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RESUMO

A contaminagdo de alimentos por residuos de agrotoxicos ¢ uma das grandes
preocupacdes da sociedade atualmente com relacdo a seguranga alimentar. Metodologias
simplificadas que permitam determinar a presenga e quantidade desses contaminantes nos
alimentos sdo cada vez mais necessarias. Neste contexto, este trabalho teve por objetivo
desenvolver uma metodologia moderna de extracao de residuos de agrotoxicos em caja-manga,
fruto consumido com frequéncia e em grande quantidade no Cerrado brasileiro. O método
proposto foi o QUEChERS para a extra¢ao dos residuos de agrotoxicos da polpa de caja-manga e
a quantificacdo por cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo em chama (CG-DIC).
Inicialmente foi avaliada a variante do método QuUEChERS que melhor resultasse na extragao dos
residuos de carboxina, clorpirifos, difenoconazol e tiabendazol do caja-manga. O melhor
resultado foi obtido para o método original, que emprega o NaCl e o MgSOy4 para a extragcdo. Em
seguida, por se tratar de uma metodologia otimizada, o método QUEChERS-CG-DIC foi validado
de acordo com o Guia de valida¢do da comunidade Europeia, Guia Sante, por ser o mais adequado
€ mais rigoroso critério de aceitacdo de metodologias de determinagao de residuos de agrotoxicos.
O método QUEChERS-CG-DIC se apresentou com boa linearidade (r > 0,992), boa precisao (em
termos de repetibilidade e reprodutibilidade em laboratorio, com desvio padrdo relativo inferior
a 20%) e boa exatidao, com recuperagdes majoritariamente na faixa de 80-120 %. O método se
mostrou seletivo, sem efeito de matriz pronunciado nas determinagdes, porém apresentou niveis
de detectabilidade piores que outros métodos destinados para a mesma finalidade, em que o limite
de quantificagdo ficou na faixa de 0,36-0,72 mg kg!. Apesar da detectabilidade e limite de
quantifica¢do inferiores, estes valores ficaram abaixo dos limites maximos residuais para os
agrotoxicos estudados, conferindo ao método QUEChERS-CG-DIC aplicabilidade adequada para

a extragao/quantificacao de residuos de agrotoxicos de polpa de caja-manga.

PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia gasosa, deteccdo por ionizagdo em chama, frutos do
Cerrado, agrotoxicos, caja-manga, QuEChERS.



ABSTRACT

Contamination of food by pesticide residues is one of major society's concerns in
nowadays regarding the food safety. Simplified methodologies to determine the presence and
quantity of these contaminants in food are increasingly needed. In this context, the objective of
this work was to develop a modern methodology for extraction of pesticide residues in caja-
mango pulp, fruit frequently consumed and in large quantity in the Brazilian Cerrado. The
proposed method was the QUEChERS for extraction of pesticide residues from the caja-mango
pulp and quantification by gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID).
Initially, the variant of QUEChERS method was evaluated that best resulted in the extraction of
carboxin, chlorpyrifos, diphenoconazole and thiabendazole residues from the caja-mango. The
best result was obtained for the original method, which uses NaCl and MgSO4 for extraction.
Then, because it is an optimized methodology, the QUEChERS-GC-FID method was validated
according to the European Community Validation Guide, Guia Sante, as it is the most appropriate
and rigorous criterion for acceptance of methodologies for determining pesticide residues. The
QuEChERS-GC-FID method presented good linearity (r > 0.992), good precision (in terms of
repeatability and reproducibility in the laboratory, with relative standard deviation less than 20%)
and good accuracy, with mostly recoveries in 80-120% range. The method was selective, with no
pronounced matrix effect in the determinations, but showed worse detectability levels than other
methods intended for the same purpose, where the limit of quantification was in the range of
0.36-0.72 mg kg! . Despite the lower detectability and limit of quantification, these values were
below the residual maximum limits for the pesticides studied, giving the QUEChERS-GC-FID

method suitable applicability for the extraction of pesticide residues from caja-mango pulp.

KEYWORDS: Gas Chromatography, flame ionization detector, QUEChERS, Cerrado fruits,

pesticides, caja-mango pulp.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Cerrado e suas espécies vegetais

O Cerrado ocupa uma area de aproximadamente 25% de todo territdrio brasileiro, cerca
de 204 milhdes de hectares, sendo esse o segundo maior bioma da América do Sul, menor apenas
que a Amazonia em 4rea. Aproximadamente 90% do Cerrado brasileiro estdo situados nos
estados do Mato Grosso, Minas Gerais, Goias e Bahia. Essas regides possuem uma diversidade
de fauna e flora, com grande variabilidade no clima e solo, possibilitando o desenvolvimento de
algumas espécies de alto valor alimenticio, medicinal, madeireiro, tintorial, forrageiro e
ornamental [1,2]. A flora existente no Cerrado ¢ riquissima, possuindo mais de 1000 espécies
arboreas, cerca de 3000 espécies de ervas e quase 500 tipos diferentes de trepadeiras. Nas ultimas
décadas, com a ampliagdo de lavouras de graos e a consequente necessidade de limpar e adubar
a terra, tem se percebido que a vegetacao nativa passa por uma continua e acelerada devastacao
que tem contribuido para o desmatamento de aproximadamente 40% de todo o bioma [3.,4].

Estando entre as mais belas e ricas savanas no mundo em diversidade de fauna e flora, o
bioma cerrado ¢ formado por um enorme patrimdénio de recursos naturais renovaveis, com
destaque principal para suas variadas espécies de plantas frutiferas exodticas. Essas espécies
frutiferas produzem frutos de sabores marcantes, com caracteristicas sensoriais peculiares e
intensas, que garantem aos frutos um potencial nutricional, medicinal e ornamental que tem
estimulado o seu consumo tanto a nivel nacional quanto internacional e levado, cada vez mais, a
inovacdes de produtos com cor, aroma e sabor Unico. Estas plantas nativas podem ser consumidas
como alimento de forma in natura ou processada [1]. Ja sdo encontrados frutos do Cerrado na
forma de licores, geleias, doces, sucos, sorvetes, paes e bolos, principalmente nas regides centro-
oeste do pais, local de maior predominancia do bioma. Os frutos do Cerrado possuem varias
propriedades nutricionais e funcionais, como: elevados teores de agucares, proteinas, sais
minerais, acidos graxos, vitaminas do complexo B e carotenoides, entre outras. Por esses frutos
possuirem ricas propriedades nutricionais e potenciais propriedades medicinais, as industrias
farmacéutica e alimenticia t€ém sido estimuladas a desenvolver novos produtos a partir dos frutos
do Cerrado, nos ultimos anos [1,2].

Dentre as varias espécies que sao de grande importancia alimenticia de frutos do cerrado
existentes, destacam-se: Acrocomia aculeata (macauba), Anacardium othonianum (caju-do-

cerrado), Byrsonima verbascifolia (murici), Spondias dulcis (caja-manga), Compomanesia
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cambessedeana (gabiroba), Hancornia speciosa (mangaba), Mouriri pusa (pugd), Psidium araca
(aragd), Sterculia striata (chichd), Talisia esculenta (pitomba), Annoma crassiflora (araticum),
Solanum lycocarpum (lobeira), Eugenia dysenterica (cagaita), Caryocar brasiliense (Pequi),
Swartzia langsdorfii (banha de galinha), Alibertia sessilis (marmelada-de-cachorro) [2,3,4]. A
Figura 1 apresenta as imagens dos principais frutos do Cerrado ja previamente identificados e

registrados.

Figura 1. Frutas tipicas do cerrado brasileiro. (a) macauba, (b) caju do cerrado, (c¢) murici, (d)

caja-manga, (e) marmelada de cachorro, (f) mangaba, (g) pugd, (h) chicha, (i) pitomba, (j)

eira, (m) cagaita, (n) pequi, (o) banha de galinha e (p) gabiroba.

Fonte: Pesquisa de imagens no www.google.com.br, assunto pesquisado: nome do fruto.

