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RESUMO

Neste trabalho, otimizou-se um método analitico para a determinagcdo de residuos
para os agrotoxicos-foco: Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim, Clorantraniliprole,
Clotianidina, Diafentiuron, Difenoconazol, Dimetomorfe, Espinetoram, Espinosade A,
Espinosade D, Fenuron, Imidacloprido, Indoxacarbe, Metalaxil M, Metoxifenozida,
Tiametoxan em solo derivado do plantio do tomate, com o objetivo de comparar os
niveis de contaminacdo desses compostos em amostras de solo. Foi utilizado o
meétodo de extracdo QUEChERS modificado e Cromatografia Liquida de Ultra
Desempenho acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial, com fonte de
ionizacao por Eletronebulizacdo no modo ESI (+/-). O método consistiu na extracao
de 15,0 g de solo com 15 mL de solucéo saturada de hidréxido de calcio pH 12,3 e 15
mL de acetonitrila, com consequente particdo em efeito “salting out” através de 6,0 g
de sulfato de magnésio anidro e 1,5 g de cloreto de sdédio. As fases foram separadas
por centrifugacéo a 3700 rpm por 7 min. Os extratos foram diluidos com MeOH grau
licrossolv® e injetados em cromatdgrafo. O método foi validado com base nos
parametros de linearidade, LOD, LOQ, precisdo e exatiddo. Linearidade entre 0,2 e
20,0 pg L1, coeficientes de determinacdo maiores que 0,99. Os valores de LOQ para
o método foram 13 ug kg para Espinosade e 7,0 ug kg para os demais pesticidas.

O método apresentou boa precisdo, com valores de RSD < 20%, e exatidao, com

’ Doutora em vigilancia sanitaria em salide (FIOCRUZ/INCQS).
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recuperacodes entre 70 e 120% para a grande maioria dos compostos analisados. As
curvas analiticas foram preparadas com extratos de solo branco de referéncia, de
forma a minimizar o Efeito Matriz. O método foi considerado adequado para a analise
de residuos de agrotéxicos em solo, uma vez que satisfaz aos parametros de
validacdo de métodos cromatograficos (European Comission, 2018). Depois da
validacdo, o método foi utilizado para analise de residuos destes agrotoxicos em
amostras de solo provenientes dos plantios de tomate convencional, organico e
sustentavel. Tornando possivel comparar os niveis de impactos ambientais gerados.
Além de validar o método analitico para os agrotoxicos-foco do estudo conseguiu-se
também a validacdo para mais 240 compostos, entre autorizados e néo autorizados

para a utilizacdo no plantio do tomate.

Palavras-chave: Contaminantes em solos, residuos de agrotoxicos, QUEChERS,
UPLC-MS/MS.

INTRODUCAO

O cultivo do tomate é suscetivel ao surgimento de insetos-praga e doencas. Dados da
pesquisa de Carvalho (2017) citam que o cultivo do tomate é vulneravel ao
acometimento de doencas causadas por insetos-praga, sendo a mosca branca
(Bemisia), uma das principais pragas que acometem o tomate. A Bemisia argentifolii e
a Bemisia tabaci, sdo as duas principais espécies de mosca-branca responsaveis por
causar prejuizos para o cultivo do fruto. No trabalho do autor, foram entrevistados
tomatecultores do Municipio de Cambuci (Rio de Janeiro), em gue foi observado que
cerca de 60% dos plantadores realizam até duas aplicacbes de agrotdxicos
semanalmente. Em 2% dos casos, os plantadores descreveram que, dependendo da
situacdo, como por exemplo: se surgirem doencas ou o tempo estiver chuvoso, ha
necessidade de maior numero de aplicacbes, podendo chegar a trés vezes por

semana.

Morfologicamente ndo ha diferenca entre as duas espécies. Porém, a primeira é mais

agressiva, uma vez que, além de apresentar maior resisténcia as condicées adversas
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do ambiente e a alguns agrotéxicos convencionais, apresenta maior indice de
reproducdo, acomete maior numero de plantas hospedeiras e consegue completar
todo o seu ciclo de vida no tomateiro. Por esse motivo, € necessaria a utilizacdo de
variados agrotdxicos para o controle dessas e outras pragas que acometem a
plantacdo do tomate (ESALQ, 2017).

Neste trabalho, optou-se por utilizar a terminologia orientada pela legislacao brasileira
— agrotoéxicos - por considerar que esse termo, apesar de ndo cobrir na esséncia todos
os produtos utilizados, engloba 0 maior nimero de atributos necessérios a descricao
das substéancias que compdem esse universo e agrega mais transparéncia e ética
para o leitor, o usuario e o consumidor dos produtos em que tais compostos Ssao
utilizados (SOBER, 2018).

Segundo a reviséo da legislacao brasileira sobre agrotéxicos publicada em 28/06/2018
(MAPA, 2018):

O termo agrotoxico ndo é utilizado por nenhum outro pais ou
organizacao internacional que trata do tema. A Comissdo do Codex
Alimentarius, organizacao internacional de referéncia para alimentos no
Acordo sobre a Aplicacdo de Medidas Sanitarias e Fitossanitarias da
Organizacdo Mundial do Comércio (OMC), utiliza o termo em inglés e
francés “agrotoxic” e em espanhol “plaguicida”. Dessa forma, € preciso
alterar o termo pesticida para agrotoxico, a fim de alinhar a legislacao
brasileira as praticas internacionais.
O tomate foi escolhido como objeto desse estudo por conta das caracteristicas
especificas que apresenta, isto €, plantacbes como a do tomate (Solanum
lycopersicum L.=Lycopersicon esculentum Mill), requerem frequente atencdo quanto
a infestacdo de pragas e ervas daninhas, o que implica na necessidade de aplicacao

de agrotoxicos com grande frequéncia.

Ao entrar em contato com o solo, 0s agrotoxicos estao sujeitos aos processos fisico-
guimicos que propiciam agravamento de sua acdo no ambiente. Devido a
necessidade de uso racional dos insumos agricolas para minimizar os impactos

ambientais da agricultura, muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de
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compreender o comportamento desses produtos no solo. No entanto, pouco se sabe
sobre o comportamento desses agrotdxicos em solos tropicais.

CONTAMINACAO DE SOLOS POR AGROTOXICOS

De acordo com os estudos de Azevedo (2018), mesmo com maior controle de
aplicacdo dos agrotoxicos, o solo € o destino final dos produtos quimicos usados na
agricultura, sejam eles aplicados diretamente no solo, na parte aérea das plantas ou
até mesmo nos frutos ensacados. Ao entrar em contato com o solo, 0os agrotoxicos e
herbicidas estao sujeitos a processos fisico-quimicos que propiciam agravamento de
sua acao no ambiente. Segundo o autor, devido a necessidade de uso racional dos
insumos agricolas para minimizar os impactos ambientais da agricultura, muitos
estudos tém sido realizados com o objetivo de compreender o comportamento desses

produtos no solo.

O solo funciona como filtro, retendo muitas das impurezas que nele sdo despejadas.
Desta forma, sua qualidade pode ser alterada pelo acumulo de poluentes
atmosféricos, uso de agrotoxicos/fertilizantes, rejeitos solidos, materiais toxicos e até
radioativos. Quando o poluente chega a superficie do solo, ele podera ser adsorvido;
carreado pelo vento ou pelas aguas de escoamento ou, até mesmo, ser lixiviado por
aguas de infiltracdo, chegando aos horizontes inferiores e atingindo o lencol freatico.
Uma vez que as aguas subterraneas sao atingidas, esses contaminantes podem ser
levados a outras regides (CETESB, 2020).

A disposicdo do CONAMA (2009) informa que as propriedades quimicas do solo,
como pH, teor de nutrientes, capacidade de troca ibnica, condutividade elétrica e
matéria organica, concomitantemente as atividades bioldgicas, sdo responsaveis pela

adsorcao, fixacdo quimica, oxidacao e neutralizacdo desses poluentes.
OS AGROTOXICOS E A CULTURA DO TOMATE

O tomate € um fruto nativo da América do Sul. Dados histdricos indicam que ha mais
de 100 anos o tomate ja era cultivado pelos incas e astecas em regides elevadas do
RC: 73524
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Peru e do México. Os primeiros paises a cultivarem o produto foram Peru, México,
Bolivia, Equador e Chile, segundo (CURRENCE, 2013). Os maiores produtores
mundiais de tomate da atualidade s&o: China, Brasil Estados Unidos, india, Turquia,
Egito, Italia, Ird, Espanha e México, segundo o relatério FAOSTAT (2018).

