UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

AREA DE CONCENTRACAO
DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM GRAOS DE
SOJA

Autora: Liane Maldaner
Orientador: Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana _
Co-Orientadora: Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim /

Dissertacao de Mestrado apresentada a Faculdade de Engenharia Quimica como
parte dos requisitos exigidos para a obtengdo do titulo de Mestre em Engenharia
Quimica.

Campinas — Sao Paulo

Fevereiro de 2007




FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE - UNICAMP

Maldaner, Liane

M292d Desenvolvimento e validagdo de método para
determinagdo de agrotoxicos em gréos de soja / Liane
Maldaner.--Campinas, SP: [s.n.], 2007.

Orientador: Cesar Costapinto Santana.

Co-orientador: Isabel Cristina Sales Fontes Jardim.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Soja. 2. Produtos quimicos agricolas. 3.
Extracdo (Quimica). 4. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia. |. Santana, Cesar Costapinto. Ii. Jardim,
Isabel Cristina Sales Fontes. lil. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia
Quimica. V. Titulo.

Titulo em Inglés: Development and validation of methodology for determination
of pesticides in soybeans.
Palavras-chave em Inglés: Soy, Pesticides, MSPD, Method validation, HPLC-
DAD.
Area de concentragio: : Desenvolvimento de processos biotecnolégicos.
Titulagéo: Mestre em Engenharia Quimica _
Banca examinadora: Carol Hollingworth Colling, Sénia Claudia do Nascimento
de Queiroz.
Data da defesa: 23/02/2007 J
Programa de P6s-Graduacio: Engenharia Quimica

it



Dissertacdo de Mestrado defendida por Liane Maldaner e aprovada em 23 de

fevereiro de 2007 pela banca examinadora constituida pelos doutores:

Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana - Orientador

~” Profa. Dra. Caro! Hollingworth Collins

Sova C IO Dancdo

Profa. Dra. So6nia Claudia do Nascimerito de Queiroz

~

SEMYGLYIMENTO DR
COLRCAG .

UNICAMP |




04 5240

Este exemplar corresponde & versfo final da Dissertagdo de Mestrado em

Engenharia Quimica.

(Cnn A

Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana - Orientador

iv

o



AGRADECIMENTOS

A minha Familia, em especial
aos meus pais, Marina e Darcysio (in memorian) que nao

pouparam esforgos, incentivo, dedicacdo e amor, SEMPRE.

Ao Rafae,
Pela compreenséo e paciéncia.
Pelo amor e companheirismo.

Obrigado de coragéao!



A Prof. Isabel Jardim, por ter sido incansével para que eu pudesse ter essa
oportunidade e realizar esse trabalho. Pela compreenséao, pela confianga, pela

amizade e por tudo aquilo que tive oportunidade de aprender. Obrigada por tudo!

Ao Prof. Cesar Santana, pela oportunidade da realizagdo do mestrado € pela
orientagdo.

Acs Profs. Carol e Kenneth Coliins, pela prontiddo em ajudar e contribuir no

desenvolvimento do trabatho.

Ao Anizio e a Lais, pelas muitas contribuicdes ao longo do trabalho. Pela

amizade e companheirismo.

Aos colegas e amigos do LabCrom: Camila, César, Louise, Vanessa, Priscila,
Priscila Lalli, Efias, Thais, Marcia, Anizio, Lais, Mariza, Rose, Paulo, Rafaela,
Patricia, Livia, Cristien, Dione, Josimara, Marcelo, Licia, Alessandra, Wilker,

Adriana, André, Roberta, Daniel e Fernanda, pelo convivio e bons momentos.

Aos colegas e amigos da FEQ: Alessandra, Raquel, Amaro, lvanildo, Jodo Paulo,

e Paula pelas constantes ajudas nas disciplinas e pela amizade.
A FAPESP pela bolsa concedida e pelo apoio financeiro.

E, a todos que contribuiram para a realizagde desse trabalho.

Obrigado!!

vi



RESUMO

A soja &€ um dos principais produtos de exportagdo do Brasil, sendo muito
empregada na alimentagdo, por ser um alimento funcional, rico em vitaminas,
proteinas e sais minerais. A crescente demanda e a busca da qualidade da soja
exigem a aplicagdo constante, de agrotéxicos durante o seu cultivo, sendo as
vezes abusiva. Por outro lado, para garantir o bem estar da populagéo, uma vez
gue a maioria dos agrotoxicos sao prejudiciais a salde, as principais agéncias
reguladoras impdem limites maximos de residuos para os agrotoxicos gque podem
estar presentes nos alimentos. Em vista disso, neste trabalho, foi desenvolvido e
validado um método para determinagac dos principais agrotdxicos (imazetapir,
imazaguim, metsulfurom-metil, carboxim, clonmurom-etil e tebuconazol) usados
nas lavouras de soja, empregando a dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS)
como técnica de exiracdo, seguida de uma etapa de clean-up e posterior analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por arranjo de diodos
(CLAE-DAD). Os resultados mostraram que a DMFS é adequada para amostras
solidas e complexas, como a soja, é rapida e simpies, enfretanto, exige a
otimizagdo de varias variaveis duranfe o processo de desenvolvimente da
metodologia. A etapa de clean-up foi necesséaria devido a quantidade de
intederentes provenientes da matriz, que foram, na sua maioria, eliminados com
0 Uso de uma co-coluna de C8. Permaneceram interferentes que co-eluiram nos
tempos de retencdo do imazetapir e do metsulfurom, gue néo invalidaram suas
determinagdes, mas prejudicaram suas quantificagfes. A validagdo da
metodologia mostrou bons resuitados de recuperagao para todos os agrotoxicos
{60 -120 %), com excecao para o metsulfurom e tebucenazol no nivel mais baixo
de concentracdo; precisao < 15 % para todos o0s compostos, com excegdo do
imazetapir e metsulfurom; boa linearidade, coeficientes de correlagdo > 0,90 e
nenhuma tendéncia foi visualizada no grafico de residucs. O limite de
guantificagdo do método permitiu que os limites maximos de residuos impostos
pelas agéncias reguladoras para fodos o0s compostos estudados fossem
atingidos, com excecdo para o imazetapir, devido a co-eluigao do interferente. As
amosiras provenientes de uma cultura de soja analisadas n&o apresentaram
contaminacgdo peios agrotoxicos em estudo.

Palavras-chave: soja, agrotéxicos, DMFS, validag¢ao de método,CLAE-DAD
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ABSTRACT

Soy is one of principal Brazilian exporiation products of Brazil as it is much used
as a foodsiuff because of its functional properties: rich in vitamins, proteins and
minerais. The increasing quantity and quality of soy demands a constant and
even expressive application of pesticides during soy cultivation. On the other
hand, for preservation of public heath, since most pesticides may be prejudicial to
health, the main regulatory agencies impose the maximum residues limits of
pesticides in food. Thus, in this work, a method to determine the main pesficides
applied in soy cultivation (imazethapyr, imazaquin, metsulfuron-methyl, carboxin,
chlorimurom-ethyl and tebuconazole) using matrix solid phase dispersion (MSPD)
as the extraction technique, followed by a clean-up step and subsequent
chromatographic analysis by high performance liquid chromatography — diode
array detection (HPLG-DAD), was developed and validated. The resuits have
shown that MSPD is a suitable extraction procedure for solid and complex
matrices, as is the case of soy and is a rapid and simple technique. However, it
reguires the optimization of some variables during the process of methodelogy
development. The clean-up step was necessary because of the amount of matrix
impurities, but the majority was eliminated using a C8 co-column. Remaining
impurities with the same retention time as imazethapyr and metsulfuron do not
invalidate the determination but prejudice the quantification of these compounds.
The validated method has shown good resulis of recuperation for all pesticides
(60 ~ 120 %) except for metsulfuron and tebuconazole at the lowest concentration
level, precision < 15 % for all compounds, except for imazethapyr and
metsulfuron, good linearity and correlation coefficients > 0.80 without visible bias.
The quantification limit of the method allows determinations below the maximum
residues limits for all pesticides, except for the imazethapyr, due to the presence
of an impurity. Soy samples from soy cultivation were analyzed and did not
present contamination for the pesticides under study.

Keywords: soy, pesticides, MSPD, method validation, HPLC-DAD
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1 - INTRODUGAO

No desenvolvimento da agriculiura, os agrotéxicos tém se tornado um
importante agente de prote¢cdao das plantas aumentando a quantidade e a
gualidade dos alimentos. Enfretanto, o uso continuo e abusivo de agrotdxicos
deixa residucs e contamina as aguas, o solo e os alimenios, e,
consegueniemente, prejudica a salidde dos seres humanos € polui o0 meio

ambiente.

Associado ao crescimento da agricultura, esta a expanséo da cultura da
soja, que vem sendo empregada como alimento, por ser uma leguminosa que
apresenta um alto valor nutritivo, uma composicdo quimica rica em o0leos,
vifaminas, alguns minerais como célcio e ferro, e teor protéico superior a 34%.
Destaca-se também como uma culiura de alta produtividade e facil adaptagdo em

guase todas as regides (Correia, Oliveira e Tornisielo, 2001).

Com o aumento na demanda de producgao de soja, ¢ uso de agrotoxicos
nas lavouras tornou-se essencial para viabilizar a produgéo e garantir a qualidade
do produio. Assim, a aplicagdo constante de agrotéxicos fem side uma das

medidas necessarias para os agricultores.

Devido a expansao da cultura da soja, da necessidade de aplicagac de
agrotéxicos e do consumo da soja na alimentag@o, torna-se indispensavel o
controle rigoroso para avaliagdo da possivel contaminagao por residuos de
agrotoxicos. Para isso, faz-se uso de técnicas analiticas, como a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Cromatografia Gasosa (CG), que detectam

simultaneamente um grande nimero de compostos.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 -S0JA

2.1.1 - S0JA E SUAS ORIGENS

A soja (Glycine Max (L) Merrill) hoje cultivada € muito diferente das
ancestrais que lhe deram origem, que eram plantas rasteiras que se
desenvolveram na costa leste da Asia, principaimente ao longo do Rio Amarelo,
na China.

A evolugdo da soja comegou com o aparecimento de plantas oriundas de
cruzamentos naturais, entre duas espécies de soja selvagem, que foram

domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China (Embrapa Soja, 2006).

Apesar de conhecida e expiorada no Criente ha mais de cinco mil anos, o
Ocidente ignorou ¢ seu cultivo até a segunda década do século vinte, quando os
Estados Unidos (EUA) iniciaram a sua exploragdo comercial {primeiro como
forrageira e, posteriormente, como grao).

Em 1941, a area de soja cultivada nos EUA cresceu de forma

exponencial, bem como no Brasil e na Argentina.

Em 2003, os EUA figuraram como os maiores produtores a nivel mundial,
com uma producao de 80 mithdes de toneladas, € o Brasil foi 0 segundo produtor
mundial, responsavel por 52 dos 194 milhdes de toneladas produzidas em nivel

global ou por 26,8 % da produgao mundial (Embrapa Soja, 2006).

2.1.2 - SOJA NO BERASIL

A soja chegou ao Brasil via os Esiados Unidos, em 1882, quando
Gustavo Dutra, professor da Escola de Agronomia da Bahia, realizou os primeiros

estudos de avaliac@o de cultivares provenientes dos Estados Unidos.



Em 18921, testes de adaptacao de cultivares semelhantes aos conduzidos
por Dutra na Bahia foram realizados no Instituto Agrondmico de Campinas,
estado de Sao Paulo (SP), que em 1900 e 1901 promoveu a primeira distribuigo

de sementes de soja para produtores paulistas,

Em 1914, teve-se o primeiro registro do cultivo de soja no Rio Grande do
Sul (RS), no municipio de Santa Rosa, onde a cultura encontrou condigbes
efetivas para se desenvolver e expandir, devide as semelhangas climaticas do
ecossistema de origem (sul dos EUA) dos materiais genéticos existentes no pais,

com as condigbes climaticas predominantes no extremo sul do Brasil.

Mas, foi somente a partir dos anos 40 que a soja adquiriu ajguma
importancia econdmica, merecendo o primeiro registro estatistico nacional em
1941, no Anuario Agricola do RS: area cultivada de 640 hectares (ha), producao
de 450 toneladas e rendimento de 700 kg/ha (Embrapa Soja, 2008).

A partir de 1960, a soja se estabeleceu como cultura economicamente
importante para o Brasil, impulsionada pela politica de subsidios ao frigo, visando
auto-suficiéncia. Nessa década, a sua produgao multiplicou-se por cinco (passou
de 206 mil toneladas, em 1960, para 1,056 milhdes de toneladas, em 1969) e
98% desse volume era produzide nos trés estados da regiao sul.

