Seletividade

A seletividade dos métodos para a determinagdo de agrotoxicos em tecidos adiposo e
hepatico foi avaliada pela analise dos cromatogramas obtidos para a separacao dos padrdes dos
agrotoxicos preparados em solvente e preparados nas duas matrizes, usando os brancos das
amostras. Na Figura 15 sdo apresentados os cromatogramas da separacdo dos agrotoxicos nas

amostras de tecido hepatico e adiposo de frango.

Figura 15. Cromatogramas do branco da amostra de (a) tecido adiposo e de (b) tecido hepatico
comparados com cromatograma de uma solug¢do padrdo da mistura de agrotoxicos. FM MeOH:H>O
(80:20, v/v), vazdo 1,0 mL min; detec¢do 220 nm; coluna X-Select C18 HSS. Identificagdo dos picos. (1)
atrazina, (2) a-endossulfan; (3) clorpirifos; (4) p-endossulfan; (5) o-cipermetrina; (6) p-cipermetrina;

(7) B-cipermetrina; (8) {-cipermetrina
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Na Figura 15 € possivel observar que os agrotoxicos estudados sdo eluidos na forma de
picos isolados no cromatograma sem a interferéncia de componentes das matrizes dos tecidos
adiposo (Figura 15a) e hepatico (Figura 15b). De acordo com o documento SANTE/12682/2019
o método pode ser considerado seletivo quando os analitos nao sao afetados pelos coextrativos das
matrizes das amostras ou quando a interferéncia de coextrativos no pico do analito ¢ inferior a
30 % da area total de pico do analito (SANTE, 2020). Desta forma, os dois métodos desenvolvidos
podem ser considerados seletivos para a determinagdo dos oito agrotoxicos em tecidos adiposo e

hepatico.

4.3.2 Linearidade e faixa de trabalho

Para avaliar a linearidade dos métodos otimizados foram construidas trés curvas analiticas
sob diferentes métodos. A primeira curva foi construida em solvente pelo método do padrao
externo, a segunda no extrato da amostra pelo método da adi¢@o padrdo e a terceira curva obtida
pela calibragdo na matriz, na qual a amostra fortificada foi submetida aos processos de extragao
otimizados. As curvas analiticas obtidas pelo método da adi¢do padrdo e calibragdo na matriz
foram construidas para as duas matrizes das amostras, ou seja, para os tecidos adiposo e hepatico.
Na Figura 16 estdo apresentadas as curvas analiticas obtidas para cada um dos agrotoxicos, pelos

diferentes métodos de calibrag@o, para as amostras de tecido adiposo.
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Figura 16. Curvas analiticas dos agrotoxicos em estudo obtidas para o tecido adiposo sob diferentes

meétodos de calibragdo. Agrotoxicos: (A) a-endossulfan; (B) Clorpirifos, (C) f-endosulfan; (D) o-
cipermetrina; (E) p-cipermetrina; (F) {-cipermetrina; (G) 0 -cipermetrina; (H) atrazina; (1) o, p, 6-
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Para todos os agrotoxicos obtiveram-se as trés curvas analiticas, exceto para o a-
endossulfan, que nao foi possivel obter a curva analitica pelo método da adi¢do padrao. Isto
ocorreu devido a coeluicdo de algum componente da matriz juntamente com o analito nesta
condicdo. A partir das curvas apresentadas na Figura 16, obtiveram-se os coeficientes de regressao

linear e as equagdes das retas. Os valores obtidos estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Dados referentes as curvas analiticas obtidas pelos métodos do padrdo externo (R ), da

calibracdo na matriz (@) e da adi¢do padrao (A) para as amostras de tecido adiposo.

Agrotoxicos Faixa de trabalho (ppm) r R? Equacao da reta
0,9988 0,9971 my=0,242 x + 0,007
Atrazina 0,01-0,50 0,9989  0,9973 e y=0,522x+0,027

0,9983  0,9957 A=10,301 x+ 0,035

0,9985  0,9962 my=0,011x+0,005

0,9972  0,9929 A y=0,008 x + 0,006

0,9985  0,9964 my=0,013x+0,004

B-endosulfan 0,07-3,50 0,9962  0,9904 e y=0,010x+ 0,001
0,9984 00,9959 A y=0,010x+ 0,006

0,9992  0,9980 my=0,024 x + 0,006

Clorpirifos 0,05-2,50 0,9996  0,9990 e y=10,021 x+ 0,004
0,9991  0,9978 A y=0,032x+ 0,003