1.2 O Caja-manga

O caja-manga (Spondias dulcis) ¢ uma das frutas mais comuns no Nordeste ¢ Centro-
Oeste brasileiro. A cajaraneira ¢ uma arvore que possui muitas folhas e ramos, cujo seus frutos
sdo de semente Unica, com espinhos irregulares e com grande quantidade de polpa, com formato
ovoide, medindo aproximadamente de 6 a 10 cm de comprimento, 5 a 10 cm de largura, podendo
pesar até 380 g. O fruto possui casca com cor amarelo ouro € no seu interior contém um endocarpo
espinhoso, com espinhos longos e encurvados que penetram na polpa. Por possuir altos teores de
glicidios e vitamina C, o cajad-manga vem sendo cultivado em variadas areas de plantios no
Cerrado brasileiro. E um fruto com grandes caracteristicas voltadas para a industrializacio, isso

devido ao seu sabor e aroma tipico, podendo ser consumido in natura como também de forma


http://www.google.com.br/
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processada. A polpa do fruto ¢ suculenta, de sabor agridoce e aromatica, sendo atualmente
encontrada na forma de sucos, geleias, sorvetes, polpas congeladas e outros [5,6,7].

O género Spondias pertence a familia anacardiaceae e nesta se encontra a cajarana, mais
conhecida como caja-manga, naturalmente origindria da Polinésia. A cajarana se encontra
distribuida nas areas tropicais da América Latina onde tem sido cultivada e exportada para a
comunidade Europeia [8].

Na América tropical assim como em todo territorio brasileiro, todo o processo de obtengao
do caja-manga ainda se dé principalmente através do extrativismo [9]. A arvore do caja-manga
cresce atingindo uma altura de aproximadamente 18 m. Ela tem uma madeira extremamente
rigida e seu caule ¢ verticalizado simetricamente, possui caracteristicas ornamentais imponentes,
com folhas deciduas, pinadas com 8-24 cm de comprimento, composta de 9-25 foliolos
brilhantes. A porcdo terminal dos galhos ¢ eliptica medindo aproximadamente 10-25 cm de
comprimento, finamente denteadas em direcdo ao apice. No verdo, o clima seco e fresco faz com
que as folhas amarelo-brilhante caiam das arvores que permanecem poucas semanas nuas. Os
frutos se encontram na forma de cachos com uma duzia ou mais [9,10]. No inicio da estagao
chuvosa plantam-se mudas obtidas por sementes. E cultivada com compasso de 8 por 8 metros,
de preferéncia em solos profundos, silico-argilosos, em climas quentes e umidos ou semiaridos
[10]. No Brasil, os frutos de caja-manga, gracas a seu aroma caracteristico, ¢ a matéria prima de
produtos cuja demanda tem se tornado cada vez mais crescente. Explorada de forma extrativa ou
em pomares domésticos, ndo faz parte das estatisticas oficiais, mas, mesmo assim, tem grande
importancia socioecondmica para as regides Central, Norte € Nordeste do Brasil. Seus frutos sdao
consumidos na forma in natura ou processados, obtendo grande nimero de produtos saborosos,
de excelente qualidade e alto valor comercial, o que torna viavel a exploragdo. Os frutos, por
serem pereciveis e deteriorarem em poucos dias, t€ém comercializagdo in natura dificultada se for
necessario o transporte para longas distancias. Além disso, pode ser estimado que perdas de frutos
pos-colheita variam de 15 a 50%, dependendo de como sdo conservados ou transportados [11].

Em plantas do género Spondias, a resinose, causada pelo fungo Lasiodiplodia theobromae
¢ um problema sério. A resinose caracteriza-se pelo aparecimento de cancros escuros, salientes,
as vezes exibindo rachaduras, com abundante liberagdo de goma. Mesmo infectada, a planta
sobrevive por longos periodos. Entretanto, quando a lesdo circunda todo o didmetro do caule,
aprofundando-se no lenho, surgem os sintomas reflexos de amarelecimento, murcha e seca do
ramo ou de toda a planta, em virtude do bloqueio dos tecidos condutores [12,13]. A cajaraneira

(Spondias cytherea Sonn.) € a espécie mais suscetivel a resinose dentro do género Spondias.
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1.3 Agrotoxicos

Desde a década de 1950, época em que se iniciou a “revolucdo verde”, foram observadas
algumas mudangas no processo tradicional relacionado ao trabalho na agricultura, bem como em
seus impactos sobre o ambiente e a saide humana. Novas tecnologias, muitas delas baseadas no
uso extensivo de agentes quimicos, foram disponibilizadas para o controle de doencas, aumento
da produtividade e prote¢ao contra insetos e outras pragas. De fato, essas novas facilidades nao
foram acompanhadas da implementagdao de programas de qualificagdo da forga de trabalho,
expondo as comunidades rurais a um conjunto de riscos até entdo desconhecidos, originado pelo
uso extensivo de um grande nimero de substancias quimicas perigosas. Ao mesmo tempo, o
aumento na producdo agricola e os indices de exportagdo de produtos agropecudrios, cada vez
mais significativo na balanca comercial brasileira, incentivavam o crescente uso de substancias
quimicas como principal forma de manejo da agricultura brasileira [14].

Dentre as principais substancias quimicas empregadas na agricultura brasileira, podemos
destacar os agrotoxicos. Os agrotoxicos que sao também denominados de defensivos quimicos,
pesticidas, praguicidas, remédios de plantas e/ou venenos, compdem um grupo de substancias
quimicas que podem ser utilizadas no controle de pragas (animais ¢ vegetais) e doengas de
plantas, possuindo também aplicacdes em florestas nativas e plantadas, assim como nos
ambientes hidricos, urbanos e industriais. Essas substancias podem ser classificadas quanto a sua
acdo, como inseticidas (controle de insetos), fungicidas (controle de fungos), herbicidas (controle
de plantas e ervas daninhas), desfolhantes (controle de folhas indesejadas), fumigantes (controle
de bactérias do solo), rodenticidas ou raticidas (controle de roedores/ratos), nematicidas (controle
de nematoides) e acaricidas (controle de acaros). De acordo com as normas legislativas, ¢ fun¢do
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento realizar a avaliagdo de eficacia
agrondmica do uso de agrotoxicos; do Ministério da Satde de executar a avaliagdo e classificagao
toxicologica, e; do Ministério do Meio Ambiente de avaliar e classificar o potencial de
periculosidade ambiental [15].

A classificagcdo do potencial de periculosidade ambiental, assim como a avaliagdo do
potencial toxicologico de um agrotdxico sdo baseadas em estudos fisico-quimicos, toxicologicos
e ecotoxicologicos. Dessa forma, um agrotoxico pode ser classificado de acordo com sua
periculosidade ambiental, em classes que variam de I a IV: (classe I) sdo produtos altamente
perigosos para o meio ambiente, (classe II) produtos muito perigosos ao meio ambiente, (classe
IIT) produtos perigosos ao meio ambiente e (classe IV) produtos pouco perigosos ao meio

ambiente. A classificacdo dos agrotoxicos em fungao dos seus efeitos a saude, em decorréncia da
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exposi¢cdo humana a esses agentes, pode resultar em diferentes classes toxicologicas. Essa
classificagdo obedece a testes realizados em laboratorio que tentam estabelecer a dosagem letal
(DL) do agrotoxico em 50 % dos animais utilizados naquela concentracdo [15]. A Tabela 1

apresenta a classificagao toxicoldgica a saude humana dos agrotoxicos.

Tabela 1. Classifica¢do dos agrotoxicos de acordo com a toxicidade a saude humana.

Classe toxicoldgica Toxicidade DLso (mg kg™) Faixa colorida
I Extremamente toxico <5 Vermelha
II Altamente toxico Entre 5 e 50 Amarela
I Medianamente toxico Entre 50 e 500 Azul
v Pouco téxico Entre 500 e 5000 Verde
- Muito pouco toxico > 5000 -

Fonte: Proprio autor.

Dentre todo arsenal tecnologico oferecido, os agrotdxicos sem duvida destacam-se como
a alternativa mais acessivel para o aumento da producao agricola, ou mesmo para a garantia da
produtividade. O Brasil esté classificado como o maior consumidor de agrotoéxicos no mundo.
Estima-se que dois ter¢os da populagao de todo pais estdo expostos a algum tipo de agrotodxico,
em diferentes niveis, aos efeitos nocivos desses agentes quimicos, seja em fun¢do do consumo
de alimentos contaminados, seja do uso de agrotdxicos para o combate de vetores de doengas
infectocontagiosas ou pela atividade laboral [32].

E importante ressaltar que as frutas nativas do Cerrado, que ndo sdo cultivadas,
normalmente ndo empregam qualquer tipo de manejo da producdo dos frutos. No entanto, com o
crescente interesse comercial por essas frutas, a necessidade de producdo em maior escala exigira
um aumento da produgdo dos frutos, sem a perda pela proliferagdo de doencas e pragas. Assim,
a forma de combate as pragas e doengas que atacam as cajaraneiras provavelmente serd por meio
do uso de agrotdxicos, tendo em vista a rapidez e eficiéncia dos resultados e, também, o histdrico
do manejo agricola no Brasil.