Apesar do ¢rescimento significativo da produg&o no decorrer dos
- anos 60, foi na década seguinte que a soja se consolidou como a principal cultura
do agronegécio brasileiro, passando de 1,5 milhdes de toneladas (1970) para
mais de 15 milhdes de toneladas (1979). Esse crescimento se deveu, ndo apenas
ao aumento da area cultivada (1,3 para 8,8 milhSes de hectares), mas, também,
ao expressivo incremento da produtividade (1,14 para 1,73 t/ha) gragas as novas
tecnologias disponibilizadas aos produtores pela pesquisa brasileira. Mais de
80% do volume produzido na época ainda se concentrava nos trés estados da
regido sul do Brasii.

Nas décadas de 1930 e 1990 repetiu-se, na regido tropical do Brasil,
o crescimento explosive da produgdo ocorrido nas duas déecadas anteriores na
regiao sul. Em 1970, menos de 2% da produg&o nacional de soja era colhida no
cenfro-oeste. Em 1980, esse percentual passou para 20%, em 1990 ja era
superior a 40% e em 2003 foi préximo dos 60%, com tendé&ncias a ocupar maior

espago a cada nova safra. Essa fransformagé@o promoveu o Estado do Mato



Grosso, de produtor marginal a lider nacional de producio e de produtividade de

soja, com boas perspectivas de consolidar-se nessa posicéo.

A soja foi a unica culfura a ter um crescimento expressivo na sua area
culfivada ao longo das dltimas trés décadas € a sua evolugdo no Brasil pode ser
visualizada na Figura 1 (Embrapa Soja, 2006).

A soja brasileira & produzida de Norte a Sul do Pais. Os principais
estados produtores, em ordem decrescente, sdo o Mato Grosso, ¢ Parana ¢ ©
Rio Grande do Sul. O Centro-Oeste tornou-se a principal regiao produtora, sendo
atuaimente responséavel por cerca de 40% do total da produgao hrasileira.
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Figura 1 - Evolugac da soja no Brasil.
2.1.3 —- BENEFICIOS DA SOJA

Os chineses ja conheciam, ha milénios, os beneficios da soja para
alimentacdo e para a saude, mas somente nos Ultimos anos, os ocidentais

passaram a considerar a soja como alimento funcional, que, além das fungdes
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nufricionais basicas, produz efeitos benéficos a salde, sendo segura para o

consumo sem supervisdo médica.

A soja € conhecida como um dos alimentos mais econémicos e nutritivos
das Ultimas décadas e tem sido incorporada na dieta regular da populagdo. A
composicac bioguimica e a aparéncia fisica dos graos afetam a qualidade de
varios derivados da soja, como leite, gelatina e produtos fermentados. Sao
desejaveis também caracteristicas como: alia concentracdo de proteinas, baixo
indice de dleo e colorag&o clara do grao para o seu uso na alimentacao (Kumar
et al., 2006).

A soja € considerada um alimento funcional, porque além das fungées
nutricionais basicas, produz efeitos benéficos a salde, reduzindo os riscos de
algumas doengas crénicas e degenerativas. E rica em proteinas de boa
qualidade, possui acidos graxos poliinsaturados e compostos fitoquimicos como:
isoflavonas, saponinas, ftalatos, dentre outros. Também é uma excelente fonte de
minerais como: cobre, ferro, fasforo, potassio, magnésio, calcio e vitaminas do
compiexo B, A e E. Na Tabela 1 estdo explicitadas as caracteristicas gerais, os

minerais, as vitaminas e as fibras alimentares encontradas nos graos da soja.

Os efeitos fitoterapicos da soja foram identificados por pesquisadores que
observaram gque em paises do Oriente, nos quais a populagdo consome grandes
quantidades de soja e derivados, a incidéncia de alguns fipos de cancer como:
mama, colo de utero e prostata, bem como das doengas cardiovasculares, €
muito menor que em paises do Ocidente. Pesquisas constataram que a diferenga
estava na dieta alimentar dos orientais, que é rica em soja, seus subprodutos e

arroz.

As pesquisas tém demonstrado que as isoflavonas da soja reduzem os
riscos de alguns tipos de céncer, citados acima, e também é recomendada na
tens@o pré-menstrual, no alivio dos sintomas indesejaveis da menopausa € na
prevengdo da osieoporose. A United States Food and Drug Administration (US-
FDA), orgdo que regulamenta a produglo de alimentos e medicamentos nos
Estados Unidos, recomenda a ingestao diaria de 25 g de proteina de soja, que
correspondem a aproximadamente 60 g de graos de soja, para o controle dos
niveis de colesterol e trigliceridecs reduzindo, assim, os riscos de enfarto,
trombose, aterosclerose e acidentes vasculares cerebrais {(Embrapa Soja, 2006,
Rostagno, Palma e Barroso, 2005).



A soja pode ser usada como alimento e na satide preventiva. £ também
muitc empregada pela industria de adesivos e nufrientes, de alimentagao animal,
de adubos e na fabricagéo de fibra. Porém, seu uso mais conhecido € como dleo
refinado, cobtido a partir do dleo bruto. Recentemente, a soja vem crescendo

também como fonte alternativa de combustivel, o biodiesel.

Tabela 1 - Composicao da soja.

Caracteristicas Gerais Minerais Vitaminas Fibras Alimentares™
Energia 417 keal Ca 240 (mg/100g) A 12 (pgf100g) Solaveis 1,8 (g/100g)
Umidade 11 (gf100g) | P 580 (mg/100g) E 1.80 (mgf100g} Nio sollveis 15,3 {g/100g)
Proteinas 38 (gM00g) | Fe 9,4 (my/100g) B1 0,83 (mg/100g} Totais 17,1 {g/100g)
Lipidios 19 (g/100g) | Na 1,0 (mg/100g) B2 0,30 (mg/100g}

Carboidratos 23 (g/100g) | K 1900 (mgf100g)

Agucaras 4 (g/100g) Mg 220 {mg/100g)

Cinzas 5 {g/100g) Zn 3200 (4g/100g)
Cu 980 (pg/100g}

* As fibras alimentares s&o constituidas pelo teor das fibras propriamente ditas e pelo teor de

carboidratos insoliveis.
FONTE: Kawaga, 1995

2.2 - AGROTOXICOS COMO CONTAMINANTES

Desde o inicio de seu desenvolvimento, a producao agricola esta
diretamente relacionada com a aplicacdo de substancias quimicas para controlar

as pestes, que atacam os produtos agricolas, prejudicando as colheitas.

Pode-se definir um agrotéxico como uma substancia ou uma mistura de
substincias que previnem, destroem, repelem ou interrompem o crescimento de
pragas e pestes (US-EPA, 2005). Todos os agrotoxicos quimicos tém a
propriedade comum de bloquear um processo metabdlico vital dos organismos
para ¢s quais sdo téxicos. Assim, tém-se as definicbes especificas para cada
agrotdxico de acordo com o seu uso, como por exemplo: herbicidas para matar
ervas, inseticidas para matar insetos, fungicidas para matar fungos, raticidas para

matar roedores, moluscocidas para matar moluscos (Bizuik ef al., 1996).



Como os agrotoxicos sdo compostos por diferentes substancias ou
misturas de substancias, incluinde diferentes derivados especificos como
produtos de degradagédo, metabdlitos e impurezas, eles podem ser considerados
significativamente toxicos. De acordo com a sua composicio e toxicidade, os
agrotoxicos sao classificados como cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e
mimetizadores de horménios (Caldas e Souza, 2000; Baird, 2002). Os estudos de
Repetto e Baliga {(1998) mostraram que os agrotéxicos podem danificar o sistema
imunolégico humano pela redugdc do nimero de glébulos brancos. Pingali,
Marquez e Palis (1994), em seus estudos, encontraram uma grande
probabilidade dos problemas de viséo e de pele estarem associados a exposi¢ao

acs agrotoxicos.

O uso e a produgao de égrotéxicos a nivel mundial tém apresentado um
crescimento continuo, {anto em numeros quanio nas quantidades aplicadas
(Figura 2). Hoje, existem registrados no mundo mais de 600 compostos, entre
agrotéxicos e seus metabdlitos. De acorde com a Food and Agriculture
Organization (FAO) mais de 500 toneladas de agroidxicos estdo ameagando o

meic ambiente e a salide humana em muitos paises.
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FONTE: Agrochemical Service
Figura 2 - Produgdo mundial de agrotéxicos formulados. Os dados de 2005
foram estimados (Carvatho, 2006).



Residuos de agrotéxicos {ém sido identificados em todo meio ambiente
{ar, &gua e solo) e em todas as regides geograficas, incluindo aguelas mais
distantes de sua aplicagdo original, como oceanos, desertos e zonas polares.
Consequentemente, estio presentes na agua € nos alimentos consumidos pela
populagao, provocando intimeros efeitos adversos quando essas concentragdes
excedem os Limites Maximos de Residuos de Agrotéxicos (LMR). Assim, a
preocupacdo humana a respeito dos residuos de agrotoxicos tem aurmnentado na
Gtima década (Baird, 2002; Rekha, Naik e Prasad, 2005; Carvalho, 2006).

Devido a soja ser um alimento com alto teor protéico e largamente
utlizada na dieta da populagdo, muitas agéncias ambientais t&ém imposto
legislacOes rigorosas a respeito da qualidade dos seus gréos e derivados. Os
limites maximos de residuos de agrotdxicos, segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2008) e o Codex Alimentarius (Codex
Alimentarius, 2008) estao expresscs nas Tabelas 2 e 3 respectivamente. A US-
FDA (FDA, 2006) apenas impde limite maximo de residuo para o agrotoxico
fluazifop-P-butilico em bleo de soja, que € de (2 mg/kg).

Tahela 2 - Limites Maximos de Residuos de Agrotéxicos impostos pela ANVISA
para os graos de soja.

Agrotéxico Grupo Quimico Classe Toxicoldgica LMR {mg/kg)
24-D acido artloxialcandico | 6,1
Acefato organcfosforado 1} 1
Alacioro clorcacetanilida in 0,05
Bifentrina piretréide 1l 0,05
Bentazona benzoatiadizinona 11} 0,02
Captana dicarboximida v 1
Carbendazim Benzimidazol i 0.5
Carboxim carboaxanilida m 0.2
Cianazina thazina I 0,02
Cipermetrina piretréide Il 0,05
Cletodim Oxima cicloexanodiona il 1
Clomazona isoxazolidinona n 0,65
Clorimurom-atil sulfonifuréia HE 0,05
Clorpirifas organcfosforade Il 0,01
Deltrametrina piretréide i 0.5
Difenoconazol triazol 1 0,05




Diguate  bipiriditio ] 02
Diurom uréia ] t.2
Endossulfam clorociclodieno | 1
Espinosade espinosinas il 0,01
Fenarirmol pirimidinil carbinol i 0.05
Fenpropatrina piretraide il 0,05
Fipronil pirazol 1l 0,01
Fluazifop-P-butilico  acido arloxifenoxipropianico 1] 0,3
Glifosato glicina substituida v 10
Glufosinato homoalanina substiutida i 0,05
imazaquim imidazolinona ] 0,05
Imazetapir imidazolinona 1]} 01
Imidacloprido neonicotindide 1 0,1
Linurom uréia I 1
Metalaxil-M acilalaninato 1l 0,05
Metamidofos organofosforade i a0
Metsulfurom-metil suifoniluréia I -
Metomil metilcarbamato de oxima | 0,1
Paraguate bipiridilio | 0,1
Paratiocna-metilica organcfosforado 1 0.1
Permetrina piretroide Hl 0,01
Protiofés organofosforada | 0.03
Setoxidim oxima cicloexadinona 1 0.5
Tebutonazol triazol v 0,1
Tiofanato-metilico benzimidazol v 0,5
Tiram dimetilditiocarbamato i -
) Triasofos organcfosforade 1l 0,02
Trifluralina dinitroanilina 11t 0.05
Classe Toxicologica: | — Extremamente Toxico; il — Altamente Toxico, Il — Medianamente

Toxico e IV — Pouco Toxico.

Tabela 3 - Limites Maximos de Residuos de Agrotoxicos impostos pelo Codex

Alimentarius para os graos de soja secos e verdes e para o 6leo brute de soja.