Dados do IBGE (EPAG, 2019), mostram que o Brasil produziu 4.084.910 toneladas
em 2018 e que, em janeiro de 2019, a producéo foi de 4.333.609 toneladas do fruto.
As regides de maior produgéo em 2018 foram: sudeste com 1.689.558 toneladas (S&o
Paulo produziu 811.100 ton) e centro-oeste, com 1.369.014 toneladas (Goiés produziu
1.334.500 ton).

Para Junior (2019), ndo existe tomateiro resistente a maioria das pragas e doencas.
Por isso, a maneira mais comum de controlar essas infesta¢cées continua sendo a
aplicagéo de fungicidas e de inseticidas, o que provoca risco de contaminagéo dos
trabalhadores envolvidos, residuos de agrotoxicos nos frutos, impactos no meio

ambiente e elevacao dos custos.

No Brasil, as referéncias da ANVISA (2018) autorizam cerca de 500 principios ativos
com finalidades de uso agricola, domissanitario, ndo agricola, ambientes aquaticos e
conservantes de madeira. Desse quantitativo, 119 agrotoxicos sédo autorizados para
aplicacao na plantacao do tomate. Um mesmo principio ativo pode ser comercializado
sob a rotulacdo de muitas formulacdes e nomes comerciais, sendo comum a mistura

contendo mais de um principio em um mesmo produto.

Carvalho (2017) em sua pesquisa, cita que 0s agrotéxicos sao utilizados na plantacao
do tomate com o objetivo de combater prioritariamente a mosca branca, fungos da
requeima[8], talo oco, murcha bacteriana, minador das folhas, broca grande dos
frutos, pinta preta, pinta bacteriana e broca pequena dos frutos. Segundo essa
pesquisa, para combater tais pragas e doencas sao necessarias diversas aplicacdes
de agrotéxicos. O autor cita que os produtores fizeram referéncia a 53 produtos

marcas comerciais diferentes e uma média de 12 tipos de agrotoxicos por lavoura. Os
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inseticidas e fungicidas sao os produtos mais empregados pelo agricultor na plantagao
do tomate, devido a doenga denominada requeima, segundo a esta pesquisa.

DESTINO DOS AGROTOXICOS NO MEIO AMBIENTE

O emprego de agrotoxicos na cultura convencional do tomate traz constantes
preocupacdes devido aos danos gerados ao meio ambiente, sobretudo nos meios
bioticos e abidticos. Além disso, uma série de efeitos € observada entre os
trabalhadores do campo: fraqueza, nauseas, tonteira, canceres, lesdes hepéticas,
alergias, entre outros. Desta forma torna-se muito importante a andlise dos frutos, solo
e agua com a finalidade de quantificacdo para verificar se estes se encontram dentro
dos limites maximos de residuos (LMR) autorizados pela Anvisa, segundo (RIBAS
e MATSUMURA, 2009).

DESENVOLVIMENTO

METODOLOGIA - PREMISSAS, HIPOTESES E ETAPAS DO
TRABALHO

PREMISSAS

Este trabalho partiu das seguintes premissas:

o Na&o existe tomateiro resistente a maioria das pragas e doencas;

e O solo é o destino final de grande parte dos residuos da aplicacdo de
agrotoxicos nos métodos de plantio em que esses sao aplicados;

e Ha provavel contaminacdo dos solos pela aplicacdo de agrotdéxicos nas
plantacdes agricolas que pode gerar impactos ambientais nos meios bioticos e

abidticos;
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HIPOTESES

e Os agrotéxicos em uso na agricultura brasileira ndo sdo ambientalmente
amigaveis no que diz respeito a contaminacgéo do fruto e do solo;

e O plantio convencional com o uso intensivo de agrotoxicos, pode ndo ser
ambientalmente amigavel;

o Existe uma lacuna na agricultura, que é a auséncia de um método validado e
confidvel para determinacéo e quantificacdo de agrotoxicos em solo, segundo
os limites maximos de residuos (LMR) especificados pela Anvisa;

« E possivel utilizar agrotoxico no plantio e manter os frutos em niveis de

concentragcdo que atendam as exigéncias da legislacao vigente no pais;

O conhecimento de residuos e contaminantes no solo é importante para o
desenvolvimento de ac¢des para melhorar o manuseio e o controle na produgéo

agricola para reduzir tais contaminantes.
ETAPAS DO TRABALHO

a) Realizacdo de pesquisa: aplicacdo de questionario mix de respostas abertas e
multiplas escolhas. Essa pesquisa foi aplicada junto aos plantadores das areas em
gue as amostras seriam coletadas e possibilitou o levantamento dos principais
produtos utilizados em suas plantacdes. Estes agrotoxicos foram identificados como

“Agrotoxicos-Foco” do trabalho.

b) Coleta das amostras de solo em areas de trés tipos de cultivo: convencional;

organico e sustentavel;

c) Coleta das amostras de ensaio em branco de referéncia - Amostras dos solos que
nao foram submetidos a nenhum tratamento com os agrotdxicos de interesse neste

trabalho;

d) Caracterizacdo do solo quanto a textura, fertilidade e composicao quimica — Etapa
realizada em parceria nos laboratérios da EMBRAPA SOLOS-RJ;
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e) Preparo das amostras para a extragdo — as amostras precisam estar com
granulometria de 30 mesh (terra fina), adequada a extracdo quimica — etapa realizada
nos laboratérios da EMBRAPA SOLOS-RJ;

f) Andlise das amostras reais de solos coletadas no campo.
Esta etapa dividiu-se em:

o Caracterizacdo do Solo — Realizada nos Laboratérios da EMBRAPA SOLOS;

o Determinacdo de matéria organica — Etapa realizada nos Laboratorios da
EMBRAPA SOLQCS;

e Andlise Quimica para determinacdo de micro-nutrientes dos solos - Etapa
realizada no Laboratério FERTIMOVEL (EMBRAPA SOLOS);

o Extracdo, Clean-up, adequacédo e otimizacdo do Método QUEChERS para
determinacdo de residuos de agrotoxicos em amostras de solos, através da
Cromatografia Liquida de Ultrarresolucdo acoplada a Espectrometria de

Massas Sequencial — Etapa Realizada nos laboratorios do INCQS — FIOCRUZ.

g) Calculos, avaliacdo estatistica e plotagem dos resultados obtidos.
AGROTOXICOS SELECIONADOS PARA O ESTUDO

Na pesquisa realizada com os plantadores observou-se que 0s principais produtos
utilizados em suas plantagdes foram: Abamectina, Acibenzolar-S-Metilico,
Azoxistrobina, Ciromazina, Diafentiuron, Mandipropamida, Pimetrozina, Tiametoxan.
Desta forma, optou-se por adaptar o método analitico, inicialmente, para a
determinacao de residuos desses “agrotdxicos-foco” em solo proveniente do cultivo
do tomate. A pesquisa foi realizada com os plantadores da regido norte fluminense
(Rio de Janeiro), grande produtora de tomate distribuido pelos trés sistemas de cultivo

estudados neste trabalho (convencional, organico e sustentavel).
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O METODO DE EXTRACAO (QUECHERS)

O método de extracdo QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) pesquisado e levado a comunidade cientifica por ANASTASSIADES et al.
(2003), tem por objetivo suprimir as limitacbes praticas dos métodos de extracédo
multirresiduos existentes até entdo. O método apresenta como principais diferenciais,
o fato de ser um rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e seguro, como o préprio
nome QUEChERS abrevia. Diéz et al. (2006) ressaltam que esse método foi

desenvolvido para amostras que apresentam mais de 75% de agua.

LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE O METODO QUECHERS
ALIADO A CROMATOGRAFIA PARA DETERMINACAO DE
AGROTOXICOS - EVOLUCAO CRONOLOGICA

Lesueur et al. (2008) pesquisaram alteracdes para QUEChERS em analise de 105
agrotoxicos por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-
EM) e 46 agrotdxicos por Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho acoplada a
Espectrometria de Massas Sequencial (CLUE-EM/EM) apés extracdo pelo método

QUECheRS em quatro matrizes (uva, liméo, cebola e tomate).

Drozdzynski et al. (2009) pesquisaram 3 inseticidas ecologicos (azadiractina,
espinosade e rotenona) em amostras de solo, repolho e tomate utilizando o método

QUEChERS modificado, com posterior determinacao dos teores por CLUE-EM/EM.

Chen et al. (2010) realizaram modificacdo do método QUEChERS para determinacéo
de procimidona em amostras de solo e alho-por6 complementando o trabalho através

da quantificacdo por GC-MS.

Rashid et al. (2010) analisaram 19 agrotoxicos do grupo dos organoclorados em solos,
aplicando um método QUEChERS modificado e clean-up constituido por particdo
liquido-liquido com n-hexano. O procedimento foi validado para a determinacéo de

19 pesticidas organoclorados, hexaclorobenzeno (HCB), a-HCH, B-HCH, y-HCH,
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heptacloro, epdxido de heptacloro (trans), aldrin, dieldrin, clordano (trans), clordano
(cis), oxiclordano, a-endossulfano, p-endossulfano, sulfato de endossulfano, endrin,
p, p'-DDT, o, p'-DDT, p, p'-DDD e p, p'-DDE.

Shi et al. (2010) propuseram um método QUEChERS modificado para a andlise de
residuos de oxadiargil em amostras de solo, agua, arroz e palha de arroz, com

guantificacéo por GC-ECD.

Pinto et al., (2010) pesquisaram uma versdo ainda mais simplificada do método
QUEChERS com objetivo de analisar trés compostos organo-clorados
(hexaclorobenzeno; 1,2-diclorobenzeno e cloroformio) em amostras de solos, seguido
de quantificacao por GC-UECD. No trabalho, os autores utilizaram trés tipos diferentes
de solos: solo de jardim, com elevado grau de matéria organica; um Vertisol, com
elevado teor de argila; e um material sedimentoso de referéncia certificado (solo

argiloso).

Martins (2010) utilizou o método QUEChERS - determinacdo de residuos de
pesticidas em solo de lavoura de arroz irrigado, empregando quechers modificado
com solucao saturada de hisdroxido de calcio e LC-MS/MS para a determinacéo de
residuos de Clomazona, Fipronil, Imazapique, Imazetapir, Propiconazol, Tiametoxam

e Trifloxistrobina.

Ramos et al. (2010) desenvolveram um método QUEChERS modificado para
determinacdo de 11 agrotéxicos em trés tipos de solos (florestal, ornamental e
agricola). Uma versao modificada do método QUEChERS foi desenvolvida para a
determinacdo dos pesticidas organofosforados (etoprofds, dimetoato, diazinon,
malaoxon, clorpirifés-metil, fenitrion, malation, clorpirifés, fenamifés e fosmet) e de um
pesticida da classe das tiadiazinas (buprofezina), determinando os teores por GC-
NPD.

Drozdzynski et al. (2011), determinaram 160 pesticidas em vinhos empregando

extracao dispersa em fase sélida em modo misto e CG-EM.
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Costa (2012) realizou estudo do método QUEChERS para determina¢ao multirresiduo
de agrotéxicos em péssego em calda. Os LOQs dos agrotoxicos neste estudo
variaram entre 1,0 e10,0 ug.kg™ e baseou-se na curva para monitorar o desempenho
do método e a linearidade. Segundo o autor, as curvas analiticas apresentaram
valores de r maiores que 0,99; com valores de recuperacgéo para o péssego em calda
drenado entre 83,4 a 120,4% com RSD inferiores a 14,9% para a maioria dos analitos,
e de 68,6 a 124,6% com RSD inferiores a 19,8%.

Estudos de Tsipi et al., (2015) abordam a quantificacéo de residuos dos metabdlitos
de 2,4-D, por cromatografias liquida e gasosa acopladas ao espectrobmetro de

massas.

Ramos et al. (2016) citam que o método QUEChERS foi utilizado apenas 8 vezes na
extracdo de agrotoxicos em solos, e que na maioria dos casos, foi aplicada a
cromatografia gasosa com deteccao por Espectrometria de Massas (CG-EM), exceto
em trés casos, onde foram aplicados cromatografia gasosa com detectores por
Captura de Elétrons (CG-DCE); Nitrogénio e Fésforo (CG-DNF) e Micro Deteccgéao por
Captura de Elétrons (CG-DuCE).

Dong et al. (2017) determinaram residuos de metaflumizona em amostras de solo e
repolho, aplicando o método QUEChERS. Os autores relatam que foram obtidos
valores de recuperacéo entre 77,6 e 87,9% para metaflumizona em solos e repolho,
com desvio padrao relativo (RSD) de 3,5 e 7,9%. Os valores de LOD e LOQ do método

para as mesmas amostras foram de 0,001 mg.kg! e 0,004 mg.kg™ respectivamente.

Segundo Iglesias (2016), o processo de acoplamento da Cromatografia Liquida a
Espectrometria de Massas ocorreu muito lentamente, em funcéo da incompatibilidade
entre as altas vazdes utilizadas peca HPLC que tornava dificil o carreamento do
eluente da coluna cromatografica diretamente para o interior da fonte do
espectrometro, que funciona em alto vacuo. Resolvidas essas dificuldades, a

Cromatografia Liquida com interface de acoplamento a Espectrometria de Massas
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(LC-MS) tem se difundido cada vez mais como uma excelente técnica para
determinacao de residuos de analitos diversos.

Ogihara (2018), empregou o método QUEChERS e a cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial na determinacdo de
multirresiduos de agrotoxicos em solo. Em seu trabalho foram avaliadas as trés
versdes do método QUEChERS, “Original”, tampéo “Acetato” e tampao “Citrato”, na
auséncia e na presenca da etapa clean up na extracdo de agrotdxicos do solo e a
UHPLC-MS/MS com adicéo de padrdo interno de Trifenilfosfato na quantificacdo e
confirmacdo dos mesmos. O método desenvolvido teve por objetivo correlacionar
determinadas propriedades fisico-quimicas de 20 agrotoxicos selecionados pela
autora com seus respectivos tempos de dissipacdo dos mesmos no ambiente em

presenca e auséncia de luz.

Todas essas pesquisas acabaram por resultar na conclusdo de que os métodos
classicos para a determinacao de agrotoxicos em solos ndo apresentam boa relacéo
custo-beneficio, pois sdo procedimentos que exigem muitos passos, geralmente,
baseados na extracdo exaustiva da matriz, com etapas posteriores de clean-up para

a remocao dos materiais co-extraidos, antes da analise instrumental.
ESCOLHA DAS AMOSTRAS PARA A ETAPA DE VALIDAQAO

As amostras utilizadas para etapa de validacéao foram as do solo branco que nao foram
submetidas a nenhum tratamento com agrotoxicos antes e durante a plantacdo. Apés
a determinacdo cromatografica estas amostras apresentaram-se isentas dos
agrotoxicos, ndo manifestando sinal cromatografico em tempos de retencdo

semelhante aos dos compostos de interesse analitico.