0,9968  0,9920 my=0,012x+0,002

a-cipermetrina 0,05-2,50 0,9983  0,9957 e y=10,012x+ 0,001
0,9962 00,9906 A y=0,015x+0,0004

0,9966  0,9915 my=0,019x+0,002

B-cipermetrina 0,05-2,50 0,9985 00,9963 e y=10,019 x-0,0003
0,9980  0,9950 A y=0,022x+0,002

0,9962  0,9905 my=0,015x+0,0001

0-cipermetrina 0,05-2,50 0,9969  0,9922 e y=0,012x+0,0001
0,9974  0,9935 A y=0,017x+0,001

0,9961  0,9903 my=0,018 x+0,0002

C-cipermetrina 0,05-2,50 0,9971  0,9927 e y=0,013 x+ 0,0009
0,9978 00,9946 A y=0,021 x + 0,002

0,9977  0,9942 my=0,048 x + 0,002

a, B, O-cipermetrina 0,05-2,50 0,9982 00,9954 e y=0,042 x + 0,002
0,9985  0,9964 A y=0,050x + 0,004

o-endosulfan 0,07-3,50

Como pode ser observado pelos valores obtidos para as curvas analiticas na Tabela 7, todos
os coeficientes de regressdo linear (r) ou de determinacio (R?), obtidos pelo método dos minimos

quadrados, apresentam valores superiores a 0,99 que ¢ o critério de aceitagdo do documento
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SANTE/12682/2019 para a linearidade do método. Portanto, os modelos lineares obtidos para cada
agrotoxico no tecido adiposo foram bem ajustados e serdo empregados para a quantificacdo dos
agrotoxicos apos as extragdes obtidas pelo método mini-QuEChERS otimizado.

A linearidade do método de determinagdo de agrotdxicos em tecido hepatico também foi
avaliada para cada agrotdxico, construindo curvas analiticas sob os trés métodos de calibracao. Na
Figura 17 estdo apresentadas as curvas analiticas obtidas para os agrotoxicos preparadas pelo

método do padrao externo, da adi¢ao padrao e da calibragdo na matriz de tecido hepatico.
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Figura 17. Curvas analiticas dos agrotoxicos em estudo obtidas para o tecido hepatico sob diferentes

métodos de calibragdo. Agrotoxicos: (4) p-endossulfan; (B) a-cipermetrina; (C) {-cipermetrina, (D) f5-

cipermetrina; (E) O-cipermetrina, (F) atrazina, (G) clorpirifos; (H) a, S, @-cipermetrina.
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As curvas analiticas foram obtidas para todos os agrotdxicos, exceto para o a-endossulfan,
que nao foi possivel obter a curva analitica por adi¢do padrao e calibracdo na matriz. Isto ocorreu
devido a co-eluigdo de algum componente da matriz juntamente com o analito, ou seja, no mesmo
tempo de retencdo, inviabilizando sua analise. Para este composto no tecido hepatico as
recuperagoes serdo calculadas pela curva analitica obtida pelo método do padrao externo. A curva
analitica obtida pelo método da calibragdo na matriz para a atrazina apresentou um aumento
significativo nos valores das areas de pico, provavelmente devido a co-eluicdo de algum
componente da matriz no mesmo tempo de retencdo do analito. Neste caso, a curva analitica obtida
pela calibragdo na matriz pode ser empregada na quantificagdo da atrazina para compensar
potencial efeito matriz do tecido hepatico. A partir das curvas apresentadas na Figura 17 foram
extraidas as informagdes referentes aos coeficientes de regressao linear para cada curva analitica,
as equacdes da reta e as faixas de trabalho para cada agrotdxico. Os valores obtidos para esses

parametros estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Dados referentes as curvas analiticas obtidas pelos métodos do padrdo externo (M), da

calibragdo na matriz (@) e da adicdo padrdo (A) para as amostras de tecido hepadtico.