Agrotoxico Grupo Quimico Classe Toxicologica LMR {mg/kg}
Grios Secos  Grios Verdes  Gleo Brute

24D acido arlloxialcandico } 0.01
Acefato organofosforado 1 0,5
Aldicarbe metilcarbamato de oxima 1 002
Azametifos organcfosforado n 0,05
Bentazona benzoatiadizinona I 0,05

Carbaril mefilcarbamato de naftila ll 0,2 0.2




Carbendazim Benzimidazol I 0,2

Cletodim oxima cicloexancdiona I 10 1
Cicloxidim oxima ] 2
Cipgrmetrina piretréide ] 0,05
Diguato bipiridikio I 0.05
Endossulfam clorociclodieno | 0,2
Espinosade espinosinas 1)l 0.0
Etopofros organcfosforade | 0,02
Fenvalerato piretroide 1l 01
Glufosinato homoalanina substiutida il 2
Glifosato glicina substituida v 20 02
Heptacloro organoclorado l 0,02 0.5
Metalaxil acilalaninato 1 0.05
Metamidofos organofosforado 1 0,05
Metomil metilcarbamaio de oxima | 0.2 0,2 0,2
Paraquate bipinidilio | 01
Permetrina piretrdide IE 0,05 0,1
Forato organofosforado | 0,05
Quintozeno cloroaromatico n 0,01
Terbufés organofosforada 1 0,05
Triasofds organofosforado 1 0,05

2,3 — METODOS DE ANALISE DOS AGROTOXICOS

Os baixos limites de residuos de agrotoxicos, impostos pelas agéncias
reguladoras, requerem © desenvolvimento de procedimentos analiticos com
detectabilidade, seletividade, exatiddo e precisdc elevadas, que permitam a
determinagao quantitativa de agrotoxicos compativeis com os crescentes niveis

de exigéncia.

As principais técnicas para andlise de agrotoxicos sdc a Cromatografia
Gasosa {CG) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A expansé&o
do emprego da CLAE na separagdo e quantificagdo de agrotoxicos deve-se as
vantagens reais que ela possui em relacdo a CG, na qual é dificil a analise de
algumas classes de residuos de agrotdxicos que possuem instabilidade térmica,
nao-volatilidade e alta polaridade. Alguns desses problemas podem ser
solucionados usando técnicas de derivatizag&o, mas aumenta-se o tempo de
analise, introduzem-se erros adicionais, © que torna esse procedimento ndo
atrativo para muitos quimicos (Bizuik ef al, 1996). Para evitar a etapa de
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derivatizacéo, a quantificacdo por CLAE em Fase Reversa (FR) com detecgdo
por especiroscopia no ultravioleta (UV), por arranjo de diodos (DAD) ou por
espectrometria de massas (EM) tem sido usada freqUentementie. O progresso da
CLAE também deve-se ao fato de ter ocorrido um desenvolvimento de materiais
de recheio mais eficientes e pela introdugao da fase reversa.

2.3.1 — TECNICAS DE EXTRACAO

A determinacio de agrotdxicos em baixas concentracbes por CLAE
envolve uma ou mais etapas de preparo da amostra utilizando técnicas de
extracdo e concentragdo, que visam isolar e concentrar os analitos de inferesse a
serem determinados. Essa € a etapa mais complexa do trabalho e torna-se um
desafio para a obtengdo de métodos rapidos, gue utilizem menores quantidades
de solventes organicos e com maior detectabilidade para matrizes com baixas

conceniragdes dos analitos e grande quantidade de interferentes.

A andlise de residuos de agrotéxicos em alimentos requer técnicas de
extracdo cada vez mais sofisticadas, nao sé devido aos baixos limites de
residuos impostos pela legislagao, mas principalmente pela complexidade dessas
matrizes. Na maicria dos casos, as técnicas de extracdo, além de eficientes,
devem extrair uma pequena quaniidade de interferentes. Se isso nao ocorrer,

uma etapa de clean-up deve ser adicionada a etapa de extragéo.

De uma forma geral, para a extragao de agroiéxicos dos mais diversos
tipos de amostras, a exiracao liquido-liquido tem sido uma das técnicas mais
intensamente estudadas e extensamente aplicada para extragio e concentragéo
juntamente com a extragédo em fase solida (EFS), que € uma tecnica de preparo
de amosira relativamente simples que também pode ser usada para o clean-up
de extratos. Muitos estudos recentes empregam estas técnicas de extragdo para

determinagées de agrotéxicos em amostras solidas, semi-sélidas ou liquidas.

Correia, Oliveira e Tornisielo (2001) desenvolveram uma metodologia
para a determinagéo de residuos de agrotoxicos na vagem da soja empregando a
extragdo liquido-liquido (método de Luke) com acetona, hexano, diclorometano,

seguido de filtrag@o, separacdo da fase orgéanica, evaporagdo e andlise por
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cromatografia a gas. Eles alcancaram limites de gquantificacao de 0,01 a 0,5 mg
kg™ e recuperagdes entre 70 e 120 %.

Rekha, Naik e Prasad (2005) desenvolveram uma metodologia para a
determinacado de residuos de agrotoxicos em arroz e trigo, empregando a
extragdo liguido-liquide com acetona, seguida de clean-up em coluna de Florisil &
analise por cromatografia gasosa com defector por captura de elétrons (CG-
DCE). Eles obtiveram limites de quantificagdo de 0,01 mg L7 e recuperagdes
entre 70 e 102%.

Barrek, Paisse e Grenier-Loustalot (2003) desenvolveram uma
metodologia para a determinagéo de residuos de agrotdxicos em oOleos
essenciais de frutas citricas usando extragao liquido-sdlido, separagao e clean-up
por extragdo em fase sdlida (EFS) e analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CL-EM). Foram utilizados pentano como solvente de
extracao, cartucho de Florisil e diclorometano como solvente de eluicdo. Foram
obtidos limites de quantificacdo entre 0,02 e 0,06 mg L e recuperaces de 50 a
114% usando CL-EM.

Ortelli, Edder e Corvi (2004), desenvolveram uma metodologia de
extracao de agrotéxicos em frutas & vegetais, a partir da extracao com acetato de
etila e centrifugacao seguida de analise por LC-EM-EM. Foram obtidos limites de
quantificagéo de 0,81 mg kg™ para todos os compostos e recuperagoes entre 2 e
149 %.

Lehotay, Mastovska e Yun (2005) desenvolveram uma metodologia para
a determinac&c de residuos de agrotoxicos em alimentos gordurosos (ieite, ovos
e abacate) a partir do método de QUEChERS, empregando acetonitrila com 1%
de acido acético como solvente de extragdo e em seguida clean-up usando 50
mg de C18 + 150 mg de MgSQ,. Os extratos foram analisados por CG-EM e CL-
EM e apresentaram resultados de recuperagéo entre 0 e 271 % e limites de

quantificagio menores que 10 ng g™

Pang ef al. {2006) desenvolveram uma metodologia para a determinagéo
de residuos de agrotéxicos em graos (milho, aveia, arroz e cevada) empregando
a extrac@o por solvente acelerado, seguida de clean-up por EFS e analise por
CG-EM e LC-EM-EM. Como solvente de extra¢ao foi utilizada a acetonitrila, como

sorventes de clean-up para as analises em CG-EM foram utilizados os seguintes
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cartuchos em série: Envi-18, Envi-Carb e Sep-Pak NH>; para as analises em LC-
EM-EM foram utilizados os seguintes cartuchos em série: Sep-Pak Alumina N,
Envi-Carb e Sep-Pak NH,. Foram obtidos limites de detecgao entre 0,0005 e 0,3

mg kg™ e recuperacées entre 42 e 132%.

Pizzutti (2006} desenvolveu e validou duas metodologias de extracao de
agrotoxicos em soja a partir dos metodos de Luke e QUEChERS modificados e
andlise por CG-EM, CG-EM-EM e CL-EM-EM. Para o metodo de Luke foram
utilizados como solventes de extragdo uma mistura de acetona, éter de petréleo e
diclorometano (1:1:1) ¢ para o método de QUEChERS foi utilizada a acetonitrila
como solvente de extracao. Para as andlises realizadas por CG os extratos
passaram por uma etapa de clean-up por cromatografia por permeagao em gel
(CPG). Foram obtidos limites de quantificagcao de 10 ou 50 ug kg™ e resultados de

recuperacao satisfatérios para a maioria dos compostos analisados.

Recentemente, para extracdo de agrotoxicos em amostras solidas ou
semi-solidas, técnicas modernas, como a dispersdo da matriz em fase sdlida,
extragdo com liquido pressurizado, extragdo com fluido supercritico e extragao
assistida por microondas, tém-se mostrado mais rdpidas, com os analitos mais
livies de interferentes, requerendo um clean-up mais simples e fornecendo um
extrato mais limpo que o obtido através de técnicas classicas (Kristenson, Ramos
e Brinkman, 2006).

2.3.1.1 - DISPERSAQ DA MATRIZ EM FASE SOLIDA

Em 1989, um processo de rompimento e exiragdo de amosiras solidas
denominada de dispersdo da matriz em fase solida (DMFS) foi introduzido por
Barker (Barker, 1998; Barker, 2000). A técnica de DMFS combina aspectos de
varias técnicas analiticas, rompimento e dispersdo dos componentes da amostra
no suporte sdlido, gerando um material cromatografico que possui caracteristicas

particulares para a extracao dos compostos da amostra dispersa,

Um esquema representativo da dispersao da matriz em fase sdiida esta
apresentado na Figura 3.
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Co-coluna (Clean-up)

Homogeneizacao

Amostra + Sorvente . . 2
Transferéncia da Mistura para a Coluna Compresséo

Figura 3 - Representagao esquematica do procedimento de extragdo por
Dispersao da Matriz em Fase Sadiida (Ferrer ef af., 2005).

A técnica de DMFS consiste basicamente em: (Kristenson, Ramos e
Brinkman, 2006).

¢+ Uma amostra liquida, viscosa, semi-sélida ou sélida é colocada em um
almofariz de vidro juntamente com o suporte sdlide e € homogeneizada com
auxilio de um pistilo de vidre até obter o rompimento ¢ a completa disperséo da
amostra no suporte sélido. A quantidade de suporte sélido a ser usada depende
do tipo de amostra. Tipicamente usam-se proporgées de amostra/sorvente de 1:1
a 1:4 e preferencialmente particulas de 40 um ou na faixa de 40 a 100 um. A
distribuicdo dos componentes da amostra na superficie do suporte sélido esta
baseada na sua polaridade: componentes apolares dispersamése em fases
organicas apolares segundo seus coeficientes de distribuicdo com a fase e as
mudangas dinamicas que acontecem nesse processo; e moléculas polares,
provavelmente, se associam aos silandis na superficie das particulas de um
suporte polar, como a silica, e dentro dos poros desse suporte solido.
Provavelmente, a penetracdo das moléculas nos poros € facilifada quando a
amostra apresenta altc teor de gordura, sendo a oleosidade responsavel pelo
carregamento das moléculas para dentro dos poros.

+ Apds a completa homogeneizagao a amostra pode ser transferida para
uma coluna vazia ou para o topo de um carfucho de EFS. A coluna geratmente é
um tubo de seringa ou um tubo de cartucho de EFS vazio, com um filtro de
polipropiieno, celulose ou |& de vidro na extremidade inferior. Geraimente um

segundo filtro € colocado na extremidade superior antes da compressao da
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amostra+sorvente com o émbolo da seringa. Colunas de vidro apenas s&o
usadas quando se frabalha com grandes quantidades de amostras. A maior
diferenga entre DMFS de EFS é que a amosira esta dispersa por toda extensao

da coluna e retida nao apenas nos cinco primeiros milimetros do sorvente.
+ Com respeito a eluigéo, tém-se duas possibilidades:

(a) os analitos sao retidos na coluna € os interferentes sdo eluidos em uma
etapa de lavagem e, posteriormente os analitos séo eluidos com um solvente
diferente;

(b) os interferentes da matriz s&o seletivamente retidos na coluna e os analitos

sao eluidos diretamente.

+ Uma etapa adicional de clean-up pode ser necessaria ou a amostra
pode ser analisada diretamente. A coluna de DMFS pode ser acoplada on-fine
com a coluna de EFS, ou o sorvente de EFS pode ser colocado na parte inferior
da prdpria coluna de DMFS para a remogao dos interferentes da matriz.

A DMFS tem sido aplicada em diversos campos, mas principalmente na
andlise de medicamentos, poluentes, agrotdxicos e outros compostos em

alimentos (Barker, 2000 ; Kristenson, Ramos e Brinkman, 2006).

Dorea e Llopes (2004) desenvolveram uma metedologia para a
determinacdo de agrotéxicos em quiabo empregando DMFS e andlise por CG-
EM. Foi utilizada silica gel como sorvente de dispersao e acetato de etila como
solvente de eluigdo. Foram alcancadas, em média, recuperacbes de 78% e
limites de quantificacao entre 0,1 e 0,7 mg L™

Ferrer et al. (2005) desenvolveram uma metodologia para determinagao
de residuos de agrotdxicos em azeitona e 6leo de oliva empregando DMFS
seguida de CG-EM e CL-EM-EM. Foi empregado aminopropil como sorvenie
dispersante, Florisil come co-coluna e acetonitrila como solvente de eluigdo.
Foram alcangados limites de detecgao entre 0,2 e 3 pg kg™ para o 6leo de oliva e

entre 0,4 e 4 ug kg™* para azeitonas, nas analises por CL-EM-EM.