O solo utilizado nos estudos foi classificado como Planossolo Hidromorfico Eutrofico
Arénico, pertencente a unidade de mapeamento do municipio de Tangua, no
municipio do Rio de Janeiro. A regido apresenta relevo plano a suavemente ondulado

com substrato de sedimentos aluviais recentes.
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As propriedades fisico-quimicas deste solo sdo: pH agua (1:1) =4,8; P = 6,0 mg L%;
K =120 mg L%; argila = 26%; M.O. = 2,3%; Ca = 5,0 cmolc L'; Mg = 2,0 cmolc L%; Al
=1,7 cmolc L e indice SMP 5,1

REAGENTES, SOLVENTES E GASES

Acetona P.A.; Acetonitrila — UHPLC; Sulfato de Magnésio Anidro; Cloreto de sodio
P.A.; PSA — UHPLC; Agua destilada; Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q-
Plus; Ar sintético 99,9% de pureza; C18 — Cartuchos para SPE; Cloreto de sédio;
Diclorometano - Ultra Resi-Analyzed; Etanol- UV-IR-HPLC; Extran neutro; &s argobnio,
analitico, utilizado como gas de colisdo no sistema CLUE-MS/MS; Gas nitrogénio,
utilizado como géas de dessolvatacao na fonte de electrospray; Metanol- UV-IR-HPLC;

Sorvente Bondesil PSA, com tamanho de particula de 50 ym;

EQUIPAMENTOS

Agitador Marconi Modelo M227; Estufa Fanem Modelo F 330; Agitador Vortex IKA
Modelo MS 3 Digital; Balanca analitica de preciséo; Metler Toledo; Modelo XP205; n°®
de série B018030980; Balanca analitica de precisdo; SARTORIUS Modelo
SARTORIUS - n°® de série 71205517; Centrifuga; Eppendorf, Modelo 5810R;
Micropipetadores automaticos Eppendorf com capacidade variavel; pH metro Metler
Toledo S 220; Sistema de purificacdo de agua Milli-Q fabricado pela MilliPore;
Cromatografo liquido Waters Acquity Ultraperformance LC; Espectrometro de Massas

Sequencial Quatro Premier Modelo XE.

OTIMIZACAO DO METODO - CONDICOES CROMATOGRAFICAS E
DO ESPECTROMETRO DE MASSA

A andlise foi realizada utilizando um sistema Acquity UPLC® acoplado ao Quattro
Premier XE® (Waters Corp., Ma, EUA).

Sistema Acquity UPLC® composto por uma bomba binaria, amostrador automatico e
forno de coluna.
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A separacgdo cromatogréfica foi realizada na coluna Waters Acquity BEH UPLC® C18
(100 x 2,2 mm ID, 1,7 pm). Composi¢cOes da fase movel A (formato de aménio 5 mM
+ &cido férmico a 0,01%, pH 4,00) e fase mével B (acetonitrila: fase moével A, 95: 5),
gradiente: 0-1 min (10% B); 1 a 5,5 min (55% B); 5,5 a 10,5 min (100% B); 12 min
(10% de B). A vazdao utilizada foi de 0,3 mL min-t, a temperatura do forno da coluna
foi de 30 ° C, a temperatura do amostrador automatico foi de 25 ° C. O injetor foi
ajustado para injecéo de loop completo de 10 uL e o tempo total de execucéo foi de

12 min.

O espectrometro de massa Quattro Premier XE® foi operado com uma fonte de
ionizacao por eletropulverizagcdo no modo positivo (ESI*). Os parametros operacionais
foram ajustados para as seguintes condi¢cfes: tensao capilar: 3,5 kV; temperatura da
fonte de ions: 120 °C, temperatura de dessolvatacao: 450 °C; fluxo de gas cone (N2):
20 L.h'%; fluxo de gas de dessolvatacdo (N2): 500 L.ht; fluxo de gas de colisdo (Ar):
0,15 mL.min?. As tensGes do cone, as energias de colisdo e as transicdes de
guantificacdo e confirmacéo para cada analito foram estabelecidas a partir da infuséo
direta de solucédo de 1 ug.mL. A infusdo de analitos foi realizada com as fases moéveis
AeB(1:1), comvazéo de 0,1 mL.min"* no modo de varredura completa. Apés o ajuste
desses parametros, foi estabelecido o método de monitoramento de multiplas reacdes

(MRM), utilizado para identificacéo e quantificacdo de analitos.

A escolha da fase movel, modo de ionizacdo (ESI positivo), transicbes de
guantificacdo e confirmacéo foram feitas de acordo com a literatura (Aguilera-Luiz et
al., 2011; Rubensam et al., 2011) e as caracteristicas quimicas dos analitos. Alguns
dos parametros usados no sistema Quattro Premier XE®, como a tensdo capilar;
temperatura da fonte de ions; temperatura de dessolvatacédo, entre outras, foram
estabelecidas durante a calibracdo do instrumento pelo fabricante. Os ions
precursores de cada analito foram observados por infusdo direta. Na maioria dos

casos, o ion protonado [M* H]* foi observado.
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PADROES ANALITICOS

Os Padrdes analiticos dos agrotéxicos estudados e Preparo das solugdes de trabalho
(solucdes estoque de fortificacéo)

Os padrdes analiticos dos agrotéxicos utilizados foram adquiridos da Empresa
AccuStandart. A Tabela 1 apresenta o grau de pureza (%) e a classe dos padroes
analiticos sélidos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.

Tabela 1 - Padrdes analiticos solidos utilizados no trabalho

AGROTOXICO PUREZA (%)

Azoxistrobina 99,4
Boscalida 95,5
Carbendazim 98,7

Clorantraniliprole 98,4

Clotianidina 96,5
Diafentiuron 99,9
Difenoconazol 100
Dimetomorfe 98

Espinetoram 96,8
Espinosade 96,6
Fenuron 98

Imidacloprido 99,5
Indoxacarbe 97,3
Metalaxil M 98

Metoxifenozida 99,5

Tiametoxan 100

Fonte: AccuStandart in New Haven, Connecticut, USA — 2018
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Com esses padrbes foi preparada a solucdo estoque de fortificacdo contendo os
analitos. Esta solugéo tem validade de apenas um més e deve foi cuidadosamente
armazenada em frasco ambar, com batoque e tampa de teflon a temperatura de -
18°C, em ultra-cold.

Toda a vidraria utilizada no preparo das solucdes e analises, como pipetas, balGes
volumétricos, provetas, etc, foi devidamente calibrada e identificada para evitar erros

volumétricos nas determinacoes.

Inicialmente foram preparados 10 mL de solucdo analitica estoque 1000 mg.L? de
cada agrotoxico. Os padrdes foram dissolvidos em Metanol 0,02% em &acido acético
glacial que sdo os mesmos componentes da fase movel adotada na cromatografia
liquida que analisara os compostos e as solu¢des- estoque foram armazenadas em

frascos ambar a temperatura de -18 °C.

Pelo método das diluicbes sucessivas foram preparadas solucbes analiticas
individuais de cada agrotoxico em estudo, na concentracdo de 100 mg.L-1, com 0s
mesmos solventes. A partir destas solucdes, preparou-se uma mistura na
concentracdo 10 mg.L-1 contendo todos os agrotoxicos. A partir da solucéo padrao
10 mg.L-1, finalmente, preparou-se uma mistura na concentracdo 0,200 mg.L-1

contendo todos os agrotoxicos.

Partindo-se da mistura intermediaria 1,0 mg L, foram preparadas as solucdes
analiticas de trabalho nas concentracdes de 0,4; 2,0; 4,0; 10,0; 20,0 e 40,0 pg.L?
contendo todos o0s agrotoxicos em cada concentracdo para a confec¢ao da curva de
calibracdo do cromatoégrafo liquido. Para injecdo no sistema UHPLC-MS/MS, foram
realizadas diluicbes na proporcdo 1:1 (v/v) destas solugcbes em fase movel
Metanol/dgua, de modo que as concentracfes finais das solucbes de trabalho
avaliadas foram 0,2; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20,0 pug L* para todos os agrotdxicos
constituintes da solucao-estoque de fortificacdo. As diluicbes das solucdes analiticas
em fase movel acidificada tém como objetivo melhorar a eficiéncia de ionizacdo dos

analitos, melhorando o sinal cromatografico, a forma e simetria dos picos. Estas
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solugBes de trabalho foram utilizadas para o estudo da linearidade do método. Todas

as solucdes foram armazenadas em frascos ambar e estocadas a -18 °C.
VALIDA(;AO DO METODO

A parametrizagdo adotada para a validacdo do método analitico consistiu na
verificacdo do desempenho. Desta forma, parametros como: curva analitica e
linearidade, limite de deteccao, limite de quantificacdo, exatiddo (recuperacédo) e
precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) tornaram-se referéncia para a
obtencéo de resultados confiaveis.