Agrotoxicos Faixa de trabalho (ppm) r R? Equacio da reta
0,9988  0,9971 my=0,242 x + 0,007

Atrazina 0,01-0,50 0,9981 0,9952 e y=0,277x+ 0,035
0,9993  0,9984 A y=0.214x+0,150

a-endossulfan 0,07-3,50 0,9985  0,9962 my=0,011x+0,005
0,9985  0,9964  my=0,013x + 0,004

p-endossulfan 0,07-3,50 0,9970  0,9925 ey=0,016x+0,012

0,9961 00,9902 A y=0,010x+0,003

0,9992  0,9980 my = 0,024 x + 0,006

Clorpirifos 0,05-2,50 0,9986  0,9964 e y=0,030x+ 0,010
0,9967  0,9919 A y=0,021 x + 0,003

0,9968  0,9920 my=0,012 x+0,002

a-cipermetrina 0,05-2,50 0,9990 0,9974 e y=20,018x+0,003
0,9973  0,9933 A y=0,012 x+0,002

0,9966  0,9915 my=0,019x+0,002

p-cipermetrina 0,05-2,50 0,9977  0,9942 e y=0,019x+0,008
0,9967  0,9917 A y=10,018 x+ 0,008

0,9962  0,9905 my=0,015x+0,0001

O-cipermetrina 0,05-2,50 0,9965  0,9913 e y=0,014x+0,005
0,9976  0,9940 A y=0,014 x + 0,005

C-cipermetrina 0,05-2,50 0,9961  0,9903 my=0,018 x+0,0002
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0,9985  0,9962 e y=0,019 x+ 0,004
0,9998  0,9994 A y=0,019 x+0,005
0,9977  0,9942 my=0,048 x + 0,002
a, B, O-cipermetrina 0,05-2,50 0,9990 0,9976 e y=0,046x+0,017
0,9987  0,9968 A y=0,045x+0,012

Conforme apresentado na Tabela 8, os coeficientes de regressdo linear (r) e de
determinagio (R?) obtidos das curvas analiticas para cada agrotoxico, independentemente do
método de calibragdo empregado, foram superiores a 0,99, atendendo aos critérios de aceitagao
estabelecidos pelo documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020). Portanto, ¢ possivel afirmar
que os modelos lineares ajustados aos dados das curvas analiticas para todos os agrotdxicos sao
adequados para realizar determinacgdes analiticas dos agrotoxicos na matriz de tecido hepatico.

Vale ressaltar que ambos os métodos analiticos apresentaram boa linearidade para as duas
matrizes estudadas e que a faixa de trabalho foi considerada suficiente para quantificar a presenga

dos residuos dos agrotoxicos nos tecidos dos anuros.

4.3.3 Efeito matriz

Para avaliar a ocorréncia do efeito matriz nos métodos analiticos desenvolvidos, as
inclinagdes das curvas analiticas preparadas em solvente (MeOH) e na matriz (calibragdo na
matriz) foram comparadas, conforme recomendado pelo documento SANTE/12682/2019
(SANTE, 2020). O indicativo qualitativo do efeito matriz em um método analitico € confirmado,
segundo o documento, quando ndo ha paralelismo entre as inclinacdes das duas curvas analiticas.
Porém, quantitativamente o efeito matriz pode ser medido a partir da Equagdo 2, para cada

agrotoxico estudado nas duas matrizes. Os valores obtidos estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Porcentagens do efeito matriz obtidas para cada agrotoxico empregando o método mini-
QuEChERS para as amostras de tecidos (a) adiposo e (b) hepatico.
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Como pode ser observado na Figura 18, todos os agrotoxicos estudados, em ambas as
matrizes, apresentam efeito matriz que variaram de -3,3 - 33,3 %. O efeito matriz pode ser
considerado negligencidvel quando ¢ inferior a 20 % e considerado mediano quando encontrado
na faixa de 20-50 % (ECONOMOU et al., 2009).

Os efeitos obtidos podem ser positivos ou negativos e sdo causados por interferentes
advindos da amostra que coeluem junto ao analito. Quando os efeitos obtidos sdo inferiores a 20
%, significa que a matriz apresenta uma baixa influéncia sobre as areas dos picos dos analitos. Isto
pode confirmar a seletividade do método cromatografico, afirmando que nao ha a presenca de
possiveis interferentes com o mesmo tempo de reten¢do dos analitos, e confirmar a eficiéncia do
método no preparo da amostra em isolar os analitos dos interferentes da matriz. Para a matriz do
tecido hepatico (Figura 18b), todos os compostos apresentaram baixo efeito matriz, exceto para o
B-endossulfan, que apresentou valor ligeiramente superior a 20 %. Ja para matriz do tecido
adiposo, alguns compostos apresentaram valores superiores a 20 %, porém todos menores que 50
%, indicando um efeito matriz mediano do método (CHIARELLO et al., 2017; ARIAS, 2019).