A Tabela 2 apresenta as informacdes basicas sobre os agrotoxicos escolhidos para estudo

neste trabalho.
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Tabela 2. Informagaes fisicas e quimicas dos agrotoxicos estudados.

Grupo Massa Classificacao
Agrotoxico Féormula estrutural rup Classe molar SoTUSAs
quimico 1, toxicologica
(g mol)
0
Carboxina | . ..
(carboxin) s7 g — K _Q Carboxamida  Fungicida 235,30 Classe III
0
e Acaricida
(c(}jz}:fplr;gf)oss) Organccl)(fosfora Formicida 350,58 Classe 11
py Inseticida
Difenoconazol Triazol Fungicida 406,26 Classe I
(difenoconazole) & ’
Tiabendazol :
z s .. ..
(thiabendazole) @ J)_(N\A Benzimidazol  Fungicida 201,25 Classe IV

Fonte: proprio autor.

1.4 Técnicas de extracio

A utilizagdo frequente e em larga escala de agrotoxicos na agricultura garante de forma
rapida e eficiente o controle de pragas, bem como o aumento na produtividade agricola. No
entanto, residuos desses compostos geralmente permanecem nos alimentos, nos solos, na agua,
etc., 0 que se torna um enorme problema ambiental e, principalmente, de satide do ser humano.
Assim, € necessario seu monitoramento nas diversas matrizes alimenticias e ambientais, para
avaliar os riscos de contamina¢ao do ambiente ¢ de intoxicagao do ser humano [16]. A analise de
residuos de agrotoxicos consiste em cinco etapas basicas: extragdo do(s) analito(s) da matriz,
remogao dos co-extrativos (limpeza), separagao, identificagdo e quantificacao do(s) composto(s)
[16].

A extragdo do residuo de agrotoxico de uma matriz alimenticia se dd por diferentes
técnicas e metodologias. Métodos de preparo de amostras soélidas, como os alimentos,
tradicionalmente existentes, tais como a extracdo com solventes (SLE - solid-liquid extraction),
utilizam grandes volumes de solventes organicos, apresentam custo altamente elevado e ¢ de
dificil automagdo. Assim, novas técnicas que consomem menos tempo, requerem uma menor

quantidade de solventes e sdo eficientes na extragao dos residuos de alimentos, vém sendo
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desenvolvidas e aplicadas para extracdo de agrotoxicos. Dentre essas técnicas, destaca-se a (SLE-
LTP — solid-liquid extraction with low-temperature partition) [17] e, mais recentemente, o
método denominado QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) [18-19].

As normas estabelecidas para procedimentos analiticos com alta eficiéncia e que gerem o
minimo de residuos para descarte vinha sendo até entdo um desafio constante para analise de
contaminantes em amostras de matrizes solidas ou semi-solidas. De forma a atender esta
demanda, foi proposta uma metodologia para extragdo denominado de QuEChERS [18], que se
caracteriza pela extracdo rapida, facil, econdmica, efetiva, robusta e segura, sendo assim
destinada para a extracdo de agrotdxicos em matrizes alimenticias, como frutas e vegetais. Este
método tem sido adaptado para aplicacdo em matrizes mais complexas, contendo alto teor de
lipidios e proteinas, como ovo, abacate, chocolate, café e cereais, alimento para bebés, sementes
de linhaga e amendoim, azeitonas e azeite de oliva, tecido animal e leite [20,21].

Para o processo de extracdao, o método QUEChERS baseia-se na utilizacdo da acetonitrila
como solvente extrator, seguida de uma etapa de particdo obtida pela adi¢do de sulfato de
magnésio anidro e cloreto de sodio. A limpeza do extrato ¢ uma etapa embutida na metodologia
que emprega o processo de extracdo em fase solida dispersiva, com adicao de sais como o proprio
sulfato de magnésio anidro e o PSA (primary secundary amines). O sorvente PSA auxilia no
processo de troca anidnica, com a habilidade em remover acidos graxos, agucares, alguns
pigmentos e outros coextrativos da matriz que formam liga¢gdes de hidrogénio. Para realizar a
andlise de residuos de contaminantes na presenca de matrizes contendo substincias apolares,
normalmente utiliza-se o sorvente Cis na remog¢ao desses interferentes. A utilizagao do Cis na
etapa de limpeza do método QUEChERS tem sido demonstrada com sucesso na preparacao de
amostras contendo teores de gordura maiores que 2 % como, por exemplo, arroz, peixe, trigo,
leite, entre outras [22]. Os excelentes resultados obtidos com o método QUEChERS despertou
grande interesse por parte de Lehotay em aplicé-lo para determinagdo de residuos de agrotoxicos
em alimentos com alto teor de lipideos, até 20 % de gordura (leite, ovos e abacate) [22].

Neste trabalho utilizou-se para a extracdo de agrotoxicos em alimentos, a técnica
QuEChERS, baseada na minimizacao do uso de solventes organicos para a extracao de residuos
de agrotdxicos em polpa de cajd-manga. Os agrotoxicos escolhidos para tal estudo foram:

carboxina, clorpirifos, difenoconazol e tiabendazol.
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1.5 Técnicas de analise dos residuos de agrotoxicos em alimentos

A andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos requer técnicas analiticas com
capacidade de determinar simultaneamente uma vasta gama de substancias, haja vista o grande
numero de compostos autorizados pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento) para aplicagdo nas mais diversas culturas agricolas [23]. Além disso, as técnicas
de extracao dos residuos ndo sao seletivas o suficiente para que haja a remogao apenas dos
analitos de amostras complexas como os alimentos, quase sempre sao coextraidos componentes
da matriz, o que leva a necessidade de uma técnica analitica capaz de discriminar os sinais dos
analitos e dos coextrativos. Dessa forma, as técnicas de separagdo, em especial as
cromatograficas, se destacam como as principais técnicas instrumentais empregadas na
determinagdo de multirresiduos de agrotéxicos em diversas matrizes. Tanto a cromatografia
gasosa (CQG) quanto a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) vem sendo empregadas na
quantificagdo de contaminantes organicos em amostras de alimentos [33]. Neste trabalho optou-
se pelo uso da CG por esta técnica se apresentar como uma técnica ambientalmente limpa, sem
geracdo de residuos organicos toxicos apds as analises. Além disso, foi empregado um detector
de ionizacdo em chama (DIC) por fornecer uma configuracdo instrumental de baixo custo da
analise e por ser capaz de analisar os residuos dos agrotoxicos alvos deste estudo, apesar da perda

de sensibilidade para algumas das substancias estudadas.

1.6 Validacao de métodos

Atualmente, o cenario mundial da producdo de alimentos, revela um grande interesse da
sociedade quanto a inocuidade do produto final a ser consumido. Este quadro tem forg¢ado os
paises a estabelecerem normas legislativas rigidas que garantam o consumo de alimentos seguros
por parte da populacdo [24]. Para determinacdo de residuos de contaminantes em alimentos,
métodos analiticos tém sido desenvolvidos como ferramentas principais para garantir que os
produtos estejam enquadrados nas determinagdes legais com relagdo ao limite maximo residual.

Com o objetivo de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, alguns
procedimentos de validacao do processo analitico empregado sdao delineados, como garantia da
qualidade das medigdes quimicas, através da sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade [24]. Para validagcdo de métodos analiticos, o procedimento deve incluir todas as
etapas necessarias para demonstrar que os resultados obtidos sdo confidveis e reprodutiveis. Uma

questdo de suma importancia no delineamento das etapas a comporem o procedimento de
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validagdo de um método analitico estd justamente no estabelecimento dessas etapas. Protocolos
de validacao estabelecidos por agéncias de regulagdo como a ANVISA (Agéncia de Vigilancia
Sanitaria) [25] no Brasil, da USFDA (United States Food and Drug Administration) [26] e o Guia
SANTE [27] na Comunidade Europeia, além de estabelecer as etapas (Figuras de Mérito) a serem
avaliadas no método proposto definem também os critérios de aceitacdo desses métodos. Em
especial, o Guia SANTE regulamentado pela Comunidade Europeia ¢ um documento especifico
para validagdo de métodos de determinagdo de residuos de agrotoxicos em alimentos, se
diferenciando dos demais que foram estabelecidos para validagao de métodos de determinacao
de farmacos e medicamentos.