Garcinunio ef al. {2004) desenvolveram uma metfodologia para a
determinagdo de residucs de agrotoxicos em améndoas empregando DMFS
seguida de clean-up e analise por CLAE-DAD. Foram empregados C18 como
sorvente de dispersao e como co-coluna e acetonitrila como solvente de eluigo.
Foram alcancados limites de quantificagdo de 0,05 e 0,07 mg kg™
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Totti ef al. (2006) desenvolveram uma metodologia para a determinagao
de residuos de agrotdxicos em mel de abelha empregande DMFS seguida de
andlise por CL-EM. Eles empregaram C18 como sorvente dispersante e
diclorometano:metanol 85:15 (v/v) como solvenie de eluigdo. Foram alcangadas

recuperacdes de 61 a 99 % e limites de quantificacio de 0,02 a 0,3 mg kg™

2.4 - VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS

O desenvolvimentc de um novo meéiodo analitico requer que os
resultados ou informagdes sobre a amostra sejam confidveis e interpretaveis.
Para atender esses requisiios, 0 método € avaliado através de um processo
denominado validacdo. O objetivo da validacdo de uma metodologia & mostrar

que o procedimento analitico € adequado para o fim pretendido.

Existem diferentes definigbes para a validagdo de métodos descritos
pelas agéncias reguiadoras:

- Segundo ANVISA (2003): A validagdc deve garantir, através de estudos
experimentais, que ¢ método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados.

- Segundo o Insiituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e Qualidade
Industrial (INMETRO) INMETRO (2003): Comprovagao, através do fornecimento
de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicagdo ou usos
especificos pretendidos foram atendidos. '

- Segundo a United States Pharmacopeia Convention (USP) USP (1998):
A validagao de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro,
sendo algumas vezes mencionado como o “processo que fornece uma evidéncia

documentada de que ¢ método realiza aquilo para o qual é indicado para fazer”.

Assim, da mesma forma que existem diferentes definicbes para
validagag, existem também diferengas nas regras dos parametros analiticos. Isso
ndo é problema, desde que, quando validado o método, esteja especificado de
gual agéncia reguiadora as normas foram adotadas. As principais agéncias
reguladoras sdo: ANVISA, INMETRO, USP, US-FDA, International Conference on
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Harmonization (ICH) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC).

2.4.1 - PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDAGAO DE METODOS

Os parametros analiticos normaimente avaliados para a valida¢ao de
métodos de separagdo s&0. seletividade, linearidade, faixa linear, precisio,
exatidao, limite de deteccéo, limite de quantificagdo e robustez (Ribani ef al.,
2004).

2411 - SELETIVIDADE

Um método instrumental de separa¢do € seletivo quando produz
respostas para varios analitos, porém pode-se distinguir a resposta de um analito
da resposta de outros (INMETRO, 2003). A seletividade avalia o grau de
interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e
produtes de degradagao, bem como outros compostos de propriedades similares
~ que possam estar presentes.

As duas principais formas de definir a seletividade sao: (A) Comparagao
da mairiz isenta da substancia de interesse com a matriz adicionada com esta
substancia (padr&o), sendo due, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no
tempo de retengéo da substancia de interesse, que deve estar bem separada dos
demais compostos da amostra; (B) Avaliagdo com detectores modernos (arranjo
de diodos e espectrdmetro de massas) comparando-se ¢ espectro do pico obtido

na amostra com o espectro do padrao puro (Ribani et al., 2004).

2.41.2 - LINEARIDADE E FAIXA LINEAR

A linearidade de um métode € o intervalo entre os niveis inferior e

superior de concentragdo do analitc no quat foi demonstrado ser possivel a
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determinagao com precisao, exatidao e linearidade exigidas, sob as condi¢des
especificadas para o ensaio (INMETRO, 2003),

A faixa linear ¢ definida como a faixa de concentragdo na qual a
sensibilidade pode ser considerada constante e € normalmente expressa nas
mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico INMETRO, 2003).

A linearidade é expressa atraves da correlagéo entre ¢ sinal medido (drea
ou altura do pico) € a massa ou a concentracio da substancia a ser quantificada.
Essa relacdo matematica pode ser expressa como uma equacio de reta
chamada de curva analitica. Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de
uma curva analitica a partir de um conjunto de mediges experimentais pode ser
efetuada usando o método matematico conhecido como regresséo linear. Essa

relacdo matematica pode ser expressa pela seguinte equacao da reta:
y=ax+b (1)
onde,
¥ = resposta da medida (altura ou area do pico)

x = concentragac do analito
a = coeficiente angular {inclinagao da curva)

& = coeficiente linear (intersecgao com ¢ eixo y ).

Além dos coeficienies de regressac a € b, também € possivel calcular o
coeficiente de correlagdo (r). Este parametro permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersao
do conjunto de pontos experimentais € mencr a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados. A ANVISA (2003) recomenda um coeficienie de correlagao
de 0,99 e o INMETRO (2003) um valor acima de 0,90.

As curvas analiticas podem ser construidas peios seguintes métodos: (A)
Padronizacdo Externa. este método compara a area da substdncia a ser
quantificada na amostra com as areas obtidas com solugdes de concentragdes
conhecidas preparadas a partir de um padrao. (B) Padronizagao Inferna. consiste
na preparagéc das solugbes padrdo de concentracdes conhecidas da substancia

de interesse, as quais, se adiciona a mesma quantidade conhecida de um
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composto chamado de padréo interno. (C) Adicdo Padrdo: consiste na adicéo de
quantidades conhecidas da substéncia de interesse que estad sendo analisada a
quantidades conhecidas da amostra, antes de seu preparo.

As curvas analiticas construidas tanto pelo método da padronizagao
externa como pelo método da padronizagdo interna podem ser também
construidas a partir da Superposi¢do da Matriz, que consiste na adigéo do padréo
da substancia em diversas concentragbes em uma matriz similar @ amostra,
isenta da substancia, e construcéo do grafico relacionando as areas obtidas com
as concentracdes dos padrdes. Este método &€ usado para compensar o efeito
matriz ou de possiveis interferentes € € de suma importéncia em determinagdes
guando a matriz pode interferir na pré-concentracao, extragéo, separagdo ou
deteccdo da substincia de interesse. A interferéncia da matriz pode ser
determinada sobrepondo-se as curvas obtidas pela padronizacdo externa ou
interna injetando-se os padrfes puros & com a superposi¢ao da matriz. Se as
retas forem paralelas a matriz n&o interfere nas determina¢des e a superposigcdo
da matriz ndo € necessaria, mas, se as retas nao forerh paralelas e se cruzarem,
a matriz estd interferindo nas determinacfes e torna-se necessario fazer a
quantificacdo usando a superposicao da matriz (Ribani ef al., 2004).

QOutra forma de avaliar a qualidade da curva analitica & através do célculo
dos residuos, r,, isto é, as medidas de quanto as areas tedricas se afastam das
experimentais. Para isso, as areas obiidas para cada ponto da curva sao
utilizadas como se fossem uma amostra e, a partir desses valores, obtém-se a
concentragdo experimental. Calcula-se a diferenga entre os valores tedricos e 0s

experimentais () e plota-se um grafico de residuos versus concentracéo tedrica.

Para validar a curva analitica os residuos devem estar distribuidos de forma
aleaidria enire valores positivos e negativos nac apresentando nenhuma
tendéncia (Valente, Augusto e Riedo, 2003).

2.4.1.3 - PRECISAO

A precis@o € um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras

semelhantes ou padroes, em condigdes definidas (INMETRO, 2003). A precisao
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& avaliada usualmente pela estimativa do desvio padrao absoluto (s) e atraveés
da estimativa do desvio padrdo relativo (RSD) também conhecida como
coeficiente de variagao (CV). Em métodos de analise de tragos ou impurezas,

sdo aceitos RSD de até 20 %, dependendo da complexidade da amostra (Ribani
et al., 2004).

Z(x,. - ;)2

n—1 @)

£=

onde:
x € a média aritmética de um pequeno nimero de medigdes

x, € o valor individual de uma medi¢ao

r € 0 nimero de medigdes.

RSD(%) ou CV (%) =2x100 (3)

X

A precisao é normalmente determinada para condigdes especificas de
medicdo e €& geralmente expressa por meio da repetitividade, preciséo

intermediaria e reprodutibilidade.

2.4.1.3.1 - REPETITIVIDADE

E o grau de concordancia entre os resultados de medigbes sucessivas de
uma mesma amostra, efetuadas sob as mesmas condigbes de medigao, mesmo
procedimento de extragéo, mesmo observador, mesmo instrumento, mesmo local

e repeticdes em curtoc espaco de tempo (INMETRO, 2003).

A repetitividade envolve varias medi¢des da mesma amostra, e pode ser
expressa através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD). Segundo o
(INMETRQO, 2003) para o calculo da estimativa do desvio padrao $&o necessarias
sete ou mais repeti¢ées. Segundo a ICH, 1996 e ANVISA, 2003 para o calculo da
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estimativa do desvio padrao sao necessarias nove repeticbes (trés niveis, trés
repeticbes cada um).

2.4.1.3.2 - PRECISAO INTERMEDIARIA

A precisdo intermedidria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrdes, ufilizando o mesmo método, no mesmo
laboratério ou em laboratdrios diferentes, mas definindo exatamente quais as
condicdes a variar (uma ou mais), como: diferenies analistas, diferentes

equipamentos ou diferentes tempos (INMETRO, 2003).

O numero de ensaios necessarios para avaliar a precisdo intermediaria
segundo a ICH, 1996 e ANVISA, 2003, sao os mesmos recomendados para a
repetitividade. A precisao intermediaria pode ser expressa através da estimativa

do desvio padrao relativo { RSD).

2.4.1.3.3 - REPRODUTIBILIDADE

E o grau de concordancia entre os resultados das medicées de uma
mesma amostra, efetuadas sob condi¢cées variadas de medi¢cdo, como, mudanga

de laboratérios, operadores e equipamentos (INMETRO, 2003).

A reprodutibilidade n&o € avaliada em validagdes rotineiras realizadas em
um unico laboratério. Elas s&o requeridas quando um determinado procedimento
analitico sera enquadrado, por exemplo, em farmacopéias, procedimentos do
CODEX, etc. (Ribani et al., 2004).

2.4.1.4 — EXATIDAO

E o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados e um
vaior de referéncia aceito como verdadeiro (INMETRO, 2003}.

A exatiddo € sempre considerada dentro de certos limites, a um dado
nivel de confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisio).
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Estes limites podem ser estreitos em niveis de concenfracdo elevados e mais

amplos em niveis de tragos.

O nimero de ensaios varia segundo a legislagéo, conforme 1CH (1996) e
ANVISA (2003) é necessario um minimo de nove determinagdes, envolvendo um

minimo de trés diferentes niveis de concentracao.

Os processos mais utilizados para avaliar a exatidao de um método sio:
materiais de referéncia, comparagcao de meétodos, ensaios de recuperacéo e
adicao padrao (Ribani ef &l., 2004).

2.4.1.4.1 - MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS (MRC)

0Os MRC sao materiais acompanhados de um certificado que possui o
valor de concentragcao de uma dada substancta, ou ouira grandeza para cada
pardmetro e uma incerteza associada. Assim, os valores obtidos pelo laboratoério
devem ser comparados com o0s valores certificados do material (Ribani ef af,
2004).

2.4.1.4.2 - COMPARAGCAO DE METODOS

Consiste na comparacdo entre resultados obtidos empregando-se o
método em desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um meétodo
de referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos
dois métodos, ou seja, o grau de exatiddo do método testado em relagdo ao de
referéncia (Ribani ef al., 2004).

2.4.1.4.3 - ENSAIOS DE RECUPERACAO

A recuperacdo, R, € definida como a proporgdo da quantidade da
substancia de interesse, presente ou adicionada na proporcdo analitica do

material teste, que é extraida e passivel de ser quantificada (IUPAC, 2002).
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A recuperacdo deve ser avaliada na faixa de concentragéo esperada para
o composto de interesse, pois, na maioria dos casos a dispersao dos resultados
aumenta com a diminuigdo da concentragdo e a recuperagao pode diferir

substancialmente a altas e baixas concentragdes.

Os ensaios de recupera¢io devem ser realizados, adicionando-se pelo
menos irés diferentes niveis de concentragdo da subsiancia, por exemplo,
proximo ao limite de quantificacao, préximo a concentragdo maxima permitida
pelo método em teste e em uma concentracao proxima a media da faixa de uso
do método. Para andlises em nivel de residuos, a Associagdo Grupo de Analistas
de Residuos de Pesticidas (GARP) (GARP, 1899) recomenda que se trabalhe

nos niveis de adi¢do de 1, 2 e 10 vezes o valor do limite de quantificagéo.