Quando se trabalha com matrizes mais gorduras e complexas, como os tecidos adiposo e
hepatico, as respostas podem apresentar efeito matriz devido a presenca de carboidratos, proteinas
e lipideos, coextraidos no processo de extragdo que podem causar o efeito matriz (PINHO;
SILVERIO, 2010). Porém, a maioria dos efeitos matrizes obtidos pode ser considerada baixa ou
média e para todas as situacdes serdo empregadas curvas analiticas preparadas na matriz para

compensar esse efeito.
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4.3.4 Limites de quantificacdo e de deteccio

O limite de quantificagdo de um método analitico ¢ uma importante figura de mérito, pois
indica a menor concentracao do analito em uma matriz que o método consegue quantificar com
precisdo e exatiddo aceitaveis. Para contaminantes organicos como 0s agrotoxicos, que
normalmente sdo encontrados em niveis menores que partes por milhdo (ppm) nas amostras, ¢ um
parametro de fundamental importancia que tenha o menor valor possivel e, assim, o método
analitico possua a maior detectabilidade possivel. Para os dois métodos otimizados neste trabalho,
os LOQ foram obtidos a partir da injecdo sequencial de concentracdes diluidas dos agrotdxicos
nas matrizes até a obtencao da menor concentracao repetitiva (medida em triplicata), com RSD <
20 %, de cada agrotoxico. Os resultados obtidos de LOQ dos agrotoxicos para os tecidos adiposo
e hepatico sdo apresentados na Tabela 9, assim como a sensibilidade e o limite de deteccao (LOD)

dos métodos para cada agrotoxico.

Tabela 9. Figuras de mérito obtidas para os métodos de determinagdo de agrotoxicos em amostras de

tecido (A) adiposo e (B) hepatico.

Agrotoxicos (A) Sensibilidade (L mg™') (B) Sensibilidade (L mg') LOQ (mgL?') LOD (mgL™)

Atrazina 0,3012 0,2144 0,010 0,003
o-Endossulfan 0,0083 - 0,070 0,023
B-Endossulfan 0,0105 0,0101 0,070 0,023

Clorpirifos 0,0323 0,0209 0,050 0,017
a-Cipermetrina 0,0153 0,0121 0,050 0,017
B-Cipermetrina 0,0222 0,0180 0,050 0,017
0-Cipermetrina 0,0170 0,0138 0,050 0,017
C-Cipermetrina 0,0214 0,0190 0,050 0,017

O método apresentou maior detectabilidade para a atrazina em relagdo aos demais
agrotoxicos estudados. Isto ocorre devido as diferentes absortividades molares, uma vez que, a
atrazina apresenta maior absortividade molar que os demais compostos nos comprimentos de onda
de absor¢ao maxima de cada um (PUBCHEM, 2020). J& o endossulfan apresentou a menor
detectabilidade para os métodos desenvolvidos. Vale ressaltar que os valores dos LOQ obtidos
variaram de 0,01-0,07 mg L', indicando que o método apresenta boa detectabilidade para
quantificar os residuos de agrotoxicos nas matrizes estudadas, considerando o uso da técnica
HPLC-DAD.

Os valores de LOD apresentados na Tabela 9 foram estimados a partir dos valores de LOQ.

O LOD ¢ um parametro do método que pode ser usado de forma comparativa com outros métodos
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desenvolvidos para a mesma finalidade, uma vez que esta concentracdo ndo apresenta
confiabilidade adequada em niveis de precisao e exatiddo (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002).

4.3.5 Precisdo dos métodos

A precisao de um método pode ser determinada em trés niveis distintos: repetibilidade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade (SANTE, 2020). No presente trabalho, foram avaliadas

a repetibilidade e a precisdo intermedidria dos métodos analiticos propostos.

4.3.5.1 Repetibilidade

A repetibilidade dos métodos desenvolvidos foi avaliada a partir da analise de amostras de
tecidos adiposo e hepatico fortificadas com padrdes dos agrotoxicos em sextuplicata (6 repeticoes)
cada, conforme recomendado pelo documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020). Para esta
medida, todas as condi¢des de execucdo dos métodos foram mantidas constantes e inalteradas,
mesmo analista, mesmo dia etc. As amostras de tecido hepatico e de tecido adiposo foram
fortificadas em duas concentragdes, 3x LOQ e 10x LOQ, em sextuplicata cada, sendo a
repetibilidade dos métodos avaliadas pelo desvio padrdo relativo dos resultados das medidas
(RSD). Os valores de RSD obtidos para as medidas realizadas no tecido adiposo estdo
apresentados na Tabela 10 e para as medidas realizadas no tecido hepatico estdo apresentados na

Tabela 11.