DETERMINACAO DO SOLO BRANCO DE REFERENCIA

Devido a complexidade da matriz e aos baixos niveis de concentracdo em que 0s
agrotoxicos se encontram no solo (ordem de ppm a ppb), o preparo da amostra foi

fundamental para a obtencéo de resultados confiaveis.

O passo mais dificil foi conseguir uma amostra de solo branco, isento de agrotéxicos
e que pudesse servir de referéncia zero para os estudos. A este solo é que se
pretendia fazer as contaminacdes com 0S agrotOxicos para seguir a otimizacao
através do método QUEChERS.

Para a verificacdo do solo branco foi utilizada a amostra de solo codificada como

A1BRO5 em dois tratamentos:
TRATAMENTO 01

Em 5 tubos de centrifuga tipo Falcon de 50 mL foram pesados 159 do solo e procedeu-
se o tratamento 01, baseado no Método QUEChERS original: 15g solo + 5 mL H2O;
vortex 30 seg, 1 mL Surrogate (Propoxur 1.0 ug/mL); vortex 30 seg; 15 min espera;
15 mL ACN grau UHPLC; Vortex 30 seg; 6g MgSO4 + 1,59 NaCl; Centrifugacdo (7
min); extracdo do sobrenadante e diluicdo com metanol RP 1:1 para inje¢cdo no

cromatégrafo liquido.
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A solucéo de Propoxur 1,0 ug.mL* (Surrogate) foi utilizada como marcador. Caso o
cromatograma do branco aparecesse sem picos, era preciso assegurar que o sistema
manifestava sensibilidade aos compostos, e 0 propoxur foi 0 composto que trouxe

essa certeza.
TRATAMENTO 02

Foi testado ainda um tratamento com o método modificado com solu¢éo de Hidroxido
de Célcio com pH = 12,6, a fim de obter melhor backgroud das amostras com relacdo

a matriz solo da seguinte forma:

Em 5 tubos de centrifuga tipo Falcon de 50 mL foram pesados 159 do solo e procedeu-
se o tratamento 02 - 159 solo + 5 mL H20; vortex 30 seg; 1 mL Surrogate; vortex 30
seg; 5 mL de Solucdo de Ca(OH)2 pH 12,6; 5 min espera; 15 mL ACN grau UHPLC;
vortex 30 seg; 6g MgSO.s + 1,59 NaCl; centrifugacdo (7 min); extracdo do

sobrenadante e diluicdo com metanol RP 1;1 para injecdo no cromatografo liquido.

As amostras do solo A1BR0O5 mostraram-se isentas de agrotoxicos nos dois
tratamentos. A partir desta etapa, a amostra A1BRO5 passou a ser o0 solo branco de

referéncia deste trabalho.

Os dois tratamentos anteriores foram empregados as amostras de solo batizadas com

a solucéo de fortificacéo contendo os analitos de interessse.

O método foi inicialmente otimizado para extracdo dos agrotdxicos-foco:
Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim, Clorantraniliprole, Clotianidina, Diafentiuron,
Difenoconazol, Dimetomorfe, Espinetoram, Espinosade A, Espinosade D, Fenuron,
Imidacloprido, Indoxacarbe, Metalaxil M, Metoxifenozida, Tiametoxan proveniente de
amostras de solo do cultivo do tomate, seguido de determinacédo por UHPLC-MS/MS
(Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho), que exige que a matriz esteja limpa,
minimizando ao maximo as interferéncias de fundo (efeito matriz - backgroud). Sendo
assim, os tratamentos 1 e 2 foram os pontos de partida para extracdo desses

agrotoxicos da matriz do solo.
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Nos dois tratamentos os extratos ficaram bastante claros. Mesmo assim, fragbes de
cada um dos ensaios citados anteriormente foram testadas em uma etapa de clean-
up dispersivo. Nessa etapa, foi testada uma extracdo dispersiva em fase solida da
limpeza do PSA, gerando mais 4 tratamentos, totalizando 8 ensaios diferentes.

O extrato foi filtrado através de uma membrana de PTFE e, em seguida, 1 mL de
extrato foi transferido para um baldo volumétrico, dissolvido com 1 mL de Metanol e
esta solucao final foi transferida para um frasco vial cromatografico. A partir deste
ponto, 5 microlitros de cada amostra foram injetados em duplicata no cromatografo
liguido de ultra Desempenho acoplada ao espectrémetro de massas. Os ensaios

foram feitos em duplicata e os resultados estdo plotados na tabela 2

Tabela 2 - Resultados dos tratamentos 1 e 2 das analises dos agrotoxicos-foco por

cromatografia liquida de ultra desempenho

Principio Ativo Fator de Recuperacdo sem Fator de Recuperacdo Pdés

clean-up (%) Clean-up (%)

Tratamento  Tratamento  Tratamento  Tratamento

01 02 01 02
Abamectina 88/115 65/70 97,5 115
Diafentiuron 43/37 67/72 53 81,2
Azoxistrobina 101/100 93/94 162,5 160
Pimetrozina 30/28 81/75 30 120
Acibenzolar-S-Metilico 138/131 36/38 162 47,5
Mandipropamida 108/109 110/102 180 162
Ciromazina 60/61 81/80 95 125
Metomil 108/116 107/105 177 225
Pimetrozina 30/28 81/75 45 120
Acetamiprido 103/104 99/103 167 155
Buprofezina 98/97 96/96 167 166
Lucifenuron 68/67 64/63 - -
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Tiametoxan 104/98 70/69 165 112
Fonte: Elaboracao dos autores

O tratamento com solucdo de hidréxido de célcio (pH=12,3) apresentou melhores
fatores de recuperacdo para a maioria dos analitos, exceto para o Acibenzolar-S-
Metilico que ndo teve boa recuperacdo em nenhum dos tratamentos. Possivelmente
isso se deva a metilagdo da estrutura do composto sulfurado, que dificulta a sua
extracdo em acetonitrila. Desta forma, a validacdo seguiu tomando por base o
tratamento 02.

ENSAIOS DE FORTIFICACAO PARA AVALIACAO DA EXATIDAO DO
METODO

Para o estudo da exatiddo deste método analitico, foram realizados ensaios de
fortificacdo e com o objetivo de verificar o fator de recuperacdo dos compostos em
estudo. Assim, foram realizadas cinco fortificacbes das amostras “branco de

referéncia” em dois niveis diferentes de concentracgao, totalizando 10 ensaios.

Cada nivel de fortificacdo foi injetado duas vezes, totalizando um n = 10 (5 extracbes

X 2 injecdes).

Para o procedimento de extracdo do método QUEChERS modificado, pesou-se 15,00
g de solo homogéneo em tubos de polipropileno (tipo Falcon), com tampa rosqueada
(capacidade 50 mL). Em seguida, umectou-se cada amostra com 5 mL de agua Milli-
Q e agitou-se, vigorosamente, por 30 segundos em Vortex. Adicionou a fortificacao
nos dois niveis, empregando-se pipetas calibradas de 0,5 mL e 1,0 mL, nas
concentracdes: de 0,200 pg.mL* para todos os agrotdxicos contidos na solugdo de

fortificacao.

Apos fortificacdo, as amostras foram homogeneizadas por meio de agitagdo em vortex
por 30 segundos e mantidas a 20 °C por 15 minutos. Pesquisas de PINTO et al. (2010),

indicam que é fundamental que haja tempo suficiente da amostra com os analitos para
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gue o solvente evapore e, desta forma, haja maior interacdo entre 0s compostos e a
matriz. Segundo o autor, essa etapa aproxima o ensaio da realidade de interacdo que

ocorre com as amostras em campo.

Em seguida, com auxilio de uma pipeta volumétrica, 5 mL de solu¢do saturada de
hidréxido de calcio pH 12,3, em cada tubo, e apos fecha-los efetuou-se agitacdo em
vortex por 30 segundos. Deixando-se reagir por 10 minutos, em repouso. Depois,
processou-se a adicdo de 15 mL de acetonitrila grau Lichrosolv (para andlise de
residuos) em cada tudo e agitou-se novamente por 30 segundos.