Um guia de validagdo deve apresentar um conjunto de procedimentos que podem ser
seguidos para avaliacdo da qualidade do método analitico. Em um método, sua qualidade pode
ser determinada de forma a avaliar suas figuras de mérito. As figuras de mérito que podem ser
analisadas e avaliadas em um guia de validagdo sdo: seletividade, linearidade, precisdo (precisdo
intermediaria, repetibilidade e reprodutibilidade), exatiddo, faixa de trabalho, limite de detecgao,
limite de quantificacao e robustez [24,28].

Seletividade: A seletividade compreende a capacidade de avaliar o sinal de um
determinado analito na presenca de sinais associados a componentes que podem interferir com a
sua determinacdo em uma amostra complexa. A seletividade garante que o sinal ou pico
cromatografico seja exclusivamente do analito. Caso a seletividade ndo seja assegurada, a
linearidade, a exatidao e a precisdo estardo seriamente comprometidas [24,28].

Precisdo: A precisdo representa a dispersdao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos em uma mesma amostra sob condi¢des previamente estabelecidas. A avaliacao da
precisdo pode ocorrer pela estimativa do desvio padrdo absoluto(s) para um certo nimero de
determinagdes (Equagdo 1). A precisdo pode ser expressa pela estimativa do desvio padrdo
relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation) (Equacdo 2), também conhecido como

coeficiente de variagao (CV) [24,28].

.—v)2
5= [Roeo? Eq. 1

Em que: xi = uma medida individual, X = média aritmética das medidas, n = niimero de medidas.

RSD(%) =3 x 100 Eq.2

Rilw
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A precisdo pode ser considerada como: repetibilidade, precisdo intermedidria e
reprodutibilidade.

Repetibilidade: A repetibilidade pode ser representada como a concordancia entre os
resultados de medigdes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigdes de
medi¢do, chamadas condi¢des de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo
instrumento usado sob as mesmas condi¢des; mesmo local; repetigdes em um curto intervalo de
tempo. A repetibilidade pode ser expressa através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD)
[24,28].

Precisdo Intermediaria ou Reprodutibilidade dentro do laboratério: A precisao
intermediaria, também conhecida como reprodutibilidade dentro do laboratério, indica o efeito
entre as variagdes em um ou mais parametro experimental do método dentro do laboratorio em
diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinagdo destes
fatores [24,28].

Reprodutibilidade: A reprodutibilidade avalia o grau de concordancia entre os resultados
das medi¢des de uma mesma amostra, efetuadas sob condigdes variadas (mudanca de operador,
local, equipamentos, etc.). A reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos de
colaboragdo entre laboratdrios e deve ser considerada em situacdes como a padronizagdo de
procedimentos analiticos a serem incluidos na lista de métodos oficiais [24,28].

Exatiddo: A exatiddo ou acurdcia representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de
referéncia; comparagdo de métodos e ensaios de recuperagado [24,28].

Ensaios de Recuperagdo: A recuperacdo ¢ definida como a propor¢do da quantidade de
analito adicionada na matriz da amostra que ¢ extraida e quantificada de acordo com a equagdo
3.

Linearidade: A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais e lineares a concentragdo do analito, dentro de uma determinada faixa
de aplicacdo. A correlagdo entre o sinal medido (&rea ou altura do pico) e a concentracdo do
analito raramente ¢ conhecida. Uma relagdo matematica entre o sinal e a concentracao do analito
pode ser determinada a partir dos sinais medidos para concentragdes conhecidas do analito. Essa
relagdo matematica ¢ normalmente expressa como a equagao de reta dada pela curva analitica. O
grau de linearidade da resposta fornecida pelo método pode ser medido pelo coeficiente de

regressao linear (r) [24,28].
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Faixa de aplicacdo ou faixa dindmica linear: A faixa dinamica linear corresponde ao
intervalo de concentragdes entre o valor de maior concentragdo ¢ de menor concentragao do
analito, que atenda aos requisitos de precisdo e exatidao. A concentracao mais baixa do analito
na faixa dinamica linear, para a andlise de residuos, ¢ o limite de quantificagdo do método
proposto [24,28].

Limite de Detec¢do (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ): O LOD ¢ representado
como a menor concentragdo do analito que pode ser detectada, utilizando um determinado
procedimento experimental, enquanto que o LOQ representa a menor concentragdo do analito
que pode ser medida e quantificada, com precisdo e exatiddo, utilizando um determinado
procedimento experimental. O LOD e o LOQ podem ser calculados de trés maneiras diferentes:
método visual, método relagdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica
[24,28]. Neste trabalho, foi empregado o método baseado na curva analitica. Por este método, o

limite de detecg@o pode ser obtido através da Equagdo 3:
LOD =33 x2 Eq. 3
s

Onde: sb ¢ a estimativa do desvio padrao da resposta do branco ou a estimativa do desvio padrao
do coeficiente linear da equacdo da reta, e; S € o coeficiente angular da curva analitica. O LOQ
pode ser obtido pela Equacao 4:
LOQ = 10 x % Eq. 4

Robustez: A robustez mede a capacidade de um método suportar pequenas variagdes, sem
afetar a sua exatiddo e precisdao. Quando a resposta ¢ praticamente constante, diz-se que o método
¢ robusto mesmo quando sujeito a pequenas modificagdes das condi¢des experimentais. Essas
pequenas modificacdes das condi¢des experimentais podem ser: mudancga de operador durante a
analise; troca de marca ou lotes de reagentes durante o processo analitico; pequena variagao nas
concentragdes dos reagentes (0,01000 mol L! para 0,00995 mol L'!); pequena variagio no pH da
solugdo; (pH 7,30 para pH 7,32, por exemplo); tempo total de execug@o da metodologia; variagdo
da temperatura do ambiente em que se desenvolve a metodologia, etc. Como estas variagdes
ocorrem continuamente ao longo do processo de validacao, a variagao das respostas, RSD, dentro
dos limites maximos sugeridos para a precisdo, indica a robustez do método, mesmo sem a
aplicacdo de um teste especifico para a determinacdo do parametro [24,28].

Neste trabalho utilizou-se para a validagao da metodologia, o protocolo recomendado pela

Comissao Europeia para determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos, denominado de

Guia SANTE [27].
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia baseada no método
QuEChERS para determinacdo do teor de residuos dos agrotoxicos: carboxina, clorpirifos,
tiabendazol e difenoconal em polpa de caja-manga, empregando analise por cromatografia gasosa
e deteccao por ionizacdo em chama (CG-DIC).

Como objetivos secundarios, foi definido o método QUEChERS mais adequado para a
extragdo dos residuos dos agrotoxicos da polpa do caja-manga e determinagdo dos parametros
analiticos do método como: precisao (repetibilidade e reprodutibilidade em laboratoério), exatidao
(ensaios de recuperagdo), linearidade, limites de deteccao e de quantificagdo, faixa de trabalho e

robustez.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais, equipamentos e reagentes

As solugdes de trabalho foram preparadas com acetonitrila grau cromatografico 99,9% e
metanol grau cromatografico 99,9% (J.T. BAKER, Sao Paulo, Brasil), Multiprocessador
(MALLORY, Oggi Black).

Para o preparo das solugdes foram utilizados: balanga eletronica com precisao 0,0001 g
(Acculab, Bradford, MA, EUA); baldao volumétrico de 10 mL; barcas de polipropileno;
micropipetas; frasco Eppendorff de 2 mL; pipeta de 5 mL; pipeta de Pasteur; tubo Falcon para
centrifuga com tampa rosquedvel de 15 mL; agitador vortex ARSEC modelo TS200 (Sao Paulo,
Brasil). Os reagentes utilizados foram sulfato de Magnésio anidro, 98% (Vetec); PSA supelclean
SPE bulking pack, particulas de 50 pum e 8,4% de carbono (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);
Cloreto de Sédio (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil); Acetato de Sédio P.A (Proquimios, Rio
de Janeiro, Brasil); Acido Acético P.A (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil); Citrato de Sodio P.A
(Synth).