O intervalo aceitavel de recuperagao para anaiise de residuos geralmente
é de 70 a 120 %, com precisac de + 20 %. Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, esta faixa pode ser de 50 a 120 %, com precis&o de = 15
% (GARP, 1999).

A recuperacao é calculada da seguinte forma:

R(%)=g'—x100 4)

P
onde:
C, =concentracaoc determinada na amostra fortificada

C, =concentracao adicionada a amostra.

2.4.1.4.4 - ADIGAQ PADRAQ

Este método € usado quando for dificil ou impossivel preparar um
testemunho da matriz sem a substancia de inieresse. No método de adig&o
padrdo, quanfidades conhecidas da substancia sao adicionadas em diferentes
niveis numa matriz da amostra, antes do procedimento de preparo da amostra,
que ja contenha quantidades (desconhecidas) da substéncia (Ribani ef al., 2004).
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2.4.1.5 — LIMITE DE DETECGAO (LD)

O limite de deteccio (LD) representa a menor conceniracdo da
substéncia em exame que pode ser detectada e declarada com um intervalo de
confianga, em que a concentragdo do analito € maior que zero (ICH, 1996
INMETRO, 2003).

QO limite de deteccdo do equipamento (LDE} & definido como a
concentragdo do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao

sinal/ruido do equipamento.

O limite de deteccao do método (LDM) é definido como a concentragéo
minima de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99% de confianca

de que a concentragdo do analito € maior que zero (INMETRO, 2003).

O LD pode ser determinado através de trés diferentes maneiras: método
visual, método da relagéo sinal-ruido e pelo método baseado em parametros da

curva analitica.

24151 - METODO VISUAL

O LD é determinado através da adigdo de concentragbes conhecidas do
analito a matriz, de tal modo, que se possa determinar 0 menor nivel em que o
analito realmente pode ser detectadc (ICH, 1996).

2.4.1.5.2 - METODO DA RELAGAO SINAL-RUIDO

O LD é determinado através da comparacdo enire a medicdo dos sinais
de amostras em baixas concentragdes conhecidas do analito na matriz e um
branco dessas amostras. Assim, & estabelecida uma concentracdo minima na
qual a substéncia pode ser facilmente detectada. A relacéo sinal-ruido pode ser
de 3:1 ou 2:1, propor¢bes geralmente aceitas como estimativas do limite de
detecgdo (ICH, 1996).
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2.4.1.5.2 - METODO BASEADO EM PARAMETROS DA CURVA ANALITICA

O LD é determinado a partir dos parametros da curva analitica e pode ser
EXPresso como:

LD=33x% (5)

onde:

s=estimativa do desvio padrao da resposta do coeficiente linear da

equacao

S =inclinagdo da curva ou coeficiente angular da curva analitica.

2.4.1.6 — LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

O limite de quantificagac (LQ) é a menor concentragdo do analito que
pode ser determinada em um nivel aceitavel de precisdo e exatiddo (INMETRO,
2003).

O limite de quantificacdo do equipamento (LQE) € definido como a
concentragao do analitc que produz um sinal de seis a dez vezes a razéo

sinal/ruido do equipamento.

O limite de quantificacdo do meétodo (LQM) é definido como a
concentragao minima de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99%
de confian¢ga de que a concentragdo do analito pode ser quantificada com
precisdo e exatidao. O LQM é determinado a partir do LQE e do nimero de vezes

que a amostra é concentrada durante o processo de extracao.

Os mesmos critérios para a determinagdo do LD podem ser adotados
para o LQ, utilizando a relagao 10:1, ou seja, 0 LQ pode ser calculado atraves do
método visual, método sinal-ruide (10:1) e pelo método baseado na curva
analitica, conforme a equacéo (6):

25



)
LQ=10x% (8)

onde:
s =estimativa do desvio padrédo da resposta do coeficiente linear da equagido

S =inclinagao da curva ou coeficiente angular da curva analitica.

2.4.1.7 - ROBUSTEZ

A rcbustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta face
a pequenas variagbes. Diz-se que um método € robusto quando ele néo &
afetado por uma modificagdo pequena e deliberada em seus parametros
(INMETRO, 2003).

A robustez de um método cromatografico € avaliada, por exemplo, pela
variacdo de pardmetros como a concentracao do solvente organico, pH e forca
idnica da fase mével em CLAE, programacao da temperatura, natureza do gas de

arraste em CG, bem como o tempo de agitagao, extracdo, etc. (Ribani ef al.,
2004),

2.5 - AGROTOXICOS ESCOLHIDOS PARA O ESTUDO

Dentre os agrotdxicos usados nas lavouras de soja, optou-se por
determinar residuos de imazetapir, imazaquim, metsulfurom-metil, carboxim,
clorimurom-etil e tebuconazol, por serem os agrotdxicos utilizados com maior
freq@iéncia € em major quantidade nas plantacbes de soja. A tradugdo da

nomenciatura dos agrotdxicos foi realizada conforme Abakerli ef al., (2003).
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2.5.1 - IMAZETAPIR

4+ Formuia Esfrutural:

CH;CH3

+ Nome Quimico:

(£)-2-[4,5-diidro-4-metil-4-(1-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il}-5-etil-3-piridina

acido carboxilico

¢ Numero no CAS: 81335-77-5

+ Classe: Herbicida aplicado em pos-emergéncia nas plantas infestantes da

cultura da soja.

+ Classe Toxicologica: Classe Il — Medianamente toxico

¢ pKa: pKas= 2,1 e pKay= 3,9

+ Nome Comercial: Dinamaz WG®, Pivot®, Vezir®

2.5.2 - IMAZAQUIM

+ Formula Estrutural:

(H3C)oHC

+ Nome Quimico:

(+)-2-[4,5-diidro-4-metil-4-(1-metiletil)-5-oxo-1H-imidazol-2-il]-5-etil-3-quinclina

acido carboxilico

+ Numero no CAS: 81335-37-7

N
™~
P

+ Classe: Herbicida aplicado em pré-emergéncia nas plantas infestantes da

cultura da soja.

+ Classe Toxicolagica: Classe Il — Medianamente {dxico

+ pKa: 3,8

+ Nome Comercial: Scepter®, Topgan®
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2.5.3 - METSULFURCOM- METIL

+ Formula Estrutural:

CO,CH; OCH;
N
SOzNHCONH—</ \N
=
CHgy
+ Nome Quimico:
2-[ [ [ [(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazina-2-ifjamino  Jcarbonil Jamino Jsulfonil ]

benzoato de metila
+ NUimero no CAS; 74223-64-8

+ Classe: Herbicida aplicado em pods-emergéncia nas plantas infestantes da

cultura da soja.
+ Classe Toxicoldgica: Classe |1l — Medianamente toxico
+ pKa: 3,3

+ Nome Comercial: Ally®

2,54 - CARBOXIM

" ¢ Formula Estruturat:

(o CH,
S CONH—Q

5,6-diidro-2-metil-1,4-oxati-ina-3-carboxianilida
+ Numero no CAS: 5234-68-4

+ Classe: Fungicida aplicado nas sementes

+ Nome Quimico:

+ Classe Toxicologica: Classe [l - Medianamente toxico
+ pKa: <0,5

+ Nome Comercial; Vitavax®
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2.5.5 - CLORIMUROM - ETIL

+ Formula Estrutural:

CO,CHLCH, cl

S0O,NH CONH—<
>

CH,

+ Nome Quimico:

2-[ [ [ [(4-cloro-8-metoxi-2-pirimidinilyamino Jcarbonil Jamino Jsulfonil ] benzoato de

etila
4+ NUmero no CAS: 90982-32-4

+ Classe: Herbicida aplicado em pds-emergéncia nas plantas infestantes na

cuitura da soja.
+ Classe Toxicoldgica: HlI — Medianamente tdxico
¢+ pKa: 4,2

+ Nome Comercial: Clorimurom Etit Técnico®, Clorimurom Etil Técnico Nortox®,

Clorimurom-Etil Técnico LDA®

2.5.6 - TEBUCONAZOQL

¢ Formula Estrutural:
OoH

|
CI@CHz—CHQ—?—C{CH3)3

HZ(;J
N

Y
\J

+ Nome Quimico:

(1)-o-[2-{4-clorofenil)etil ]-o-(1,1-dimetiletil)-1H-1,2,4-triazol-1-etanol
+ Numero no CAS: 107534-26-3

+ Classe: Fungicida aplicado nas folhas da soja

+ Classe Toxicoldgica: IV — Pouco téxico

+ pKa: nao fornecido

+ Nome Comercial: Folicur Técnico®, Orius Técnico®
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3 - OBJETIVOS

Em vista da importancia da culfura da soja no Brasil, principalmente,
como produto de exportagao e pela auséncia de metodologias analiticas na
literatura, para a determinagéo de agrotdxicos em graos de soja, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver e validar um método para a determina¢@o dos principais
agrotéxicos usados nas lavouras de soja, empregando a dispersdo da matriz em
fase sdlida, seguida de clean-up para o preparc da amostra e CLAE-DAD para a

determinagao quantitativa.
Para alcancar estes objetivos as seguintes metas foram delineadas:
+ selecionar os principais agrotéxicos utilizados nas plantacdes de soja;
+ otimizar as condi¢cdes de separa¢2o dos agrotdxicos;
+ otimizar a meiodologia de extragéo no preparo de amostra;
+ validar o metodo;

+ analisar amostras provenientes de uma cultura de soja.
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4 - EXPERIMENTAL

4.1 - MATERIAIS

4.1.1 - REAGENTES, SOLVENTES E SORVENTES

¢ Acetonitrila Grau HPLC, Tedia (Rio de Janeiro, Brasil);

+ Acetato de Etila Grau Pesticida, Tedia (Rio de Janeiro, Brasil);

+ Diclorometano Grau HPLC, Merck (Darmstadt, Alemanha);

+ Metanol Grau HPLC, Tedia (Rio de Janeiro, Brasil);

+ Acetona PA, Synth (Sao Paulo, Brasil);

+ Agua Milli Q (Millipore, Sao Paulo, Brasil);

+ Acido Fosférico 10%, Mallinckrodt {Printed, México);

¢ Imazetapir (89%), Chem Service (West Chester, PA, USA);

¢ Imazaquim (89%), Chem Service (West Chester, PA, USA);

+ Metsulfurom-metil (98%), Chem Service (West Chester, PA, USA);
| ¢+ Carboxim (99%), Chem Service (West Chester, PA, USA);

+ Clorimurom-etil (89%), Chem Service (West Chester, PA, USA),

¢ Tebuconazol (98%}), Chem Service (West Chester, PA, USA);

+ Silica (35-70 um, 6 nm didmetro de poro)(Acros Organics, Bélgica);
+ Florisif (70-150 um) (Acros Organics, Belgica);

¢ Cartuchos de SPE: C18 (Supelclean LC-18, 500 mg), C8 (Supelclean Envi-8,
500 mg), Supelco (Bellafonte, PA, USA), DVB (estireno divinilbbenzeno) (OASIS
HLB 3 mL), Waters (Milford, MASS, USA), Alumina (100-200 mesh) (BIO RAD,
Califérnia, USA);

¢+ Soja (Mae Terra) adquirida no supermercado Pac de Aglcar — Campinas/SP.,
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4.1.2 - EQUIPAMENTOS

+ Cromatégrafo a liquido marca Waters, composto por: duas bombas de alta
pressdo, reciproca, tipo pistao duplo, modelo 515; injetor Rheodyne, 7725i, com
alca amostradora de 10 pL; detector espectrofotométrico por arranjo de diodos,
caminho otico de 10 mm, modelo $96 e computador Digital Pentiun Il de 300
MHz, contendo software Mitienium instalado para aquisi¢do e tratamento dos

dados cromatograficos;

+ Coluna {150 x 4,6 mm) Phenomenex Synergi™ Fusion RP C18 (4 pm) com
grupo polar embutido;

+ Coluna de Guarda (4 x 3 mm) Phenomenex Synergi'™ Fusion-RP C18 (4 um)

com grupo polar embutido;

+ pH metro modelc DM-21 (Digimed, Sao Paule, Brasil);
4 SPE manifold a vacuo com 12 portas (Supelco),

4 Balanca Analitica CP225 Sartorius (Hexis, Brasil);

+ Agitador Magnético (Fisatom, Brasil);

+ Agitador de frasco MA 181 (Marconi, Brasil);

+ Sistema de filtrac&o de fase movel (Millipore, Brasil);
+ Ultra-som Thornton T14 (Merse, Brasil);

+ Liquidificador Britania;

+ Geladeira Electrolux;

+ Pipetas Eppendorif,

¢ Membrana Nylon 0,45 um {(Millipore, Brasil);

+ Filtros Millex 0,45 pm {(Millipore, Brasil);

+ Tubos de Extracéo (6 mL} Supelco;

+ Baldes Volumétricos (10 e 5mL);

+ Seringa de Vidro, Arti Glass ( Due Carrarre — l{alia);
¢ Tubos de Centrifuga,;

+ Almofariz e pistilo;
ii?:fcawwmm
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4.2 - DETERMINAGAO DAS CONDIGOES DE SEPARACAC DOS AGROTOXICOS

4.2.1 - PREPAROC DAS SOLUCOES ESTOQUE E DAS SOLUGOES DE TRABALHO

Foram preparadas solugdes estoque de 1000 mg L' de cada um dos
padroes dos agrotdxicos, todos dissolvidos em acetonitrila, solvente no qual os
agrotéxicos tém boa solubilidade. Estas solugdes permanecem estaveis por um

periodo de até 4 meses quando armazenadas adequadamente, ao abrigo de luz

e refrigeradas a 4 °C.