Adicionou-se 1,5 de cloreto de sodio (NaCl) e 6,0 g de MgSO4 (sulfato de magnésio
anidro) em cada tudo e agitou-se por mais 30 segundos em vortex, para que se
obtivesse maior interacdo possivel entre o extrato liquido e os reagentes sélidos. Por

fim, os tubos foram levados a centrifugacdo por 7 minutos a 3000 rpm.

Em vial com capacidade para 2 mL, realizou-se uma diluicdo na proporcéao 1:1 (v/v),
no qual foram adicionados 1,0 mL do extrato obtido apos o a extracdo e 1,0 mL de

fase movel, seguido de anélise por LC-MS/MS.

Por fim, foram realizadas diluicbes dos extratos finais na proporcéo 1:1 (v/v) em fase
movel (agua ultrapura). A recuperacao dos compostos foi avaliada nas concentracdes
de 1 e 2 pg.kg? de solo para todos os agrotdxicos constantes da solucdo de

fortificacao.

Os resultados de recuperacdo foram interessantes nos dois tratamentos. Entretanto,
o tratamento 02 mostrou-se mais eficaz na extracdo de maior niumero dos agrotéxicos,
com recuperacdes na faixa de 64 a 110%, excetuando-se o Acibenzolar-S-Metilico,

cujas recuperacdes foram mais expressivas no tratamento 1.

Os resultados das experiéncias para avaliar o melhor método de extracéo e limpeza
sdo mostrados na Tabela 1 - Ensaios realizados para a otimizacdo da etapa de

extracao.
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A etapa de clean-up ndo demonstrou melhoras significativas nos resultados. Desta
forma, optou-se por seguir para etapa de validagao utilizando o tratamento 02 sem a

etapa de clean-up.
OTIMIZA(;AO DO METODO

O método de extracao foi otimizado de acordo com o Guia de Garantia da Qualidade
Analitica. Os valores estabelecidos neste manual atendem aos requisitos da Decisdo
2018/657 (European Comission/SANTE, 2018).

Os seguintes parametros foram avaliados: seletividade; efeito matriz; linearidade;
recuperacao; limite de detecgéo (LOD); limite de quantificacao (LOQ) e repetibilidade.
Os calculos foram realizados pelos softwares MassLynx® e Microsoft Excel®. No
método proposto, a seletividade foi avaliada através da analise de cinco repeticoes
dos extratos amostrais de solos de tomateiro. A avaliacdo da linearidade envolveu a
plotagem de uma curva analitica de solvente a partir da solugcéo de trabalho MIX 1
contendo os 295 analitos, com cinco pontos correspondentes a 0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0
vezes 0 LMR estabelecido para cada analito. O teste de Cochran foi utilizado para
avaliar a homogeneidade das variacdes obtidas para cada nivel de concentracdo. Os
dados de calibracdo foram avaliados por regressao linear comum em caso de

homoscedasticidade ou regressao linear ponderada em caso de heterocedasticidade.

Para a extracdo das amostras foi utilizado o mesmo solo de referéncia dos ensaios
iniciais. No método proposto, a seletividade foi avaliada através da andlise de cinco
repeticdes dos extratos amostrais do solo da plantacdo de tomate. Em 10 tubos de
centrifuga, tipo Falcon, foram pesados 15 g e foi adicionado 1mL da solugcdo de
trabalho. Nos tubos numerados de 1 e 5 adicionou-se 1mL da solucéo de fortificacédo
com solucdes de trabalho de nivel 1 em cada tubo, e nos tubos numerados de 6 a 10,
adicionou-se 1mL da solucéo de fortificacdo com solucdes de trabalho de nivel 2 em
cada tubo, além de um tubo com ensaio em branco, sem fortificacdo, com controle de
gualidade propoxur. Os 11 tubos receberam todas as etapas que foram utilizadas no

tratamento 2, e posteriormente, 1 mL do extrato foi transferido para um frasco e
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aplicou-se 1mL de MeOH (componente da fase mével). Depois, foi realizada a injecédo
de 5uL no Cromatdgrafo Liquido de Ultra Desempenho acoplado ao espectrémetro de
massas sequencial, nas mesmas condi¢cdes adotadas para os ensaios 3 e 4 do
tratamento 2. Cada amostra foi injetada em quintuplicata, conforme preconizado no
Guia Sante (2018) para validacdo de métodos cromatograficos.

O efeito da matriz foi avaliado comparando a inclinagdo da curva analitica no extrato
da matriz com a inclinag&o da curva analitica no solvente, através do teste F (Fisher
Snedecor). Em seguida, o teste t de Student foi aplicado para determinar a
equivaléncia estatistica entre as inclinacdes das curvas analiticas no solvente e na

matriz.

O LOD e LOQ foram calculados pela relagéo sinal / ruido do equipamento. LOD foi a
concentragéo equivalente a trés vezes o ruido e LOQ foi a concentragdo equivalente
a seis vezes o ruido. A recuperacéao e repetibilidade do método foram realizadas com
amostras de solos com picos de dois niveis: 0,5 a 1,0 equivalente a 5 vezes o LMR
de cada analito, com cinco repeticfes para cada nivel. A recuperacdo meédia e o desvio
padrao relativo (RSD) foram calculados para cada nivel. Analise de amostras. As
amostras de campo foram gentilmente fornecidas pelos produtores do estado do Rio

de Janeiro, Brasil, foram analisadas pelo método validado.

O método QUEChERS modificado com hidréxido de calcio apresentou melhores
resultados de recuperacdo que o método QUEChERS original para a maioria dos
analitos, principalmente para Abamectina, Acetamiprido, Azoxistrobina, Buprofezina,
Diafentiuron, Mandipropamida, Pimetrozina, Ciromazina, Metomil, Pimetrozina,
Lucifenuron e Tiametoxan. Com o método modificado (método QUEChERS com Ca
(OH)2), os valores de recuperacdo obtidos situaram-se dentro da faixa aceitavel de
70-120% (ANVISA, 2018). O tratamento 2 teve apenas um resultado de recuperacao
fora da faixa aceitavel de 80-110%, Acibenzolar-S-Metilico (37%). A etapa de clean
up com SPE dispersivo ndo promoveu melhorias significativas nas recuperacdes. A

etapa de limpeza da SPE acabou ndo sendo necessaria porque 0 primeiro extrato

RC: 73524
Disponivel em: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/engenharia-ambiental/metodo-
multirresiduos



https://www.nucleodoconhecimento.com.br/
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/engenharia-ambiental/metodo-multirresiduos
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/engenharia-ambiental/metodo-multirresiduos
https://www.nucleodoconhecimento.com.br

MULTIDISCIPLINARY SCIENTIFIC JOURNAL ~ REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR NUCLEO DO

c ) NUCLEO D () CcONHECIMENTO ISSN: 2448-0959

https://www.nucleodoconhecimento.com.br

obtido foi claro e apresentou recuperacdes aceitaveis para os compostos de interesse,
como apresentado na Tabela 2.

Portanto, o método de extragcdo escolhido para seguir no processo de validacao foi o
método baseado no tratamento 2 (QUEChERS com hidréxido de célcio) sem a etapa
de clean up por SPE, usando MgSO4, PSA e C18.

A exatidao foi calculada através da Equacéo a seguir e foi expressa em percentagem

de recuperacao (INMETRO, 2007):

R @)="1 62 x 100
C3
onde:
C: = Concentragao determinada na amostra fortificada;
C. = Concentragao determinada na amostra néo fortificada;
Cs = Concentragéo usada para fortificacao.