3.2 Preparo de solugdes e fortificacio da polpa de caja-manga

3.2.1 Processamento das amostras de polpa de caja-manga

Para realizagdo do trabalho, os frutos de caja-manga foram adquiridos no comércio local
da cidade de Ituiutaba-MG. Em seguida, os frutos foram lavados, descascados e cortados em
pedacos pequenos. A polpa do cajd-manga foi triturada em um multiprocessador doméstico
(MALLORY, modelo Oggi Black) até a total homogeneizacdo. Posteriormente, em frascos de
vidros, adicionou-se certa quantidade da polpa e armazenou-os em um freezer a -4 °C até o

momento de sua utilizacdo.
3.2.2 Preparo das solugoes estoque dos residuos de agrotoxicos
Inicialmente selecionaram-se os padrdes dos agrotoxicos a serem utilizados na pesquisa

para determinacdo de residuos de agrotoxicos em caja-manga, empregando-se o método

QuEChERS-GC-FID. Os padrdes dos agrotoxicos selecionados foram: carboxina (99,9 %,
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Pestanal), clorpirifos (99,9 %, Pestanal), difenoconazol (99,9 %, Pestanal) e tiabendazol (99,9 %,
Pestanal). Com auxilio de uma balanca analitica com precisdo de 0,0001 g pesou-se
separadamente em uma barca de polipropileno 0,0100 g de cada padrao de agrotoxico. ApOs as
pesagens separaram-se quatro baldes volumétricos de 10 mL e em cada baldo adicionaram-se a
massa pesada de cada padrao de agrotdxico. As barcas contendo cada padrdo de agrotoxico foram
lavadas com metanol e transferidos para cada baldo volumétrico. Em seguida, completaram-se os
volumes de cada baldo com metanol. O volume de cada baldo foi transferido para frascos de 10
mL, identificados como solu¢des estoque de concentracdo final de 1000 pg mL™!, que foram

armazenados em refrigerador a -4 °C até o momento do uso.

3.2.3 Preparo das solugées de trabalho dos residuos de agrotoxicos

A partir das solugdes estoques, prepararam-se solu¢des individuais dos agrotéxicos numa
concentragio de 50 ug mL!. Para isso, com auxilio de uma micropipeta retirou-se de cada frasco
de 1000 pg mL™!' um volume referente a 500 pL que, em seguida, foi transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL. O volume de cada baldo foi completado com metanol e transferido para
frascos de 10 mL, sendo injetados no cromatdgrafo a gas para defini¢do dos tempos de retengao
de cada composto e consequentemente para otimizacao da metodologia de anélise. Foi retirado
de cada frasco 1 uL da solugdo e injetado no cromatdgrafo, obtendo assim um pico relativo aquele

composto no cromatograma.

3.2.4 Fortificacdo da polpa de caja-manga com solugdo padrao dos agrotoxicos

Mediu-se a massa referente a 2,000 g da polpa do cajd-manga em tubos de centrifuga
(Falcon) de 15 mL. A essa polpa adicionou-se 100 pL de uma solu¢do padrdo da mistura dos

agrotoxicos na concentragio de 1000 pg mL™.

3.3 Otimizac¢ao da separacio cromatografica da mistura de agrotoxicos

A partir das solugdes de trabalho de 50 ug mL™! e apds ter definido os tempos de retengio
de cada composto individualmente, preparou-se uma mistura de todos os residuos de agrotoxicos
numa concentragdo de 50 pg mL'. A partir dessa solugdo, foi injetado no cromatégrafo 1 pL
obtendo um cromatograma com a presenca de todos os compostos. A separacdo completa dos

agrotoxicos foi otimizada ajustando alguns parametros cromatograficos como: temperatura do
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forno, o modo de operacdo do forno, temperatura do injetor, tipo de injetor, vazdo do gas de

arraste e temperatura do detector.

3.4 Extracdo QuEChERS dos residuos de agrotoxicos da polpa de caja-manga

Trés métodos QUEChERS [18,19] propostos para extragdo de residuos de agrotdxicos em
alimentos foram avaliados neste trabalho para determinar qual o mais adequado para a extracao

dos compostos estudados na polpa de caja manga.

3.4.1 Método QuEChERS original

Em tubos de centrifuga (Falcon) adicionou-se 2,000 g de polpa de caja-manga. Em
seguida, fortificou-se essa polpa com a mistura dos agrotéxicos a 100 pg mL™!' e adicionou-se 4
mL de acetonitrila ao tubo, agitando-o por 1 min em agitador vortex. Apos agitagdo, retirou-se o
tubo do agitador vortex e adicionaram-se 0,8 g de MgSO4 e 0,2 g de NaCl, agitou-se por mais 1
min em agitador vortex, centrifugando em seguida por 5 min a 2500 rpm. Com auxilio de uma
pipeta retirou-se aproximadamente 500 pL da fase organica e transferiu-se esse volume para um
frasco Eppendorff de 2 mL. Posteriormente, adicionaram-se ao frasco Eppendorff 10 mg de PSA
e 30 mg de MgSO4. Agitou-se o frasco no agitador vortex por 30 segundos. Retirou-se uma

aliquota de 1,0 puL da solugdo e injetou-se no cromatodgrafo a gés.

3.4.2 Método QuEChERS acetato

Em um baldo volumétrico de 50 mL adicionaram-se 30 mL de acetonitrila e cerca de 500
uL de &cido acético glacial. Agitou-se manualmente o baldo volumétrico por cerca de 30
segundos. Completou-se o volume do baldo com acetonitrila e agitou-se novamente por 30
segundos para homogeneizacdo completa da solugdo, produzindo uma solugdo de acetonitrila
acidificada com CH3COOH a 1 % v/v. Armazenou-se a solu¢do a -4 °C até o momento do uso.
Em tubos de centrifuga (Falcon) foram adicionados 2,000 g de polpa de caja-manga. Em seguida,
fortificou-se essa polpa com a mistura dos agrotéxicos a 100 pg mL'1 e adicionou-se 4 mL da
solucdo de acetonitrila acidificada com solu¢do de CH3COOH a 1 % (v/v) foram adicionados ao
tubo, agitando-o por 1 min em agitador vortex. Apos agitagdo, retirou-se o tubo do agitador e
adicionaram-se 0,8 g de MgSO4 ¢ 0,2 g de CH3COONa. Agitou-se a mistura por mais 1 min em

agitador vortex e, em seguida, centrifugou-a por 5 min a 2500 rpm. Com auxilio de uma
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micropipeta retirou-se 500 pL da fase organica e transferiu-a para um frasco Eppendorff de 2
mL. Adicionaram-se ao frasco Eppendorff 10 mg de PSA e 30 mg de MgSO4. Agitou-se o frasco
no agitador vortex por 30 segundos. Retirou-se uma aliquota de 1,0 uL da solucao e injetou-a no

cromatografo a gas.

3.4.3 Método QuEChERS citrato

Em tubos de centrifuga (Falcon) adicionou-se 2,000 g de polpa de cajd-manga. Em
seguida, fortificou-se essa polpa com a mistura dos agrotoxicos a 100 pg mL! e adicionou-se 4
mL de acetonitrila ao tubo, agitando-o por 1 min em agitador vortex. Apos agitagdo, retirou-se o
tubo do agitador vortex e adicionaram-se 0,8 g de MgSOy4, 0,2 g de NaCl e uma mistura de 0,2 g
de C¢HsNa3;07.2H20 com 0,1 g de CsHeNa207.1,5H20. Agitou-se por mais 1 min em agitador
vortex, centrifugando-se em seguida por 5 min a 2500 rpm. Retirou-se 500 uL da fase organica,
transferindo-os para um frasco Eppendorff de 2 mL. Adicionaram-se ao frasco Eppendorff 10 mg
de PSA e 30 mg de MgSO4. Agitou-se o frasco no agitador vortex por 30 segundos. Retirou-se

uma aliquota de 1,0 uL da solug@o e injetou-se no cromatdgrafo a gas.

3.5 Avaliacao dos parametros analiticos do método

3.5.1 Construcdo da curva analitica por calibragdo na matriz

Para construcdo da curva analitica, mediram-se por¢des de 0,500 g de polpa de caja-
manga em tubos de centrifuga (Falcon) de 15 mL. Em seguida, fortificou-se essa polpa com a
mistura dos agrotoxicos com concentragoes especificas e adicionaram-se 4 mL de acetonitrila em
cada tubo e agitou-se por 1 minuto em agitador vortex. Apds agitagdo, adicionaram-se 0,4 g de
MgSOs e 0,1 g de NaCl. Agitaram-se os tubos por 1 minuto em agitador vortex e, logo em
seguida, centrifugou-se por 5 min a 2500 rpm. Apos centrifugacgdo, transferiu-se 500 puL da fase
acetonitrila para frascos Eppendorff de 2 mL. Adicionaram-se a esses frascos, 10 mg de PSA e
30 mg de sulfato de magnésio. Em seguida, adicionaram-se em cada tubo os volumes de 10, 25,
55,90,125 e 165 pL da mistura de agrotoxicos a 200 pg mL"!. Agitaram-se os frascos em agitador
vortex por 30 segundos. As concentragdes dos agrotoxicos para a constru¢ao da curva analitica

foram 3,90; 9,50; 19,80; 30,50; 40,00 e 49,60 pg mL"! para cada um dos agrotéxicos estudados.
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3.5.2 Linearidade

A linearidade do método foi estudada a partir da injecdo de solugdes dos padrdes dos
agrotoxicos preparados no extrato da matriz da polpa de caja-manga, em diferentes concentracoes
no CG-DIC, empregando o método QuUEChERS original. A partir das areas de picos obtidas para
cada um dos agrotdxicos estudados nos diferentes niveis de concentracdo, foram construidas
curvas de calibragdao que, apos a regressao linear, o coeficiente de correlagao (r) foi determinado
para todos os compostos. A linearidade foi considerada aceitavel quando o r obtido foi maior que

0,990.