Tabela 10. Precisdo, no nivel de repetibilidade, do método de determinac¢do de agrotoxicos em tecido

adiposo baseado na extra¢do mini-QuEChERS. (n = 6)
Repetibilidade (%RSD)

Agrotoxicos
3xLOQ 10xLOQ

Atrazina 5,9 2,7
a-Endossulfan 3,9 2,5
B-Endossulfan 1,7 0,6
Clorpirifés 15,7 2,7
a-Cipermetrina 8,9 1,9
B-Cipermetrina 3,1 1,7
0-Cipermetrina 5,5 6,2
C-Cipermetrina 2,8 1,6

a, 0, 0, Cipermetrina 0,7 0,8
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 10, o RSD para os agrotoxicos extraidos
da matriz de tecido adiposo empregando o método mini-QuUEChERS otimizado variou na faixa de
0,6-15,7 % a partir de seis replicatas realizadas sob condi¢des idénticas em um curto intervalo de
tempo. Assim, considerando os critérios de aceitacdo do documento SANTE/12682/2019, o qual
indica que a precisao de um método analitico € obtida quando a variag¢ao dos resultados de medidas
idénticas apresenta um RSD < 20 %, ¢ possivel concluir que o método proposto para a
determinagdo de residuos de agrotdxicos em tecido adiposo apresenta boa repetibilidade. Todos
os RSD obtidos em ambas as concentragdes avaliadas para os agrotoxicos estdo abaixo do limite

aceitavel.

Tabela 11. Precisdo, no nivel de repetibilidade, do método de determinacdo de agrotoxicos em tecido

hepatico baseado na extragdo mini-QuEChERS. (n = 6)
Repetibilidade (%RSD)

Agrotoxicos
3xLOQ 10xLOQ
Atrazina 19,3 0,6
a-Endossulfan 0,4 0,8
B-Endossulfan 2.9 0,6
Clorpirifos 2,1 0,7
a-Cipermetrina 1,9 2,7
B-Cipermetrina 1,4 1,0
0-Cipermetrina 3,1 1,8
C-Cipermetrina 33 2,5
a, 0, 0, Cipermetrina 19,3 0,6

De acordo com os dados da Tabela 11, os valores de RSD para as medidas de recuperacao
dos agrotéxicos da matriz de tecido hepético ficaram no intervalo de 0,4-19,3 %, demonstrando
que o método para determinacdo de residuos de agrotoxicos em tecido hepatico apresenta
repetibilidade adequada, uma vez que todos os RSD estdo abaixo do limite méximo recomendavel

pelo documento SANTE/12682/2019.
4.3.5.2 Precisdo intermediaria ou reprodutibilidade dentro do laboratorio
A precisdo intermediaria dos métodos analiticos de determinagdo de agrotoxicos nos

tecidos adiposo e hepdtico foi avaliada de acordo com o documento SANTE/12682/2019,

realizando a extragdo via métodos mini-QuEChERS otimizados de amostras, em sextuplicata, dos
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tecidos fortificadas em dois niveis de concentracao dos agrotoxicos, 3x LOQ e 10x LOQ. Essas
medidas foram realizadas de forma idéntica, mantendo as condigdes, porém em trés dias diferentes
e executadas por trés analistas diferentes, totalizando 18 repeti¢cdes para cada nivel de concentragao
dos agrotoxicos. A precisdo intermediaria foi expressa na forma de desvio padrao relativo e os
resultados obtidos para as amostras de tecido adiposo e tecido hepatico podem ser analisados na

Tabela 12 e na Tabela 13, respectivamente.

Tabela 12. Precisdo, no nivel de precisdo intermedidaria, do método de determinagdo de agrotoxicos em

tecido adiposo baseado na extragdo mini-QuEChERS. (n = 18)

. Precisao intermediaria (%RSD) Precisao total (%RSD)
Agrotoxicos
3xLOQ 10xLOQ 3xLOQ 10xLOQ
Atrazina 3,5 5,6 43 5,7
o-Endossulfan 3,0 2.9 3.4 3,1
B-Endossulfan 2.9 0,7 3,0 0,8
Clorpirifos 9.4 5,2 11,1 5,3
a-Cipermetrina 8,7 6,6 9,5 6,7
B-Cipermetrina 34 2.9 3,6 3,0
0-Cipermetrina 7,6 8,1 8,0 8,5
C-Cipermetrina 2,6 1,6 2,9 1,7
a, 8, 0, Cipermetrina 6,2 0,8 6,2 0,8