N&o houve interferéncia nos mesmos m/z e tempo de retencéo dos analitos nas cinco
repeticbes realizadas com o extrato de matriz. Assim, foi possivel obter-se a
seletividade do método. A Planilha para avaliacdo da curva analitica — Validacéo

método multirresiduos por CLUE-EM/EM € aprresentada na Figura 1.
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Figura 3 - Dados sobre a avaliagcdo da curva analitica — Validagdo método
multirresiduos por CLUE-EM/EM

DQ - Laboratédrio de Residuos de Agrotoxicos
Planilha para avaliacdo da curva analitica do agrotéxico
Analista: LCMSMS Sequéncia: Data:
Curva de Calibragdo Cdlculos Avaliagdo dos residuos - Homocedasticidade
GD"EEH(REG RESEDSIH Média varidneia Desv. Pad. cVv Somatdrio Maior C de Cohran Resultado
Pontos pg mi area % Varidncia Varidncia [+] C tedrico
1 0.0030 | 19122.589 | 1515 1305 | 2001826,417 | 14148592 | 11672 | 8526764485 | 4870305126 05712 0841 | Homocedastico
0,0030 | 11121.676
2 0,0100 | 33291.605 33882100 | 697389.948 5350088 2,465 ANOVA - da regressdo e Teste de desvio da Linearidade -
0,0100 | 34472613 Fonte G.L. sQ MQ F valor-p ‘ Sign.
Regressio 1 3.35E+10 3.35E+10 26187840 2,355E-11
3 0.0200 | 70041199 | o709 4395 | 120923092 | 36044846 | 5341 ae [ e<oss
0,0200 | 64943684 Residuos 8 1,02E+08 1,28E+07 #
Total 9 3,36E+10 # #
4 | 0.0520 1105532.672 ] 110467 3985 | 4870305126 | 69787571 | 6,317 .
0,0320 | 115402125 Xmed= 0,0230
Ymed= 79695,219
5 0.0500 | 177742578 | 174512,0155 | 20873066,13 | 45687053 | 2618
0,0500 | 171281.453 Sez= 12786476.8
| somatério 023000 | 79695219 Se= 3575,82 Resultado Regressdo | Significativa
Curva analitica - 5p. em duplicata n= 1
y = 3473086,181196x - 185,763168 coeflinear= | -185,76317
R?=0,996954 coef.ang = | 3473086,18120 | n = numero de observagbes
200000 alfa= 0,05 u = namero de niveis
u= S 2 = nimero de pardmetros estimados
180000 r= 0,998476
160000 H R2= 0,996954
140000 A p= 0,05
120000 -
1§0000 A grafico de residuos
20000 10000
60000
40000 5000 & L I
20000 0 - s + - T T T 1
0 5000 L JEN
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
concentragédo conhecida (ug mi-) -10000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fonte: CARDOSO et al (2010) - Software MassLynx®

As caracteristicas de desempenho do método otimizado, a faixa de trabalho, os

valores dos Coeficientes de correlacdo (r) e de determinacdo (R?) para curvas

analiticas obtidos para cada analito s&o mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resumo dos resultados da avaliacdo - Coeficientes de correlacéo (r) e de

determinacao (R2)

Substan

cia

Azoxistrobina

Boscalida

Carbendazim

RC: 73524

VALIDACAO DA CURVA
ANALITICA

r
0,9995
0,9982
0,9996

R2

0,9989
0,9964
0,9993
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Clorantraniliprole 0,9996 0,9991
Clotianidina 0,9963 0,9925
Diafentiuron 0,9993 0,9986
Difenoconazol 0,9988 0,9975
Dimetomorfe 0,9991 0,9982
Espinetoram 0,9973 0,9947
Espinosade 0,9987 0,9974
Fenuron 0,9986 0,9973
Imidacloprido 0,9995 0,9990
Indoxacarbe 0,9981 0,9961
Metalaxil M 0,9998 0,9997
Metoxifenozida 0,9969 0,9939

Fonte: Elaboracao dos autores

O efeito matriz ndo foi avaliado para a validacdo do solo, sendo considerado

significante para todos os agrotéxicos estudados.

Todas as substancias analisadas apresentaram um comportamento homocedastico
no intervalo de trabalho de 0,0032 a 0,0500 pg/mL.

Observa-se que para a maioria dos analitos, os coeficientes de determinacéo (r?)
foram préximos de um, mostrando boa linearidade, indicando um perfil de disperséo
homoscedastica (variacdo constante de erros experimentais para diferentes
observacdes) para a maioria dos analitos, permitindo que as curvas padrao fossem
avaliadas por regresséo linear usando o método dos minimos quadrados ordinarios.
Os ajustes lineares ponderados (1 / x) foram confeccionados através do software
MassLynx®. Os valores de Student-t calculados para o efeito matriz situaram-se
dentro dos valores exigidos pelo Guia SANTE para a maioria dos analitos. Assim, a
curva no extrato da matriz foi utilizada para quantificar as amostras, incluindo analitos
em que néo foi observado o efeito matriz. Os valores obtidos para LOD e LOQ, bem

como a razao sinal/ruido (Tabela 4) satisfizeram aos critérios estabelecidos pela
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2018) para esses analitos,
confirmando que o método otimizado € adequado para atender a legislacao vigente
no Brasil. Entretanto, para atender a legislacdo europeia, o LOD e o LOQ obtidos
necessitam ser revistos, pois estdo muito proximos do nivel méximo estabelecido
(EUROPEAN COMISSION, 2018).

Tabela 4 - Substancias validadas na matriz solo, com o0s respectivos limites de

guantificacdo e a razao sinal/ruido correspondente

Substancia VALIDACAO DA  CURVA
ANALITICA
LOQ (mg/kg) Razéo Sinal/Ruido
Azoxistrobina 0,0066 538,39
Boscalida 0,0076 30,11
Carbendazim 0,0055 166,53
Clorantraniliprole 0,0075 276,84
Clotianidina 0,0064 496.4
Diafentiuron 0,0038 72,37
Difenoconazol 0,0077 38,83
Dimetomorfe 0,0072 27,62
Espinetoram 0,0074 10729,08
Espinosade 0,0078 1757,72
Fenuron 0,0080 1630,64
Imidacloprido 0,0132 207,19
Indoxacarbe 0,0062 171,61
Metalaxil M 0,0072 1104,23
Metoxifenozida 0,0074 327,56

Fonte: Elaboracao dos autores

Foi possivel estabelecer o LOQ para as substancias no nivel de fortificacdo validado,

pois elas apresentaram uma razao sinal/ruido maior que 10.
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EXATIDAO (TAXA DE RECUPERACAO) E PRECISAO
(REPETIBILIDADE)

Para o estudo da taxa de recuperacao e de repetibilidade a amostra de solo A1BRO5,
foi fortificada com diferentes volumes da solucdo estoque de fortificagdo, compondo
uma mistura dos agrotoxicos de interesse, em cinco replicatas, sendo apds a extracao
o volume de 1 mL retirado e diluido 1:1 com metanol (MeOH) para posterior analise
cromatografica por UHPLC-MS/MS. Essa concentracdo de fortificacdo corresponde a
concentracao tedrica do LQ. Cada replicata foi injetada duas vezes.

Concentracdes de injecao:

- Nivel 1: 0,00323 pg/mL que corresponde a 0,0067 mg/kg,

- Nivel 2: 0,00625 pg/mL que corresponde a 0,0133 mg/kg,

Os resultados obtidos da exatidao - recuperagcéo encontram-se descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados obtidos da exatiddo — Recuperacao

Substancia VALIDAGAO DA CURVA ANALITICA

Nivel 1 Nivel 2

Conc. (mg kg?) Rec. (%) Conc. mg Rec. (%)

kg™)
Azoxistrobina 0,0066 95,4 0,0142 106,3
Boscalida 0,0076 1115 0,0149 110,5
Carbendazim 0,0055 80,4 0,0125 94,2
Clorantraniliprole 0,0075 109 0,0153 114
Clotianidina 0,0062 92,1 0,0146 109,9
Diafentiuron 0,0038 53,7 0,0042 32,5
Difenoconazol 0,0077 112,2 0,0148 111
Dimetomorfe 0,0072 105,4 0,015 111,5
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Espinetoram 0,0074 103,5 0,0149 1115
Espinosade 0,0078 1144 0,0159 118,9
Fenuron 0,008 1159 0,016 119,4
Imidacloprido 0,0063 92,1 0,0143 106,4
Indoxacarbe 0,0062 90,3 0,0135 101

Metalaxil M 0,0072 105,1 0,0155 116,6
Metoxifenozida 0,006 88,1 0,0146 109,6

Fonte: Elaboracao dos autores

Os resultados da recuperacao estédo dentro da faixa aceitavel (70-120%). O método
mostrou boa repetibilidade para a maioria dos compostos pesquisados, com valores
de RSD inferiores a 20%.