A partir dessa solugao foram feitas as diluigdes em concentragdes
adequadas para preparar as solugbes de trabalho para a construgéo das curvas
analiticas. Estas solucdes, principalmente as mais diluidas, permanecem estaveis

por um periodc de sete dias, armazenadas adequadamente, ac abrigo de luz e

refrigeradas a 4 °C.

4.2.2 - PREPARO DA FASE MOVEL

Os solvenies da fase movel, tanto organico como a agua, passaram pelo
mesmo processo de preparacdo: filtragdo em um sistema apropriado a vacuo
empregando membranas de 0,45 nm, seguida de desgaseificacdo por 10 minutos

em banho simultaneo de ulira-som e vacuo.

Para a preparagao da agua com pH ajustado, utilizou-se uma solugdo de
acido fosférico 10% e o pH metro previamente calibrado com solugdes tampdes
depH4e7.

A fase orgénica empregada foi acetonitrila e a fase aquosa foi dgua Milli
Q sem modificacdo de pH e agua Milli Qa pH 2,5; 3,0 ¢ 4,0.

1o
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4.2.3 - DETERMINAGAO DAS CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

Para a separacdo cromatografica dos agrotdxicos estudados, foram
testadas as seguintes condigdes:

A — Modo I[socratico: composicdes de fase movel (acetonitrila:dgua),
(acetonitrila:agua pH 3,0) e (acetonitrila;agua pH 4,0); nas vazdes de 0,4, 0,5, 0,6
e 0,8 mL min. As misturas dos solventes a serem utilizados como FM foram
realizadas no cromatégrafo a liquido.

B - Modo Gradiente: composicdes de fase moével (acetonitrila;agua pH 3,0 e
2,5) conforme programacao de diferenies gradientes {lineares, céncavos e

convexos) desenvolvidos e testados.

4.2.4 - CONFIRMAGAO DOS AGROTOXICOS

Apods definidas as condigbes cromatograficas de separagao, foi realizada
a confirmacdo de cada um dos agrotéxicos. Para isso, cada agrotoxico foi
injetado separadamente e seu tempo de retengéo (tr) foi comparado ao tempo de
retengao obfido na mistura, e também foi comparade o espectro de absorgao no
UV fornecido pelo detector por arranjo de diodos.

4.2.5 - ESCOLHA DO COMPRIMENTQ DE ONDA DE TRABALHO

Através do espectro de absorcao no UV pode-se determinar o
comprimento de onda de absorgdo maxima de cada agrotéxico. Como os
comprimentos de onda de absor¢do maxima dos agrotéxicos em estudo variam
de 208,92 a 254 nm foi esceolhido um comprimento de onda intermediario, no qual
todos os compostos apresentam absorvancia, para a apresentacao do
cromatograma da separacéo (221 nm) e as demais medidas foram realizadas no
comprimento de onda de absorg&o maxima de cada composto.
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4.3 — CURVA ANALITICA

4.3.1 - PADRONIZAGCAO EXTERNA SEM SUPERPOSICAO DA MATRIZ

As curvas analiticas foram obtidas na faixa de concentragdo dos
agrotoxicos (80 a 2400 ug L™, a partir da injecdo, no sistema cromatografico, dos
padrdes puros, em seis niveis de concentracdo e em triplicata. As curvas foram
construidas com auxilio do programa Origin 6.1, o qual forneceu ¢ coeficiente de

correlacéo (r) € os coeficientes de regresséo.

4.3.2 - PADRONIZAGAO EXTERNA COM SUPERPOSICAQ DA MATRIZ

As curvas analificas foram obtidas na faixa de concentragdo dos
agrotdxicos (80 a 2400 ug L"), a partir da adicao dos agrotéxicos, em seis niveis
de concentragac, na matriz isenta dessas substéncias, e posterior injecdo, em
triplicata, no sistema cromatografico. As curvas foram construidas com auxilio do

programa Origin 6.1, o qual forneceu o coeficiente de correlagdo (r) e os

coeficientes de regressao.

4.4 - AMOSTRA DE SOJA

4.4.1 - PROVENIENTE DE SOJA ORGANICA

Denomina-se amostra festemunha uma amostra que nao tenha sido
submetida ao tratamento com o ingrediente ativo que sera determinado (GARP,
1999). Em vista disso, foi utilizada como amostra testemunha, a soja organica.

A soja foi ftriturada em um liquidificador por 5 minutos para formar
granulos homogéneos e poder ser empregada no procedimento de extragao.
Uma porgde da amostra testemunha foi adicionada de quantidades conhecidas
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dos agrotéxicos estudados, denominada de amosira forlificada, € foi empregada

no desenvolvimento da metodologia de extracao e de quantificagéo.

4.4.2 - PROVENIENTE DE UMA PLANTACAO DE SOJA

As amostras de soja analisadas para a determinagao de possiveis
residuos de agrotéxicos foram fornecidas pela COTRISOJA — Cooperativa
Triticola Taperense Ltda, localizada no municipio de Tapera — RS, e s&o de duas
variedades diferentes: CD - 205 e CD - 213. O processo de frituragao foi
semelhante ao da amostra testemunha.

4.5 - METODOLOGIA DE EXTRACAO

Para o desenvolvimente e a ofimizacdo da metodologia de extragao,
usando a dispersao da matriz em fase solida, foram realizados diferentes testes
para cbterem-se resultados satisfatorios, tanto em termos de recuperagéo quanto
em quantidade de interferentes.

Depois de estudadas e avaliadas as principais varidveis da metodologia:
solvente orgdnico, sorvente de dispers&o, tempo de dispersdo, tempo de
homogeneizagdo, tempo de interagcdo apds homaogeneizagdo e sorvente para

clean-up, a metodologia foi definida.

4.6 — VALIDAGAO DA METODOLOGIA

Definidas as melhores condicbes de separacao dos agrotdxicos e a
metodologia de extragao, foi feita a validacdo do métedo, seguindo os parametros

analiticos, descrifos na secéo 2.4.1.
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4.7 — ANALISE DE AMOSTRAS PROVENIENTES DE UMA CULTURA DE SOJA

Apés a validacdo da metodologia foram analisadas duas amostras de
soja de variedades diferentes (CD-205 e CD-213) para a avaliagd&o do meétodo
desenvolvidoe quando aplicado as amostras provenientes de lavouras nas quais
se utilizam agrotoxicos.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - DETERMINAGAO DAS CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

No desenvolvimento das condi¢bes cromatogréaficas para a separagdo
dos agrotdxicos, buscou-se o uso das condigdes mais simples, ou seja, fase
movel sem ajuste do'pH e eluicdo isocratica. Porém, estas condicbes nao
propiciaram a separac¢ao, devido a baixa ou nula retengdo dos compostos na
coluna cromatografica. isto esté associado as caracteristicas acidas (pKa entre
0,5 e 4) apresentadas pelos agrotdxicos, que, em contato com a fase movel,
permanecem na forma dissociada, tendo pouca interacio com a fase

estacionaria.

Desta forma, passou-se a frabalhar com fase moével na qual a fase
aquosa foi modificada, com o uso de acido fosforico, a diferentes pH (2,5, 3e 4) e
eluicdo isocratica. Com essas alteracdes, 0s compostos passaram a apresentar
retencdo na coluna cromatografica, mas a eluicdo isocratica nao forneceu
resolugéo satisfatéria entre os agrotéxicos estudados. O aumento da retencioc e a
maior interagdo dos compostos com a fase estacionaria estdo associadas a
supressao idnica da dissociagdo dos agrotoxicos, causada pelo uso de fase

movel acidificada.

O 4cido fosférico foi escolhide, por ser um acido que apresenta uma
baixa absor¢do na regiao do UV, por ser acido inorganico e, alem disso, por ser

mais forte que o acido acético, que também poderia ter sido utilizado.

A vazdo de trabalho de 05 mL min" foi determinada devido a
necessidade de aumentar o tempo de retengdo do primeiro composto da mistura,
a fim, de se obter um intervalo no inicio do cromatograma para a eluicdo dos

possiveis interferentes provenientes da matriz.

Assim, otimizaram-se as condigcdes de separacdo usando fase movel
acetonitrila:agua (acidificada a pH 3,0 com acido fosférico), vazao 0,5 mL min™,
eluicdo por gradiente, com a seguinte programacgao: 0 min — 30:70; 10 min —
40:60; 13 min — 55:45; 15 min — 70:30; 17 min — 70:30; 18 min — 60:40; 20 min —
50:50; 22 min = 30:70; 28 min — 30:70. Coluna C18 com grupo polar embutido,
Phenomenex Synergi™ Fusion-RP, de 150 x 4,6 mm, tamanho de particula de 4
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um; coluna de guarda com grupo polar embutido, Phenomenex Synergi™ Fusion-
RP, de 4 x 3 mm, tamanho de particula de 4 uym; detecgdo por arranjo de diodos
a 221 nm para o registro do cromatograma contendo os picos de todos os

agrotoxicos.

O cromatograma apresentado na Figura 4 mostra que se conseguiu uma
boa separacdo dos agrotéxicos estudados, em um bom tempo de andlise.
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Figura 4 - Cromatograma da separacdo dos agrotéxicos: 1 — Imazetapir, 2 —
Imazaquim, 3 — Metsulfurom-metil, 4 — Carboxim, 5 ~ Clorimurom-etil e 6 —
Tebuconazol a partir de uma solugdo padrdo de 10 pg g'. Condigdes
cromatograficas: FM: acetonitrila:agua (acidificada a pH 3,0 com acido fosforico),
vazio 0,5 mL min™, eluicao por gradiente, com a seguinte programaczo: 0 min —
30:70; 10 min — 40:60; 13 min — 55:45; 15 min - 70:30; 17 min — 70:30; 18 min -
60:40; 20 min — 50:50; 22 min — 30:70; 28 min — 30:70. Coluna C18 com grupo
polar embutido, Phenomenex Synergi'™ Fusion-RP, de 150 x 4,6 mm, tamanho
de particula de 4 ym e coluna de guarda com grupo polar embutido, Phenomenex
Synergi™ Fusion-RP, de 4 x 3 mm, tamanho de particula de 4 pm, detecgao por
arranjo de diodos a 221 nm.
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5.2 - CONFIRMAGAO DOS AGROTOXICOS

Na Figura 5 sdo mostrados os cromatogramas dos agrotdxicos injetados

separadamente, nas mesmas condi¢gdes cromatograficas descritas na Figura 4, e

os espectros de absorgao no UV, que forneceram os comprimentos de onda de

abhsor¢ao maxima de cada um dos agrotéxicos.

Imazetapir
tr=12.3 mim

imazaquim
tr = 18,0 min

N S ——

Metsulfurom-metil
" =174 min

Absorvancia

Resposta do Detector

Carboxim
tr = 18,2 min

Clorimurom-etil
io =229 min

____w____,._,_//—\

Tebuconazot
tr=23.8 min

e e

hméx 215 nm
7\
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‘\Jfl ‘Rﬁ"_
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\\//\ ?&ma’x 215 nm
\\'x
\
\ lméx 221 nm
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}f\
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Figura 5 - Cromatogramas individuais dos agrotoxicos na concentrag@o de 10 pg

g‘1, com o sel tempo de retencao e seu respectivo espectro de absorgao no UV.

Condi¢des cromatograficas semelhantes a Figura 4.
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5.3 — OTIMIZAGAO DA METODOLOGIA DE EXTRAGAO

Um método de extracao satisfatorio, com bons resuitados de recuperacéo

e reduzida quantidade de interferentes, foi obtido apds a otimizagdo de algumas
variaveis.