A precisdo intermedidria do método de determinacdo de agrotoxicos em tecido adiposo,
conforme pode ser observado na Tabela 12, pode ser considerada adequada uma vez que os valores
de RSD variaram de 0,7 a 9,4 %, de acordo com o tipo de agrotdxico e os seus niveis de fortificacao
na matriz. Portanto, os valores estdo abaixo dos 20 %, considerando o limite para uma boa precisao
do método analitico de acordo com o documento SANTE/12682/2019. A precisdo total do método
proposto para a determinacdo de agrotdxicos em tecido adiposo também foi calculada a partir da
Equagdo 9 e apresentada na Tabela 12 para cada agrotoxico e em cada nivel de concentracao
avaliado. Os resultados de RSD obtidos para a precisao total indicaram que apesar da auséncia de
uma etapa de limpeza e da complexidade da matriz estudada a extragdo mini-QUEChERS pode ser
considerada precisa para a finalidade a que se propde. Os valores de RSD ficaram na faixa de 0,8-

11,1 %.

2
_ Srepet 2 ~
Stotal = ( = tsp) Equagdo 9

Em que: Srepet = desvio padrdo da repetibilidade; n = nimero de repeticdes para obtengao da Srepet;

Spr = desvio padrdo da precisdo intermediaria.
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Tabela 13. Precisdo, no nivel de precisdo intermediaria, do método de determinagdo de agrotoxicos em

tecido hepatico baseado na extragdo mini-QuEChERS. (n = 18)

. Precisdo intermediaria (RSD) Precisao total (RSD)
Agrotoxicos
3xLOQ 10xLOQ 3xLOQ 10xLOQ
Atrazina 10,9 3,1 15,0 3,1
a-Endossulfan 49 2,4 4,9 2,4
B-Endossulfan 2,4 1,1 2,7 1,1
Clorpirifés 1,6 0,7 1,8 0,8
a-Cipermetrina 7,9 3,1 7.9 3,3
B-Cipermetrina 1,3 1,6 1,4 1,6
0-Cipermetrina 4,0 1,9 4.2 2,0
C-Cipermetrina 3,6 2,1 39 2.3
a, 0, 0, Cipermetrina 10,9 3,1 15,0 3,1

De forma similar a matriz de tecido adiposo, os valores de RSD para os ensaios de precisao
intermediaria para o método desenvolvido para a determinagdo de agrotdxicos em tecido hepatico
ficaram dentro do valor indicado como de boa precisdo pelo guia da Comunidade Europeia
(SANTE, 2020). Os valores de RSD para a matriz de tecido hepatico ficaram na faixa de 0,7 a 10,9
%, conforme observa-se na Tabela 13. A precisdo total do método foi calculada pela Equagdo 9 e
os resultados obtidos também indicaram que, apesar da complexidade das amostras, o método
mini-QUEChERS para extragdo dos agrotoxicos das amostras de tecido hepatico pode ser
considerado preciso.

Outro fato que pode ser observado nas Tabelas 10 a 13 € que para a maioria dos agrotoxicos
os desvios sao maiores para niveis de fortificagdo menores dos agrotoxicos, de 3xLOQ. Isto ocorre
devido a proximidade do nivel fortificado com o LOQ do método, ja que quanto mais proximo
deste limite, maiores sdo as instabilidades nas linhas de base do cromatograma e, portanto, maior
a variabilidade nas areas de picos dos agrotoxicos e, consequentemente, maiores serdo os valores

de RSD.

4.3.6 Exatidao (ensaios de recuperacgdo)

No presente trabalho, a exatiddo do método proposto foi avaliada através de ensaios de
recuperacdo, por ser o método de determinagdo da exatiddo mais comumente empregado e devido
a indisponibilidade de materiais de referéncia certificados para as amostras e os analitos e pela

inexisténcia de métodos analiticos de mesma finalidade. Para obter a exatiddo do método de
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determinagdo de agrotoxicos no tecido adiposo e no tecido hepatico, foram realizadas extragdes
em sextuplicata, em dois niveis de fortificagdo (3xLOQ e 10xLOQ), realizando as anélises em trés
dias distintos executados por trés analistas diferentes. As taxas de recuperagdo obtidas para os
agrotoxicos nas duas matrizes foram calculadas de acordo com a Equacgao 6. A exatidao do método
foi estimada a partir dos valores percentuais de recuperagdo dos agrotoxicos. Nas Tabelas 14 e 15
sao apresentados os valores das recuperacdes para as matrizes de tecido adiposo e de tecido

hepatico, respectivamente.