3.5.3 Limites de deteccio e de quantificacdo

Os limites de detecg¢do (LOD, do inglés Limit of Detection) e de quantificagdo (LOQ, do
inglés Limit of Quantification) sdo, respectivamente, o menor nivel de concentracdo dos
compostos que seja distinguivel do ruido e o menor nivel de concentragdo dos residuos de
agrotoxicos encontrados na polpa do cajd-manga que atende aos critérios de desempenho do
método quanto a exatiddo e precisdo. Isto ¢, o LOD ¢ a menor concentracdo dos residuos
detectavel pelo método na polpa de caja-manga, enquanto que o LOQ ¢ a menor concentragao
determinada pelo método com exatidao na faixa de 60-140 % e com desvio padrao relativo (RSD,
do inglés Relative Standard Deviation) inferior a 20 %. Para a determinagdo do LOD do método
e do LOQ do método foram consideradas as Equagdes 1 e 2, que levam em consideragao

parametros das curvas analiticas.

3.5.4 Precisdo

3.5.4.1 Repetibilidade

Mediu-se a massa de 0,500 g de polpa de caja-manga fortificada em trés niveis de
concentragdo (3, 4,5 e 6 x LOQ) em tubos de centrifuga (Falcon) de 15 mL. Em seguida,
adicionaram-se em cada tubo, 4 mL de acetonitrila e agitaram-se os tubos por 1 minuto em
agitador vortex. Apos agitacdo, adicionaram-se 0,8 g de MgSO4e 0,2 g de NaCl e agitou-se por
mais 1 minuto. Centrifugaram-se os tubos por 5 minutos a 2500 rpm. Com auxilio de uma
micropipeta retirou-se da fase organica 500 pL de extrato e transferiu-se esse volume para tubos

Eppendorft de 2,0 mL. Adicionaram-se aos tubos 10 mg de PSA e 30 mg de MgSOs. Agitaram-
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se os tubos em agitador vortex por 30 segundos. Com auxilio de uma seringa para cromatografia,
retirou-se uma aliquota de 1,0 pLL do sobrenadante e injetou-se no cromatografo. Para o estudo
de repetibilidade todas as amostras foram preparadas no mesmo dia. O estudo foi realizado em

triplicata.

3.5.4.2 Reprodutibilidade em laboratorio

O estudo de reprodutibilidade em laboratorio foi realizado de forma similar ao
procedimento experimental adotado para o estudo da repetibilidade. No entanto, os experimentos
foram realizados em trés dias diferentes, mantendo todas as demais condi¢des idénticas. Apenas
uma concentracao dos agrotoxicos foi estudada, a referente a 6 x LOQ. O estudo foi realizado em

triplicata.

3.5.5 Exatiddo (Ensaios de Recuperagio)

A exatidao do método QUEChERS para a extragdo dos residuos de agrotdxicos da polpa
de caja-manga foi avaliada de acordo com o Guia SANTE [27], a partir de ensaios de recuperagao.
Para isso, trés diferentes niveis de fortificacdo de agrotoxicos na polpa de caja-manga foram
analisados de acordo com o procedimento de extracdo do método QUEChERS: 3; 4,5 ¢ 6 x LOQ.
Os extratos obtidos foram analisados no CG-DIC e a porcentagem de recuperagao calculdada de

acordo com a Equacgao 5.

%REC — [agTOtéXiCO]determinada X 100 Eq 5

[agrotéxico]adicionada

3.5.6 Robustez

A robustez ¢ a capacidade do método em responder de forma precisa e exata apos
variagdes sutis nas condi¢des experimentais. A robustez foi avaliada a partir da recuperagao
média e do RSD de todas as medidas realizadas ao longo do estudo de validacdo da metodologia
analitica para a determinagdo dos residuos de agrotdxicos na polpa de caja-manga. O método ¢
aceito como robusto quando a recuperagdo média esta na faixa de 60 a 140 % e o RSD inferior a
20 % [27]. Estes resultados foram obtidos a partir da andlise de todas as extragdes realizadas ao

longo do estudo.
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3.6 Analise dos extratos por cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacio em chama

(CG-FID)

As andlises dos extratos organicos e solucdes dos padrdes foram realizadas em um
cromatografo a gas da marca Thermo, modelo Focus GC, equipado com sistema de inje¢ao
manual Split/Splitless Reodhyne e detector por ionizagdo em chama. A identificagao dos
compostos nos cromatogramas foi feita pela comparagdo dos tempos de retencao dos picos dos
analitos nos extratos das amostras com o tempo de retenc¢ao dos picos individuais dos agrotoxicos,
apos analises das solugdes padrao de carboxina, clorpirifés, difenoconazol e tiabendazol. A
coluna e fase estacionaria usada e as condigdes empregadas para as andlises dos quatro

agrotoxicos sdo descritas a seguir:

> Coluna capilar NST-05 com fase estaciondria 5 % de polifenilsiloxano e 95% de
polidimetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm diametro interno ¢ 0,25 um de espessura de
filme;

> Programacio de temperatura do forno: 100 °C (1 min) com aquecimento de 25 °C min’!
até 200 °C, aquecimento de 40 °C min™! até 300 °C (4,50 min);

Tempo total de anélise: 12 min;

Temperatura do injetor: 280 °C;

Volume injetado: 1,0 uL;

Injegdo Split, com divisdo de fluxo de 1:5;

Deteccao por ionizacdo em chama (DIC);

Temperatura do detector: 300 °C;

Gas de arraste: Nitrogénio;

V V V V V V VYV V

Vazio do gas de arraste: 1,5 mL min™'.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre varios métodos de analise, a cromatografia ¢ um método de grande importancia
que permite separar os componentes de misturas complexas. Na cromatografia gasosa, a
identificacdo dos compostos de interesse geralmente ¢ realizada comparando-se o tempo de
retencdo (t;) do composto na amostra com o tempo de retengdo do composto puro (solugao
padrdo). Neste trabalho foi utilizada a cromatografia gasosa por ser uma técnica que nao resulta
na geracao de residuos de solventes organicos como a cromatografia liquida e por permitir a
separagdo e quantificacdo adequada dos agrotdxicos em estudo. As condi¢des do método de
analise foram otimizadas para a obtencao dos picos dos agrotoxicos separados no cromatograma
a fim de possibilitar, com precisdo e exatidao, a quantificacdo dos mesmos nos extratos de caja-
manga.

A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido da separacdao dos agrotoxicos estudados,

empregando o método de andlise desenvolvido.

Figura 2. Cromatograma da separa¢do de uma solug¢do padrdo dos agrotoxicos estudados,
empregando cromatografia gasosa com detec¢do por ionizagdo em chama. Condi¢oes
cromatogrdficas: Coluna capilar 30 m x 0,32 mm d.i. x 0,25 um, fase estacionaria poli(5%-
fenilmetilsiloxano-95%-dimetilsiloxano), inje¢do split 1:5, volume injetado de 1 ul, temperatura
do injetor de 280 °C, detecgdo por ionizagdo em chama a 300 °C, gas de arraste N> a 1,5 mL min
L programagado de temperatura do forno: 100 °C (1 min), 25 °C min~, 200 °C, 40 °C min™', 300 °C
(4,5 min). ldentifica¢do.dos compostos: (1) clorpirifos, (2) tiabendazol, (3) carboxina, e (4)

difenoconazol.