Todos os compostos estudados satisfizeram aos critérios preconizados pela European
Comission (2018), exceto o0 agrotoxico Diafentiuron, porque ndo forneceu recuperagao
na faixa aceitavel (70 % a 120 %) em nenhum dos dois niveis, impossibilitando a sua

validacéao.

Apos a validacdo o método foi utilizado para a determinacdo quantitativa do teor de
agrotoxicos em amostras de solo colhidas nas regides onde séo plantados os tomates.

Os resultados obtidos estdo plotados na Tabela 6 a seguir:

Tabela 6 - Resumo dos resultados das amostras reais de solo colhidas nas areas de

plantio do tomate (mg/Kg de solo)

Agrotoxico Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
1. Azoxistrobina 0,003 0,002 0,009 0,06
5
3. Boscalida Traco
s
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Nota: Al a A6 (Areas de Plantio do Tomate) Fonte: Elaborada pelos autores.
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Carbendazim

Clomazona *

Clorantraniliprol

Clotianidina

Diafentiuron

Difenoconazol

Dimetomorfe

Espinetoram

Espinosade A

Espinosade D

Fenuron

Imidacloprido

Indoxacarbe

Metalaxil M

Metoxifenozida

Tiametoxan
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Foram encontrados residuos dos agrotéxicos apresentados na Tabela 6. O agrotoxico
fenuron foi encontrado em todas as amostras de solo, exceto nas das areas Al e A2.
Este agrotoxico € um dos excluido ou néo registrados no Brasil, como mostrado na
tabela 7. Entretanto, as concentracdes desse composto encontradas nas amostras
foram classificadas como tracos, isto €, abaixo de limite de detec¢édo do pelo método

analitico.

Com relacdo aos agrotdxicos azoxitrobina e carbendazim, a situagao das areas 6 e 7
€ preocupante, sobretudo porque esses agrotoxicos ndo sdo autorizados pela ANVISA

para aplicacéo no plantio do tomate, conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragdes dos agrotoxicos NAO AUTORIZADOS para aplicagdo no

tomate encontrados no solos analisados

Agrotoxico A6 A7
5-10 10-20 10-20 0-5 5-10 10-20
1. Azoxistrobina 0,0090 0,0035 0,006 0,060 0,012 0,003

2. Carbendazim 0,0065 0,0065 0,0045 0,0085 0,003 0,002
Fonte: Elaboracao dos autores

O método multirresiduos otimizado mostrou-se seletivo e preciso na faixa estudada,
permitindo a analise simultdnea das substancias: Azoxistrobina, Boscalida,
Carbendazim, Clorantraniliprole, Clotianidina, Difenoconazol, Dimetomorfe,
Espinetoram, Espinosade A, Espinosade D, Fenuron, Imidacloprido, Indoxacarbe,
Metalaxil M, Metoxifenozida, Tiametoxan, com seus respectivos limites de
guantificacdo (LOQ), incluidos no programa oficial de monitoramento de tomate

brasileiro, conforme apresentado na Tabela 8

Tabela 8 - LOQS para os agrotoxicos-foco: pug kg-1

Agotoxico LOQ (ug kg™)
Azoxistrobina 7,0
RC: 73524

Disponivel em: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/engenharia-ambiental/metodo-
multirresiduos



https://www.nucleodoconhecimento.com.br/
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/engenharia-ambiental/metodo-multirresiduos
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/engenharia-ambiental/metodo-multirresiduos
https://www.nucleodoconhecimento.com.br

MULTIDISCIPLINARY SCIENTIFIC JOURNAL ~ REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR NUCLEO DO

0 ) NUCLEO D () CcONHECIMENTO ISSN: 2448-0959

https://www.nucleodoconhecimento.com.br

Boscalida 7,0
Carbendazim 5,0

Clorantraniliprole 7,0

Clotianidina 7,0
Diafentiuron 7,0
Difenoconazol 7,0
Dimetomorfe 7,0
Espinetoram 7,0
Espinosade 7,0
Fenuron 7,0
Imidacloprido 13,0
Indoxacarbe 7,0
Metalaxil M 7,0

Metoxifenozida 7,0
Fonte: Elaboracao dos autores

CONSIDERACOES FINAIS

O método QUEChERS, com pequenas alteracdes, foi adequado para a extracao
multirresiduos dos analitos em solos provenientes do plantio do, com extratos claros
e isentos de interferéncias. A cromatografia liquida de ultra resolucdo acoplada a
espectrometria de massas sequencial (UPLC-MS / MS) foi adequada para a deteccéo
e quantificacdo desses analitos na matriz, com valores de recuperacédo entre 70 e
120% desvio padrdo inferior a 20%, limites de quantificacéo entre 7 e 13 pug.L*t e
limites de quantificacdo entre 2 e 4 pg.L, apropriados para atender a legislacdo
vigente. Os resultados do teste de campo mostraram que o0 método € adequado para
analises quantitativas de agrotoxicos avaliados em solos derivados do plantio do

tomate dentro da faixa de trabalho.

O método validado esta de acordo com os valores sugeridos na literatura para a

analise de residuos de pesticidas por métodos cromatograficos (EUROPEAN
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COMISSION, 2018). A determinacédo dos agrotoxicos em estudo por UHPLC-MS/MS
foi satisfatoria, permitindo a realizacdo de uma analise qualitativa, obtida a partir de
fragmentos de massa caracteristicos de cada analito, e quantitativa, através do modo
de aquisicdo MRM. As condi¢des cromatogréaficas otimizadas para determinacao por
UHPLC-MS/MS permitiram a identificacao e quantificacdo dos compostos em estudo,
em um tempo de analise menor que 15 min, o que contribui com um grande ganho

como ferramenta analitica e para a sociedade como um todo.

Em aspectos gerais, todas as amostras apresentaram concentracdes de agrotdxicos
permitidas pelas monografias da ANVISA. Porém, os resultados obtidos para o plantio
convencional, apesar de estarem dentro das conformidades exigidas, sdo mais
elevados do que os valores obtidos para os plantios do sistema sustentavel e organico.

Entretanto, serve de alerta para a presenca dos agrotoxicos na mesa da sociedade.

O emprego dos agrotoxicos Azoxistrobina e Carbendazim (agrotoxicos nao
autorizados) para aplicacdo no tomate trazem preocupacdo concreta com algo que
normalmente ja era esperado, uso deliberado dos agrotoxicos para aumento da

producéo, independente do que preconizam as Leis.

Se por um lado € preocupante encontrar agrotoxico ndo autorizado nas amostras, por
outro, isso demonstra que o método validado por este trabalho apresenta elevada
eficacia, devido a capacidade de quantificar até mesmo agrotéxicos nao autorizados

para uso.

Além de conseguir resultados bastante satisfatorios para os agrotéxicos-foco, este
trabalho mostrou-se capaz de determinar residuos para 240 agrotOxicos, entre
autorizados e ndo autorizados pela ANVISA no Brasil, com valores de coeficiente de
determinacdo maiores que 0,99; valores de LOQ de 13 ug kg para Espinosade e 7,0
ug kg para os demais pesticidas. O método apresentou boa precisdo, com valores
de RSD < 20%, e exatidao, com recuperacdes entre 70 e 120% para a grande maioria

dos compostos analisados.
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8. A requeima, causada por Phytophthora infestans, € uma doenca altamente
agressiva na cultura do tomate, capaz de dizimar lavouras inteiras em curto espaco

de tempo.

9. Parametro agrondmico estabelecido pela ANVISA referente a recomendacao
028/2016 aprovada pelo Conselho Nacional de Seguranca Alimentar e Nutricional
(CONSEA) - constitui um dos componentes para o célculo da exposi¢ado e avaliagdo
do risco que € pré-requisito para o registro ou a autorizacdo de um agrotoxico em
novas culturas.

Enviado: Dezembro, 2020.

Aprovado: Janeiro, 2021.

RC: 73524

Disponivel em: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/engenharia-ambiental/metodo-
multirresiduos
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