Tabela 14. Porcentagens de recuperagdo obtidas em dois niveis de concentracdo e em trés dias distintos

para avaliar a exatiddo do método de determinagdo de agrotoxicos em tecido adiposo.

Taxa de recuperacio (%)

Agrotoxicos 1° dia 2° dia 3° dia
3xLOQ 10xLOQ 3xLOQ 10xLOQ 3xLOQ 10xLOQ
Atrazina 103,1 102,3 101,7 100,6 101,5 95,7

o-Endossulfan 96,8 85,2 95,5 87,0 96,1 84,5
B-Endossulfan 93,6 99,1 96,4 99,8 97,8 98,4

Clorpirifos 90,0 92,6 99.9 101,0 99,7 103,5
a-Cipermetrina 81,2 83,5 81,0 95,9 73,8 95,9
B-Cipermetrina 114,8 113,3 111,5 112,3 112,6 107,5
0-Cipermetrina 99,0 109,0 92,5 92,3 91,7 99,5
C-Cipermetrina 98,2 102,3 99,1 100,9 97,9 104,0

a, 8, 0, Cipermetrina 108,7 99,7 100,2 98,9 95,6 99,1

Conforme expresso no guia de validagdo da comunidade europeia a porcentagem de
recuperac¢ao de agrotoxicos em matrizes alimenticias deve estar em uma faixa de 70-120 % e, para
algumas amostras mais complexas as variagdes podem se situar em uma faixa ainda mais extensa,
de 30-140 % desde que os resultados apresentem precisdo com RSD <20 %. Através dos dados
apresentados na Tabela 14, as porcentagens de recuperagao dos agrotoxicos nas amostras de tecido
adiposo empregando o método mini-QuEChERS otimizado se situaram entre 73,8-114,8 %, ou
seja, dentro dos critérios de aceitagdo do documento SANTE/12682/2019. Portanto, os resultados
se mostraram satisfatorios para os dois niveis de fortificagdo, nos trés dias de analise, indicando
que o método proposto tem boa exatiddo de resposta para a determinacdo de residuos de

agrotoxicos em tecido adiposo.



65

Tabela 15. Porcentagens de recuperagdo obtidas em dois niveis de concentracdo e em trés dias distintos

para avaliar a exatiddo do método de determinagdo de agrotoxicos em tecido hepdtico.

Taxa de recuperac¢io (%)

Agrotoxicos 1° dia 2° dia 3° dia
3xLOQ 10xLOQ 3xLOQ 10xLOQ 3xLOQ 10xLOQ
Atrazina 108,0 99,1 99,8 101,8 98,5 100,8
B-Endossulfan 98,5 98,9 98,2 99,5 91,8 95,3
Clorpirifos 97,4 100,1 97,0 100,4 95,7 101,3
a-Cipermetrina 98,5 100,4 99,4 99,8 - -
B-Cipermetrina 103,7 104,1 107,2 107,4 - -
0-Cipermetrina 98,1 98,1 99,3 96,7 - -
¢-Cipermetrina 97,5 100,1 99,0 100,8 100,7 102,3
a, 6, 0-Cipermetrina 97,4 104,6 94,9 106,1 95,2 106,8

Através dos dados apresentados na Tabela 15, as porcentagens de recuperagdo dos
agrotoxicos das amostras de tecido hepatico, empregando o método mini-QuEChERS, se situaram
na faixa de 91,8-108,0 %. Portanto, os resultados obtidos estdo dentro do critério de aceitagao do
documento SANTE/12682/2019 e se mostraram satisfatorios para os dois niveis de fortificagdao
nos trés dias de andlise também para a matriz de tecido hepatico. No terceiro dia de analise, os
isomeros a-cipermetrina, B-Cipermetrina e 6-Cipermetrina coeluiram ndo sendo, portanto,
possivel a integracao dos picos individualmente de forma confidvel e, desta forma, foi considerada
neste caso a soma das areas dos picos, que se mostraram eficientes € com boa exatidao conforme
indicado na Tabela 15.

Sobre a exatiddo dos métodos propostos ¢ importante pontuar também que apesar das
matrizes apresentarem caracteristicas totalmente distintas entre si € os métodos mini-QuEChERS
terem sido ajustados para promover as extragdes dos agrotoxicos de forma eficiente, pode-se
considerar que os objetivos foram alcancados. As taxas de recuperagdo ficaram na faixa de 73-
114% com RSD < 20 % para todos os agrotdxicos, independentemente do nivel de fortificagdo e

do dia de realizagdo das extragdes, garantindo uma certa confiabilidade na aplicacao do método.