Resposta do detector

: M
0 ' 3 ' é ' 9 12
Tempo (min)

Fonte: Proprio autor.
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4.1 Otimizacao das condicdes de extracio dos agrotoxicos da polpa de caja-manga

O método QUEChERS ¢ um método que atualmente pode ser aplicado em diversos tipos
de amostras. No entanto, trés variagdes do método sdo relatadas na literatura para se adaptar as
caracteristicas distintas e peculiares de cada matriz alimenticia. Os métodos QuEChERS
disponiveis atualmente sdo: o original e os modificados: acetato e citrato. Neste trabalho foi
avaliado qual método QuUEChERS seria o mais adequado para a extracdo de residuos dos
agrotoxicos da polpa de caja-manga. Os resultados foram avaliados em termos da quantidade
recuperada dos agrotoxicos, apds a fortificacdo da polpa com quantidades controladas dos
padrdes dos agrotoxicos. A Figura 3 apresenta a quantidade extraida dos agrotoxicos em cada um

dos métodos QUEChERS avaliados.

Figura 3. Quantidade extraida de residuos dos agrotoxicos (A) clorpirifés, (B) carboxina, (C)
difenoconazol e (D) tiabendazol da polpa de caja-manga, empregando os métodos QuEChERS

original, acetato e citrato.

Il Clorpirifos
4 4 Il Tiabendazol
I Carboxina
I Difenoconazol
5 37
3
<
2
s 24
2
<
=
<< 14
oH
Original Acetato Citrato

Métodos QUEChERS

Fonte: Proprio autor.

De acordo com o grafico da Figura 3, observa-se que o método original foi o mais eficiente
para a extra¢do de dois dos quatro agrotdxicos: clorpirifés e difenoconazol, sendo o segundo
melhor para a extragdo da carboxina e o pior para a extragao do tiabendazol, porém com valores
recuperados proximos e dentro do desvido padrdo experimental dos métodos modificados. Desta

forma, o método escolhido para a realizag¢@o do estudo de validagdo da metodologia proposta foi
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o método QUEChERS original, pois apresentou de uma forma geral os melhores resultados de
recuperacao para os agrotoxicos.

E importante mencionar que nio foram realizados outros estudos de otimizagdo do
método QUEChERS original, pois o mesmo apresentou excelente isolamento dos residuos de
agrotoxicos dos compostos da matriz do caja-manga, como pode ser visto pela descoloragdo do
extrato final obtido pelo método na Figura 4(B), em compara¢do com a coloragdo amarela da

polpa, Figura 4(A).

Figura 4. (A) Imagem da polpa de caja-manga. (B) Imagem ilustratitva de um extrato obtido pelo

Método QuEChERS original na extra¢do dos residuos de agrotoxicos da polpa de cajd-manga.

Fonte: Proprio autor.

4.2 Estudo de validacdo do método QuUEChERS para extracio de residuos de agrotoxicos

de polpa de caja-manga

4.2.1 Seletividade

Neste trabalho a seletividade do método foi determinada a partir do sinal detectavel de
cada um dos quatro agrotéxicos na matriz do caja-manga mesmo na presenca de picos estranhos
no cromatograma. Os picos dos agrotoxicos foram identificados no CG, por comparacao dos
tempos de retencdo com padrdes dos compostos, de forma que os mesmos nao sofreram
interferéncias, ou seja, nenhuma substancia foi co-eluida com area maior que 30 % da érea
referente ao pico de um agrotoxico nos tempos de retengdo estudados [27]. No cromatograma do
extrato de caja-manga fortificado com a solucdo padrao dos compostos os tempos de retencao
foram: (1) clorpirifos, tR = 4,8 min; (2) tiabendazol, tR = 5,3 min; (3) carboxina, tR = 6,3 min,

e; (4) difenoconazol, tr = 8,8 min.
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4.2.2 Curva Analitica, linearidade e faixa de trabalho

A faixa de trabalho ¢ o intervalo entre as concentracdes dos compostos que pode ser
determinada a partir de uma curva analitica linear em que a resposta instrumental ¢ diretamente
proporcional a quantidade do composto na amostra. Esta faixa ¢ o intervalo de concentracdes,
nas quais normalmente se encontram os analitos na amostra. A linearidade da curva analitica ¢
obtida a partir do coeficiente de correlacao (r) da equagdo da reta, proveniente da regressao linear
dos dados. A partir da constru¢do da curva analitica, sdo definidas a faixa de trabalho e a
linearidade da metodologia proposta para cada um dos quatro agrotoxicos, realizando as medidas
em duplicatas em cada ponto da curva analitica. A Figura 5 apresenta as curvas analiticas, obtidas

pela calibracdo na matriz de cajd-manga, para os 4 agrotoxicos estudados neste trabalho.

Figura 5. Curvas analiticas obtidas para os agrotoxicos (A) Carboxina, (B) Clorpirifos, (C)
difenoconazol e (D) Tiabendazol.
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De acordo com a Figura 5, as curvas analiticas para os agrotdxicos apresentaram ajustes
adequados dos dados para os modelos linear (carboxina, clorpirifés e difenoconazol) e quadratico
de segunda ordem para o tiabendazol. Esse comportamento nao linear entre a resposta do
equipamento e a concentracao de tiabendazol foi observado também por Santana [29]. Os dados
obtidos com as curvas analiticas preparadas na propria matriz de cajd-manga, a partir da

fortificagdo destas com os agrotoxicos em diferentes concentragdes, sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros obtidos das curvas analiticas para os agrotoxicos em matriz de cajd-

manga.
Compostos Equacao da Reta Lgl)e::i(dlg)ie Faix?n?ge ﬁ;ﬁ?alho
Carboxina A =0,808*Ccary — 3,093 0,997 0,43-16,50
Clorpirifés A =0,563*Ccior - 0,792 0,998 0,36-16,50
Difenoconazol A = 0,678*Cpir + 0,879 0,992 0,72-16,50
Tiabendazol A =0,015*Cria” - 0,102*Crigp + 0,236 0,999 0,43-16,50

De acordo com a ANVISA, para que haja um ajuste adequado e aceitavel dos dados da
curva analitica a um modelo de regressao, o valor de coeficiente de regressdao deve ser superior a
0,990 [25], como pode ser visto na Tabela 3 as curvas analiticas apresentaram coeficiente de
determinagdo superiores a 0,992, atendendo as exigéncias mais rigorosas das principais agéncias
de regulamentacdo. Para o tiabendazol o ajuste de um modelo quadratico para a curva analitica
foi o mais adequado. E importante ressaltar que o ajuste quadratico obtido para o tiabendazol no
¢ um fato exclusivo deste método, curvas de calibragdo melhor ajustadas por polindmios de

segundo grau sdo comuns em determinacdes diversas [30].

4.2.3 Limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ)

A determinagdo do limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ) do método
foi realizada através dos dados da curva analitica, empregando as Equacdes 1 e 2,
respectivamente. Os valores obtidos para os limites de detec¢do e quantificagdo do método para

cada agrotoxico sao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Limites de detec¢do e de quantificagdo para cada agrotoxico estudado, empregando o

método QuEChERS-CG-DIC.

Carboxina 0,14 0,43
Clorpirifés 0,12 0,36
Difenoconazol 0,22 0,72
Tiabendazol 0,13 0,43

Os valores obtidos para os limites de quantificagdo para os agrotoxicos na polpa de caja-
manga pelo método QUEChERS ficaram na faixa de 0,36-0,72 mg kg™'. Essa faixa é superior a
obtida por Santana [29], que empregou o método ESL-PBT para a extracdo dos mesmos
agrotoxicos na polpa de caja-manga, indicando uma menor detectabilidade dos agrotoxicos
quando empregado o método QUEChERS. Em parte, essa detectabilidade inferior do método
QuEChERS pode estar associada a sua incapacidade de concentrar o residuo de agrotéxico no
extrato final, ou seja, aumentar a relagao analito/solvente no extrato obtido apds a aplicagdo da
metolodogia. Como o caja-manga nao esta na lista de frutos e/ou hortalicas publicados pelo
PARA (Programa de Anélises de Residuos de Agrotoxicos) [31] da ANVISA e ndo ha registro
dos limites maximos residuais (LMR) dos agrotoxicos estudados, os valores de LOQ para cada
agrotoxico foram comparados com os LMR para os agrotéxicos em outros frutos. Assim, os LMR
para a carboxina ficaram na faixa de 0,05-0,20 mg kg'!; para o clorpirifos na faixa de 0,01-2,00
mg kg'; 0,01-1,00 mg kg! para o difenoconazol, e; 0,01-10 mg kg™ para o tiabendazol [31].
Portanto, observa-se que os valores de LOQ encontrados para os agrotdxicos no método proposto
encontram-se dentro da faixa de LMR para diferentes tipos de alimentos monitorados pela
ANVISA, apesar da cromatografia gasosa com deteccao por ionizagdo em chama nao possuir

uma detectabilidade elevada para estes agrotoxicos.
4.2.4 Precisdo do método
4.2.4.1 Repetibilidade
Para a avaliagdo da precisdo da metodologia de acordo com sua repetibilidade, foram
efetuadas extracdes dos residuos dos agrotoxicos fortificados nas amostras de caja-manga nas

concentracoes de 2, 3 e 4 vezes o LOQ, de acordo com o preconizado pelo Guia SANTE de

Validagao da Comunidade Europeia para residuos de agrotdxicos em alimentos [27]. Todas as
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condi¢des experimentais do método foram mantidas constantes para este estudo, sendo realizadas

triplicatas dos niveis de concentracdes para os agrotoxicos.