5.3.1 — SORVENTE DE DISPERSAQ

A escolha do sorvente de disperséo recai na polaridade do analito e na
natureza da matriz. Para o isolamenfo de analitos mais polares usa-se
comumente sorventes polares € para 0s menos polares, sorvenies de menor
polaridade. Além disso, o sorvente, deve propiciar o rompimento, a disperséo e a
retenc@o dos compostos. Desta forma, neste trabatho, foi usado como sorvente
dispersante a silica ativada a 140 °C durante 12 horas, considerando-se as
caracteristicas da matriz e dos compostos em estudo. Foram tamhém realizados
testes Utilizando-se como sorvente dispersante C18, mas os compostos

apresentaram pouca ou nenhuma retengéo nesse material.

5.3.2 - QUANTIDADE DE SORVENTE E AMOSTRA

Quando se trabatha com amostras sdlidas, geralmente, procura-se
ofimizar uma metodologia que utilize pequenas guantidades de amostra, para
evitar o uso de grandes quantidades de solventes e sorventes no processo da
extragao. Paralelamente, o fator de concentrag@o da metodologia de extragao
depende da quantidade de amostra empregada. Baseado nesses fatores definiu-

se como 1 g a quaniidade de amostra a ser usada.

Na dispersdo da matriz em fase sélida, usam-se, tipicamente, proporgoes
de amostra:sorvente de 1:1, 1.2, 1:3 e 1:4, Definida a quantidade de amostra, foi
avaliada a propor¢ao amostra:sorvente, em busca da melhor condicéo, ou seja, a
proporgéo de sorvenie suficiente para promover o rompimento, a dispers@o e a
retencio dos compostos e que necessita-se de um pequeno volume de solventes
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de eluigdo. Tomando-se esses fatores como base, 1:2 foi a melhor propor¢ac
avaliada, em termos de porcentagem de recuperagdo e quantidade de
interferentes extraidos, para a amostra de soja.

5.3.3 - TEMPOS DE INTERACAOQ

5.3.3.1 - TEMPO DE INTERAGAO DOS AGROTOXICOS COM A AMOSTRA

A amostra de soja (1 g) foi fortificada com 1 mL de uma solugdo padrao
dos agrotdxicos de concentragao conhecida. Esse volume foi escothido, por ser
suficiente para umedecer toda amostra. Apés, fol estudado o tempo necessario
para a interacdo dos agroiéxicos com a soja e a completa evaporagdo do
solvente, a fim de se obter a soja completamente seca. O tempo necessario foi
de 1 hora, colocando-se a amostra na capela com um bom fluxo de ar.

5.3.3.2 —- TEMPO DE DISPERSAO

A mistura amostra+sorvente foi transferida para um almofariz de vidro, no
qual, com auxilio de um pistilo, foram realizados movimentos circulares e
uniformes visando a homogeneizacao completa, a reprodutibilidade, bem como a
dispersdo dos agrotdxicos. Foram estudados fempos de 5 & 10 minutos.
Verificou-se, visualmente e através dos valores de recuperacao, que 10 minutos

foi o tempo suficiente para a completa disperséc da soja na silica.

5.3.3.3 - TEMPO DE INTERAGAO APOS A DISPERSAQ

Apds a etapa de dispersdo, avaliou-s€ o tempo necessario para que
ocorresse a completa migragéo dos compostos para a silica antes da etapa de
eluigdo. Foram avaliados intervalos de tempos de 10 a 50 minutos, analisando os

resultados de recuperacgéao. Verificou-se que, em intervalos de tempos superiores
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a 30 minutos, de um modo geral, ndo houve aumento nos valores de recuperacéo
(Figura 6). Assim, ficou definido como 30 minutos o tempo de interacao ideal
apoés a dispersao.

—m— Imazetapir
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Figura 6 - Variacéo da porcentagem de recuperagao com o tempo de interagao
dos agrotdxicos com a silica, apés a dispersao.

5.3.4 - SORVENTES PARA CLEAN-UP

A necessidade de acrescentar uma etapa de clean-up, denominada de
co-coluna, surgiu devido ao grande nimero de interferentes extraidos na etapa
de extragdo, em funcdo da complexidade da matriz, que apresenta uma alta
quantidade de gordura. Para reduzir o efeito da matriz e tornar os cromatogramas
mais limpos, foram testados diferentes sorventes para serem usados como co-
coluna.

Conforme trabalhos j& publicados e descritos anteriormente, diversos
sorventes sao usados na etapa de clean-up e os resultados apresentados,
mesmo bastante satisfatérios, geralmente ndo séo aplicaveis para uma amostra
similar, porque uma pequena alteracdo na composi¢cao dessas amostras resulta,
por exemplo, na co-eluicdo de interferentes novos e com diferentes intensidades.

Sem referéncias para a escolha do sorvente de clean-up, foram testados
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Figura 11 - Curvas analiticas dos agrotéxicos estudados obtidas para a

padronizacéo externa sem superposicdo da matriz e para padronizagao externa

com superposicao da matriz.
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sorventes com diferentes propriedades fisicas e quimicas. O primeiro teste fol
realizado empregando o Florisil como co-coluna, mas o0s resultados mostraram a
pouca eficiéncia desse sorvente para a amostra de soja, uma vez gue poucos
interferentes foram eliminados € somente alguns reduzidos. Em seguida, foram
realizados testes empregando C18 e CB como sorvente de clean-up, e estes,
apresentaram um desempenho muito similar e bastante satisfatorio na reducao
dos interferenies, mas em termos de comparagdo, o C8 apresentou uma
gficiéncia um pouco maior na remog¢ao dos interferentes, com picos menos
intensos e, desta forma, foi escolhido como sorvente de clean-up. Foram
realizados festes também empregando estireno divinil benzeno (DVB) e alumina
como sorventes de clean-up, mas ambos nao foram eficientes na remocéo dos
interferentes.

A guantidade de sorvente empregada para o clean-up foi de 0,5 g. Essa

quantidade € comumente empregada na literatura, indiferente da proporgéo
amostra/sorvente.

Os cromatogramas obtidos sem a etapa de clean-up e com a etapa de
clean-up utilizando Florisil € C8 estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 - Cromatogramas das amostras testemunha eluidas sem o uso de co-
coluna € com co-cofuna de Florisii e C8 a 221 nm. Condigbes cromatograficas

semelhantes & Figura 4.

5.3.5 —- SOLVENTES PARA ELUICAO

Nesta etapa, foram avaliados solventes de diferentes polaridades, a fim
de selecionar o de maior capacidade de remocao ou eluigdo dos agrotéxicos do

sorvente e, conseqlentemente, obter bons resultados de recuperagéo.

Os solventes iestados foram: acetonitrila, diclorometano, metanol e
acetato de etila. Ainda nesta etapa, foi avaliada a quantidade de solvente

necessaria para a completa eluicado dos agrotéxicos da amostra.

Os resultados mais significativos obtidos com o uso individual desses
solventes, ou combinados, estdo apresentados na Figura 8. Estes resuliados
mostram que o acetato de etila &€ mais eficiente que a acetonitrila para a eluigao

dos compostos em estudo e que, o aumento da quantidade de solvente de 15 mL
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para 20 mlL provoca um aumento significativo na recuperacio dos compostos.
Devido aos resultados ainda ndo satisfatérios para ¢ imazaquim, optou-se por
acrescentar uma porgac de um solvenie mais polar que o acetato de etila, ¢
metano!l, que se mostrou muito eficiente, aumentando a recuperagdo em
aproximadamente 30 %. Desta forma, ficou definido como solventes de eluicao 4
por¢des de 5 mL de acetato de etila + 1 porcé@o de 5 mL de metano!.

‘120J ----------------------------

B Acetonitrila (3 x 5 mL)
} Acetato de Efila (3 x5 ml)

100

80 -

Recuperacéo (%)
(a3
=
1

204
0. : '
IMZT MZQ METS CARB CLCR TEBU
Agrotoxicos
Acetato de Etila (3 x 5 mL)
140 4 Acetato de Efila (4 x 5 mL)
Acetato de Etdila (4 x 5 mL) + Metanol (1 x5 mL)
120 e
100
;\é“ E
o 804
o
& ]
o
o 60
(=1
3
3
or 40+
204
o4

IMZT IMZQ METS CARE CLOR TEBU
Agrotoxicos

Figura 8 - Recuperagbes dos agrotoxicos em estudo obtidas com diferentes

solventes de eluigdo (n=2) durante a etapa de otimizagao.
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5.3.6 - METODO DE EXTRAGAO OTIMIZADO

Apos os estudos realizados definiu-se o seguinte método de extragao dos
agrotoxicos da soja: pesa-se 1 g de uma amostra de soja triturada e isenta de
agrotdxicos em um almofariz de vidro e foriifica-se com 1 mL de uma solugao
padrio dos agrotoxicos em concentragdo conhecida. A amostra fortificada é
deixada na capela durante 60 minutos para a interagdo dos agrotdxicos com a
soja € para a total evaporagéo do solvente. Em seguida, adiciona-se a amostra 2
g de silica (ativada a 140 °C por 12 horas) e homogeneiza-se com um pistilo de
vidro, durante 10 minutos. Em seguida, a amostra+silica € transferida para um
tubo de seringa de 6 mL contendo 0,5 g de C8, confeccionando-se um cartucho
similar aos cartuchos de EFS. Et‘ui-se com 4 porgdes de 5 mL de acetato de etila
e 1 porgac de 5 mL de metanol, sob vacuo, em um manifold, a uma vazéo de 1
mL min". O extrato & evaporado até secura com Nz € apos ressuspendidc em
500 pL de acetonitrila € filtrado com filtro Millex de 0,45 pm para posterior injegéao

no sistema cromatografico.

O mesmo procedimento foi realizadoc com uma amostra de soja

testemunha, para identificagdo dos compostos interferentes provenientes da

matriz.

Este procedimento foi realizado também com uma amostra preparada da
mesma forma, excluindc a matriz e as substancias testes, denominada de branco
ou amosfra branco para verificar os interferentes provenientes dos solventes,
vidraria, reagentes e etc. (GARP, 1999). Na Figura 9 estao ilustrados os
cromatogramas obfidos nos comprimentos de onda maximos de cada composfo,
em uma escala bem maior em relagéo a escala dos cromatogramas da Figura 10,
para que estes interferentes pudessem ser visualizados. Analisando-se os
cromatogramas da Figura 9 pode-se observar a presenga de dois interferentes
{tir=12,1 min e tr=16,4 min) sendo que apenas o primeiro elui proximo a de um
dos compostos de interesse, o imazetapir (1r=12,3 min). Mesmo presentes, sao
interferentes de baixa intensidade, de forma que ndo chegam a afetar as andlises

de maneira significativa.

Na Figura 10 est8o ilustrados os cromatogramas obtidos a partir da
metodologia otimizada para as amostras testemunhas e fortificadas, nos

comprimentos de onda maximos de cada composto. Analisando as Figuras 9 e
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10 verifica-se que o interferente que elui no mesmo tempo de retengdo do
imazetapir € proveniente principaimente da amostra testemunha com uma
pequena contribuigdo do branco, e o interferente que elui no mesmo tempo de

retencdo do metsulfurom e oriundo somente da amostra testemunha.

215 nm
tr= 12,1 min )
tr= 16,4 min
*
J L}/‘\_\
254 nm
S
5 *
€O
B\
=]
[
B
=]
o
& * 225 nm
+ /Jl\
221 nm
L 0 N
f\.\_ m

5 - 10 15 20 25
Tempo {min)

Figura 9 - Cromatogramas das amostras branco, nos comprimentos de onda
maximos de cada composto. Condigdes cromatograficas semelhantes a Figura 4,

com menor atenuagao do detector.
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Figura 10 - Cromatogramas das amostras testemunha e de soja fortificada (2 ug
o) obtidas apds a otimizagio da metodologia de extracéo. Identificacgo: 1 —
Imazetapir, 2 — Carboxim, 3 — Clorimurom-¢til, 4 — Imazaquim, 5 — Metsulfurom-
metil e 6 — Tebuconazol. Condigoes cromatograficas semelhantes a Figura 4.

5.4 - VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.4.1 - SELETIVIDADE

Quando se trabalha com o desenvolvimento de metodologia que envolve
a separagao de varios compostes, como em meétodos multirresiduos, pode-se
afirmar gue o método é seletivo quando nao ha sobreposicdo de picos ou co-
eluicdo de interferentes com ¢ composto de interesse. Comparando-se a amostra

testemunha com a amostra fortificada, pode-se afirmar que a metodologia
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desenvolvida para a separagac dos seis agrotdxicos € seletiva somente para
quatro compostos, que se apresentam bem resolvidos enquanto que o imazetapir
e o metsulfurom-metil fiveram interferentes sendo co-eluidos nos seus
respectivos tempos de retencéo.