4.3.7 Robustez (teste de Youden)

Para avaliar a robustez dos dois métodos desenvolvidos neste trabalho foi aplicado o teste
de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975). Neste teste sao avaliados sete fatores, que podem sofrer
variagdes em seus niveis durante as analises de rotina envolvendo os métodos a serem validados,

em 8 experimentos, combinando os niveis e os fatores de forma que nenhum dos oito experimentos
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sejam repetidos. A robustez do método analitico neste trabalho foi determinada a partir dos efeitos
de cada fator estudados em dois niveis (método original e variacdo deliberada) sobre a
porcentagem de recuperagdo do método para cada agrotdxico. Para ser considerado
suficientemente robusto o método deveria apresentar uma variacdo da taxa de recuperacao,
calculada pelo efeito de cada fator como indicado na Equacao 7, inferior a 2 %. Os resultados dos
efeitos para cada um dos sete fatores avaliados obtidos para as duas matrizes estao apresentados

na Figura 19.

Figura 19. Efeito dos fatores avaliados no estudo de robustez dos métodos de determinagdo de

agrotoxicos em (a) tecido adiposo e (b) tecido hepdtico, empregando os respectivos métodos mini-

QuEChERS propostos.
Temperatura (°C) E E 3) Temperatura (°C) E E b)
% MeOH na FM E E % MeOH na FM E E
Vaso i B0 ooy | ) SR
NT— S onmecon | ECT
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Tempo contato (min) E E Tempo contato (min) E ..: :
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Efeito Efeito (% recuperacio)

Analisando os graficos da Figura 19, pode-se observar que, para cada fator avaliado
(temperatura da coluna, % de metanol na fase mével, vazdo da fase movel, marca de metanol,
quantidade dos sais de particdo, tempo de agitacdo da amostra com o solvente extrator e o tempo
de contato dos padrdes dos agrotoxicos com as matrizes) os valores de seus efeitos indicaram uma
variagdo da taxa de recuperagdo inferior a 2 % nos testes de Youden em ambos os métodos. Estes
resultados indicam que os métodos aqui desenvolvidos podem ser considerados robustos para a
finalidade a que se propdem. O fator que causou maiores efeitos nas taxas de recuperacdo para os
dois métodos foi a porcentagem de metanol na composi¢ao da fase mdvel, cujas variagdes totais
foram inferiores a 5 %, considerando a soma de todos os efeitos nas taxas de recuperacao dos
agrotoxicos. A taxa de recuperag@o que mais variou foi para a atrazina devido a mudancga no tempo
de agitacdo da amostra fortificada em contato com o solvente extrator, esse fato pode estar
associado ao aumento no efeito matriz provocado pelas amostras de tecido hepatico, causando
maior extracao de coextrativos para a fase da acetonitrila. No entanto, o valor do efeito foi inferior

a 2 %, critério de aceitacdo para um método robusto.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, € possivel concluir que a separacdo e a identificagdo
dos oito agrotoxicos, extraidos dos tecidos adiposo e hepatico de frango, podem ser realizadas com
éxito, incluindo a separacao de isdmeros da cipermetrina ¢ do endossulfan. Os dois métodos de
extracdo QUEChERS miniaturizados neste trabalho ofereceram extragdes rapidas e eficientes dos
agrotoxicos das matrizes de tecido adiposo e hepatico com elevadas taxas de recuperagdo, boa
precisdo e de forma robusta.

Os métodos mini-QUEChERS otimizados neste trabalho consistiram em quantidades de
amostra, sais de particao e de limpeza e solvente extrator reduzidos para se adequar as pequenas
dimensdes das amostras dos tecidos adiposos e hepaticos dos anuros: Leptodactylus macrosternum
e Scinax x-signatus. Apesar das diferencas significativas entre os tipos de tecidos, os métodos
desenvolvidos neste trabalho apresentaram diferencas em suas condigdes de operacao que
permitiram recuperacdes dos agrotoxicos sem efeito matriz significativo e com limites de
quantificacdo entre 10 e 70 ug L™ para os oito agrotdxicos testados, que permitird quantifica-los

nas amostras de tecidos de anuros coletadas na Regido do Baixo Jaguaribe, Ceara.
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