Tabela 5. Repetibilidade do método QuEChERS-CG-DIC para a extragdo de residuos de

agrotoxicos da polpa de caja-manga.

RESIDUOS DE 4XLOQ 3XLOQ 2 X LOQ
AGROTOXICOS o, ppc RSD % REC RSD % REC RSD
CLORPIRIFOS 89,2 5,9 94,7 13,1 95,7 22,4
TIABENDAZOL 117,1 6,1 128,8 7,2 188,2 13,5
CARBOXINA 82,2 11,1 77,9 7,6 68,8 25,8
DIFENOCONAZOL 108,8 9,4 90,2 3,5 79,6 12,6

Para que o método seja considerado repetitivel, ou de boa repetibilidade, o Guia SANTE
recomenda que amostras complexas tenham um maximo de dispersdo das réplicas de 20%, em
termos de RSD. De acordo com a Tabela 5, observa-se que a variagdo das respostas em torno da
média, ficaram abaixo de 20% de RSD, excetuando-se para niveis mais baixos de fortificacao do
clorpirifos e da carboxina na polpa de cajd-manga, que apresentaram valores acima deste limite.
Estes resultados indicam que a carboxina e clorpirifés devem sofrer interferéncia da matriz
quando as concentragdes se aproximam do limite de detec¢do instrumental. Apesar dessa
variagao, para teores ligeiramente maiores o desvio padrdo relativo para as extracdes dos quatro

agrotoxicos se apresentou adequado, conferindo ao método boa repetibilidade.

4.2.4.2 Reprodutibilidade dentro do laboratorio

A precisdo da metodologia foi avaliada também quanto a sua reprodutibilidade em
laboratério (ou precisdo intermediaria), conforme preconizado pelo Guia SANTE [27]. A
reprodutibilidade em laboratério ¢ um parametro de precisdo que leva em consideragao a
manuten¢do das condi¢des experimentais do método, porém variando uma unica das condi¢des
experimentais. Neste trabalho, a reprodutibilidade em laboratério do método foi avaliada pela
realizagdo de triplicatas da extracdo dos residuos de agrotoxicos em polpa de cajd-manga pelo

método QUEChERS-CG-FID em trés dias distintos (condicao variada). Os resultados obtidos

estao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Reprodutibilidade em laboratorio para o método QuEChERS-CG-DIC na extragdo de

residuos de agrotoxicos de polpa de caja-manga.

RESIDUOS DE 4XLOQ
AGROTOXICOS % REC % REC % REC RSD (%)
CLORPIRIFOS 89,2 87,5 86,5 1,6
TIABENDAZOL 117,1 106,4 108,3 5,2
CARBOXINA 82,2 73,7 72,9 6,8
DIFENOCONAZOL 1088 97,2 101,3 5,7

O estudo realizado para avaliacao da reprodutibilidade em laboratério na extragdo de
residuos de agrotoxicos de polpa de caja-manga indicou baixa dispersao dos resultados realizados
em replicatas. De acordo com a Tabela 6, o desvio padrao relativo obtido para nove replicatas
(trés replicatas em cada dia) da extracdo de cada agrotdxico na polpa do cajad-manga foi inferior
aos 20%, preconizados pelo Guia SANTE. Este resultado significa que ndo ha variagdo
significativa da resposta fornecida pelo método proposto quando este ¢ aplicado, por exemplo,
em dias diferentes de realizacdo do procedimento experimental. Logo, o método apresenta boa

reprodutibilidade de laboratdrio na extracdo dos residuos de agrotoxicos.

4.2.5 Exatidao (Ensaios de recuperagdo)

A exatiddo do método QUEChERS-CG-DIC foi investigada a partir do estudo da
recuperac¢ao dos residuos de agrotoxicos, que foram previamente fortificados em concentragdes
conhecidas, da polpa de caja-manga. Trés niveis de fortificacdo foram avaliados 2, 3 e 4 vezes o
LOQ do método para cada agrotdxico. A exatiddo ¢ medida pela porcentagem de recuperagdo
obtida de cada agrotoxico da polpa de caja-manga pelo método proposto. Os resultados foram
apresentados nas Tabelas 5 e 6.

De acordo com o Guia Sante, uma metodologia com boa exatiddo na determinagdo de
residuos de agrotoxicos de alimentos deve apresentar uma porcentagem de recuperagao na faixa
de 70-120%, sendo também aceitavel, para alguns casos € que a matriz seja complexa (altas
concentragdo e diversidade de componentes em sua constituicdo), uma faixa um pouco mais
ampla, de 60-140% [27]. Os resultados de recuperagao neste trabalho, apresentados nas Tabelas
5 e 6, indicam que o método proposto apresenta boa exatidao para a extracao de clorpirifos,
carboxina, difenoconazol e tiabendazol da polpa de caja-manga. As recuperagdes dos agrotoxicos

ficaram, em sua grande maioria, dentro da faixa preconizada pelo Guia, exceto para o composto
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tiabendazol no menor nivel de fortificagdo, em que a porcentagem de recuperagao foi de 188,2%.
Por ser uma matriz complexa possuindo varios componentes em sua matriz, pode ter ocorrido o
efeito de matriz, gerando assim um valor mais alto para a porcentagem de recuperacao do
tiabendazol quando a sua concentracao de fortificacao estava mais proxima do limite de detecc¢ao
instrumental.

De acordo com Pinho et al. [16], esse efeito de matriz, também conhecido como “aumento
da resposta cromatografica induzida pela matriz”, € usado para explicar as taxas de recuperacao
de agrotoxicos que excedem 100%. Os proprios autores chegaram a taxas de recuperacao de
agrotoxicos em alimentos tao altas quanto 250%, em alguns casos em que a matriz apresentava

alta coloragdo da polpa como pimentdo e tomate.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho um procedimento de extragdo de residuos de agrotoxicos de polpa de caja-
manga foi desenvolvido a partir do método QUEChERS e andlise por cromatografia gasosa com
detec¢do por ionizagdo em chama. O método foi validado de acordo com o Guia SANTE,
recomendado para metodologias de extracao de residuos de agrotdxicos de alimentos. Dentre as
variantes do método QuEChERS avaliadas neste trabalho, a variante original foi a que
proporcionou, de uma forma geral, a maior porcentagem de remogao dos residuos de agrotoxicos
da polpa de caja-manga. Os extratos obtidos pelo método QUEChERS se apresentaram limpidos
e transparentes ao final do processo, indicando a eficacia da limpeza do extrato pelo método, uma
vez que a polpa do fruto apresenta uma coloragao amarelada tipica. No processo de validagdo, o
método apresentou boa repetibilidade, reprodutibilidade em laboratorio e exatiddo, dentro do
preconizado pelo Guia SANTE. A detectabilidade e o limite de quantificagdo foram os pontos
mais frageis do método. A detectabilidade ndo foi tdo atrativa devido ao uso da cromatografia
gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama, que ndo possui sensibilidade adequada para
analise de agrotoxicos. O limite de quantificacio do método, apesar de apresentar uma faixa
maior de concentragdes minimas quantificaveis que outros métodos, resultou em valores dentro
da faixa de limites maximos residuais para os agrotdxicos, definidas para outras matrizes
alimenticias. Diante das pequenas variagdes experimentais ao longo de todo estudo das extragdes
dos residuos de agrotoxicos em caja-manga e da baixa dispersao das porcentagens de recuperagao
obtidas destas extragdes, 0 método QUEChERS-CG-DIC pode ser considerado robusto. Desta
forma, pode-se concluir que o método proposto neste trabalho trata-se de um procedimento
analitico eficiente e robusto para a determinagdo de residuos de agrotdxicos em caja-manga,
empregando o método QUEChERS original e a cromatografia gasosa com detecc¢ao por ionizagao

em chama.
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