Além da comparacdo entre amostra testemunha e amostra fortificada, a
seletividade pode ser avaliada pela pureza do pico cromatografico, ou seja,
comparando-se o espectro de absor¢io no UV do pico obtido para o padrao puro
com o espectro de absorgdo na UV obtido no inicio, no meio e no fim do pico
cromatografico da amostra. Essa comparagdo foi realizada e os resultados
obtidos confirmaram a seletividade para apenas quatro dos compostos
analisados (imazaqguim, carboxim, clorimurom-eiil e tebuconazol), enquanto que
para 0 imazetapir apenas o espectro no ponto central do pico cromatogréafico
correspeondeu ao espectro do padrao puro € para o metsulfurom-metil, em todos
pontos do pico cromatografico, o espectro nao foi correspondente ac espectro do
padrao puro.

5.4.2 — LINEARIDADE, FAIXA LINEAR, LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE
QUANTIFICACAO

A partir da construgdo das curvas analiticas, foram obtidas as equagdes

da reta e os coeficientes de correlagdo (r) para cada um dos agrotéxicos em

estudo. Foram construidas curvas analiticas a partir da injecdo dos padrbes
pures, ou seja, padronizagdo externa sem a superposi¢ao da matriz e a partir da
adicdo dos padrdes no exfrato da matriz, ou seja, padronizagdo externa com
superposicdo da matriz. Na Figura 11, estéo apresentadas as curvas analiticas
obtidas, nas quais, se pode verificar que as retas nao se apresentaram paralelas
para nenhum dos compostos, indicando assim, & importancia no processo de
validacdo do método, do uso da superposicéo da matriz para a quantificagéo dos
agrotéxicos extraidos, para corrigic os efeitos da matriz provocados pelos
interferentes co-extraidos. Os resultados obtidos a partir da construgdo das
curvas analiticas estdo apreseniados na Tabela 4 e mostram que todos os
coeficientes de correlacdo sao superiores a 0,90. Desta forma, confirmam a
linearidade do método, estando de acordo com as normas do INMETRO (2003).
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Estdo também apresentados os valores exiremos obtidos para os residuos, 0s
demais valores estdo distribuidos nessa faixa de forma aleatéria, e a partir deles
pode-se confirmar a baixa dispersdo dos resultados e mostrar que os residuos

nao apresentaram nenhuma tendéncia, validando as curvas obtidas.

A faixa linear obtida & satisfatéria, uma vez que abrange todas as
concentracdes de irabalho e esta apresentada na Tabela 5.

Os limites de detecgdo e quantificac&o foram obtidos através do metodo
da razao sinal-ruido 3:1 e 10:1, respectivamente, e os valores estdo mosirados
na Tabela 5. Os valores de LDE e LQE mostram que os compostos t&ém boa
detectabilidade no sistema cromatografico. Levando-se em consideragac que na
etapa de extracdo os agrotéxicos foram concenirados duas vezes, os valores de
.QM foram satisfatorios para a andlise destes agrotdxicos em graos de soja,

pois, atendem os limites maximos de residuos impostos pela legislagdo.
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Tabela 4 - Pardmetros das curvas analiticas para os agrotoxicos por
padronizagéo externa sem e com superposicao da matriz.

Sem superposigio da matriz Com superposigdo da matriz
] Equagio da Linearidade Residuos Equagac da Linearidade Residups
Agrotoxico reta () {re} reta {n {rs}
IMZT ¥ =-3849 + 99x 0,896 -G8 & +48 y = 2574 + 53x 0,970 -155 42 +125
IMZQ =-874 + 70x 0,848 -22 4 +27 y = -840 + G1x 0,984 -107 & +99
METS y =306 + 104x 0,998 -27a+10  y=-3604 +68x 0,882 -153 & +162
CARB y =986 + 75x 0,902 -57 & +67 v = 586 + 46x 0,898 -111 &+186
CLOR y =-3078 + 54x 0,999 -74 & +61 y=51+21x 0,965 -197 a4 +124
TEBU y = -3867 + 55x 0,908 -43 a 160 y =-3385+ 35x 0,997 =77 4 +136

Tabela 5 — Faixa linear, limites de deteccdo e quantificacdc do equipamento e do

método desenvelvido com superposicdo da matriz.

Agrotoxico Faixa Linear (pgL’) LDE(sgl") LQE(ugL”) LOM* (ugL”) LMR(pglL™

(MZT 80-1200 25 80 40 100
IMZQ 100-1500 32 100 50 50
METS 140-2100 40 140 70 -
CARB 140-2100 40 140 70 200
CLOR 100-1500 30 100 50 50
TEBU 160-2400 46 160 80 100

* fator de concentragdo = 2

5.4.3 — EXATIDAO E PRECISAQO

A exatiddo da metodologia desenvolvida foi avaliada a partir de ensaios
de recuperagao reaiizados em trés diferentes niveis de concentragac (1xLQ,2X%
LQ e 10 x LQ) e em triplicatas, somando nove determinagoes conforme sugerido
pela ICH, 1996 e ANVISA 2003. Esses resulfados se mostraram muito
safisfatérios, para os trés niveis de concentragao avaliados (Tabela 6), com
excecdo do metsulfurom-metil ¢ tebuconazol, que no primeiro nivel de fortificagao
apresentaram recuperagdes acima de 120 %. No caso do metsulfurom isso pode
ser explicado pela presenca de interferente no mesmo tempo de retengéo. A
literatura considera satisfatoria, recuperagGes entre 50 e 120 % para amostras

complexas (GARP, 1999}.
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Para os dois compostos gque apresentaram interferentes no mesmo
tempo de retencao (imazetapir e metsulfurom-metil), para o calculo dos valores
de recuperacao, foi descontada da drea obtida para a amostra fortificada a area
do interferente.

A precisdao foi avaliada em termos de repetitividade e precisao
intermedidria, também em irés diferentes niveis de concentragdo € em friplicata.
A repetitividade apresentada pelos composios livres de interferentes, imazaquim,
carboxim, clorimurom e tebuconazol foi muito boa, estando todas ahaixo de 15 %
ne segundo e terceiro niveis de concentragao avaliados e apresentando valores
um pouce acima para 0 imazaguim e clorimurom no primeiro nivel de
concentrac@o. Ja para os compostos que possuem interferentes co-eluidos no
seu tempo de retencdo, imazetapir e metsulfurom-metil, a repetitividade obtida
somente foi satisfatdria para o menor e o maior nivel de concentracdo do
metsulfurom, mostrando dessa forma, que a presenca de interferentes no mesmo
tempo de retencao prejudica a analise.

A precisao intermedaria foi avaliada realizando-se os ensaios em dias
diferentes para avaliar se a metodologia desenvolvida apresenta o mesmo
comportamento quando mudam algumas variaveis como femperatura, umidade,
fase movel entre outras. Os resultados obtidos para essas analises foram
adequados sendo que apenas os compostos que possuem interferentes co-
eluidos apresentaram um ceeficiente de variagdo acima de 15 %, comprovando
que a metodologia ndo € apenas repetitiva quando as analises sao realizadas no
mesmo dia, mas permanece constante mesmo com as mudanc¢as de algumas

variaveis.

Cabe ressaltar, que os resultados de recuperagdo e precisdo obtidos
nesse trabalho, quando comparados aos trabalhos citados na secao 2.3.1, que
envolvem a determinacgéo de agrotoxicos em matrizes complexas semelhantes a
soja, foram significativos, uma vez que, se conseguiu determinar todos os
compostos e so foram obtidos valores de recuperacéo fora da faixa aceitavel,
para dois compostos, sendo que um deles com interferente co-eluido, & mesmo

assim, apenas no menor nivel de concentragao.
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Tabela 6 - Resultados de recuperagao, repetitividade e preciséo infermediaria
para a metodologia desenvolvida.

Recuperagio {%) Repetitividade (% CV) Precisdo intermediaria (% CV)
Agrotéxico F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
IMZT 80 117 118 24 27 17 24 26 15
IMZQ 85 89 81 18 5 5 8 7 8
METS 231 114 g5 8 25 8 i4 24 14
CARB 110 108 115 4 15 3 3 7 8
CLOR 77 68 100 17 3 14 11 16 13
TEBU 180 120 110 5 9 5 5 <] 8

F1=1xLQE;F2=2xLQEeF3=10xLQE

5.4.4 - ROBUSTEZ

A metodologia desenvolvida pode ser considera robusta, por nao ter sido
afetada quando pequenas mudangas, como variagdo no pH da fase movel em +

0,03 e variagbes na temperatura da coiuna foram introduzidas.

5.5 — ANALISE DE AMOSTRAS PROVENIENTES DE UMA CULTURA DE SOJA

Nas amostras analisadas (CD-205 e CD-213) ndo foram detectados
residuos de nenhum dos agrotéxicos em estudo e a matriz teve o mesmo
comportamento apresentado pela amostra testemunha, como pode ser verificado
na Figura 12, na qual esta apresentado um cromatograma da amostra CD-205 e
um cromatograma dessa mesma amostra fortificada com 3 pg g‘1 dos

agrotoxicos, mostrando a eficiéncia do método desenvoivido.
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Figura 12 - Cromatogramas das amostras de soja {CD-205) sem fortificacdo (A}
e fortificada (B) com 3 pg g dos agrotéxicos, deteccdo a 221 nm. Condicbes
cromatograficas semelhantes a Figura 4. |dentificacdo dos agrotdxicos: 1 —
Imazetapir, 2 — Imazaquim, 3 — Metsulfurom-metil, 4 — Carboxim, 5 — Clorimurom-

etil e 6 — Tebuconazol.
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6 — CONCLUSOES

As condigbes cromatograficas de separacgdo otimizadas para os seis
agrotoxicos (imazetapir, imazaquim, metsulfurom-metil, carboxim, clorimurom-etil
e tebuconazol), fase moével acetfonitrila:dgua (acidificada a pH 3,0 com acido
fosforico), vazdo 0,5 mL min”, eluicdo por gradiente, com a seguinte
programacdo: 0 min — 30:70; 10 min — 40:60; 13 min — 55:45; 15 min — 70:30; 17
min — 70:30; 18 min — 60:40; 20 min — 50:50; 22 min — 30:70; 28 min — 30:70,
coluna C18 com grupo polar embutido, Phenomenex Synergi'™ Fusion-RP, de
150 x 4,6 mm, tamanho de particula de 4 ym; coluna de guarda C18 com grupo
polar embutido, Phenomenex Synergi™ Fusion-RP, de 4 x 3 mm, tamanho de
particula de 4 uym e deteccao por arranjo de diodos a 221 nm para o registro do
cromatograma contendo os picos de todos de todos agrotoxicos, permitiram uma

boa separacéo, em um tempo de analise de 25 min.

A DMFS € uma técnica de extragao que exige a otimizagdo de varias
variaveis e que o operador seja constante durante a etapa da dispersdo. Mas, por
outro lado, se mostrou uma técnica de extragdo rapida, simples e que requer
pequenas quantidades de solventes. Foi necessaria uma etapa de clean-up,
devido ao grande nimero de interferentes co-eluidos, que foram reduzidos com o
uso de uma co-coluna de C8. A eliminagao completa dos interferentes nao foi
alcangada devido a complexidade da matriz, mas pelos resultados obtidos na
validacdo, pode-se afirmar, que € possivel fazer-se a determinagéo do imazetapir
e do metsulfurom-metil mesmo com a presenca de interferentes, porém, a
quantificacéo segura desses compostos s6 € possivel, a partir do terceiro nivel de
quantificacdo, no qual os compostos apresentaram resultados satisfatorios de
recuperagao, repetitividade e precisao intermediaria. Portanto, considera-se esta
concentracdo como o limite de quantificacdo do metsulfurom-metii e do

imazetapir.

A validagdo da metodologia desenvolvida mostrou bons resultados de
recuperacéo para todos os agrotoxicos em estudo (50 — 120 %) com excegao
para o metsulfurom-metil e tebuconazol no primeiro nivel de concentragio;
precisdao < 15 %, com excecdo para o imazetapir e metsulfurom-metil nos
menores niveis de concentracio; boa linearidade, coeficiente de correlagéo > 0,9

e nenhuma tendéncia foi visualizada no grafico de residucs. O LQ obtido para o
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método permite que os LMR impostos pelas agéncias reguladores sejam
atingidos, com excecao do imazetapir, levando-se em consideragéo a presenga
de interferente.

As analises das amostras provenientes de uma plantagdo de soja nédo
apresentaram nenhuma contaminagao pelos agrotdxicos estudados e tiveram um

comportamento semelhante a amostra testemunha.

Em vista desses resultados, os objetivos delineados para esse trabalho
foram alcangados de forma satisfatdria, uma vez que o mefodo desenvolvido e
validado pode ser aplicado para a determinagéo dos agrotdxicos estudados em

graos de soja.
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