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RESUMO

Pesticidas podem potencialmente estar presentes na forma de residuos em alimentos
consumidos por bebés e criangas. Neste trabalho, o método QuEChERS citrato
modificado foi otimizado para a determinacdo de pesticidas de diversas classes em
alimentos processados e ultraprocessados a base de aveia, arroz, cevada, milho e trigo
utilizando UHPLC-MS/MS. Foram identificados um total de 12 diferentes compostos
em 10 amostras diferentes. Foram encontrados resultados positivos para tragos de
triclorfon em amostra de flocos finos de aveia, e tracos de carbofuran em amostra de
farinha de trigo 100% integral, dois pesticidas com registro proibido pela ANVISA no
Brasil.

Palavras-chave: LC-MS/MS, alimentos processados, residuos, pesticidas, QUEChERS



ABSTRACT

Pesticidas can potentially be present in the form of residues in food consumed by babies
and children. In this work, the modified QUEChERS citrate method was optimized for
the determination of pesticides of different classes in processed and ultra-processed
food based on oats, rice, barley, corn and wheat using UHPLC-MS/MS. A total of 12
different compounds were identified in 10 different samples. Positive results were found
for traces of trichlorfon in a sample of fine oat flakes, and traces of carbofuran in a
sample of 100% whole wheat flour, two pesticides prohibited by ANVISA in Brazil.

Keywords: LC-MS/MS, processed food, residues, pesticides, QUEChERS
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1. Introducao

Os alimentos possuem uma grande variedade de substincias quimicas e a
alimentacdo ¢ a principal via de exposi¢do a substancias potencialmente toxicas ao ser
humano, como, por exemplo, os pesticidas (Jardim & Caldas, 2009). Com o aumento da
demanda por alimentos e produtos agricolas, ha uma busca por tecnologias capazes de
aumentar o rendimento agropecuario, resultando em um aumento do uso de pesticidas
como defensivos agricolas (Barboza et al., 2018). Bebés e criangas compdem um grupo
de maior risco a exposi¢ao de residuos de pesticidas pelo consumo de alimentos,
principalmente processados e ultraprocessados a base de cereais (Caldas & Souza,
2000; Gonzalez-Curbelo et al. 2013)

Os pesticidas sdo substancias destinadas a prevenir, destruir ou controlar pragas,
incluindo vetores de doengas humanas ou animais, espécies de plantas ou animais que
causam danos ou interferem na produgdo, colheita, armazenamento, transporte ou
comercializacdo de alimentos, produtos agricolas, madeira, produtos de madeira ou
racdes para animais. Entre os pesticidas estdo os inseticidas, fungicidas e herbicidas,
regulador de crescimento, desfolhante, dessecante ou agente para desbastar frutas ou
prevenir a queda prematura de frutas, e também substancias aplicadas as plantagdes
antes ou depois da colheita a fim de postergar a deterioracao dos alimentos durante o
armazenamento ou transporte (Lei n° 14.785). Essas substancias compreendem uma
variedade de classes quimicas com grupos funcionais € mecanismos de acao diferentes
(Galli et al, 2006).

No Brasil, o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos (PARA) foi
criado em 2001 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o
monitoramento da concentragdo de pesticidas em alimentos. A ANVISA estabelece
valores de Limite Maximo de Residuos (LMR) para pesticidas em varios tipos de
alimentos de origem vegetal, porém o LMR para alimentos processados e
ultraprocessados sdo escassos e poucos sao monitorados pelo PARA (ANVISA, 2024;
PARA, 2024).

Com o uso dos pesticidas difundido na producao de alimentos, ¢ necessario o
desenvolvimento de técnicas analiticas sensiveis para o monitoramento de residuos. Por
se encontrarem em niveis muito baixos de concentracdo em alimentos processados e
ultraprocessados, € necessario realizar o tratamento prévio das amostras, sendo os
interferentes da matriz um frequente problema para a analise (Prestes et al., 2009;
Zeying et al., 2011).

O método de extracdo QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe) foi desenvolvido por Anastassiades et al. (2003), e desde entdo foi adaptado e
modificado para andlises de residuos de pesticidas em diversas matrizes (Prestes et al.,
2009). A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série
(LC-MS/MS) possui excelente eficiéncia em separagdo e alta sensibilidade e
seletividade de moléculas, permitindo a analise multirresiduos em matrizes complexas
(Chen, Cao & Liu, 2011), sendo a melhor escolha para substancias com baixa
volatilidade e/ou instabilidade térmica (Queiroz, Ferracini & Rosa, 2012).
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2.  Objetivos
2.1.  Objetivo geral

Otimizar um método analitico para a determinagao de residuos de pesticidas de
diversas classes em alimentos processados e ultraprocessados utilizando a cromatografia
liquida de ultra alta eficiéncia acoplada ao espectrOmetro de massas sequencial
(UHPLC-MS/MS).

2.2.  Objetivos especificos
e Otimizacdo dos parametros dos analitos no espectrometro de massas;

e Otimizar e validar o método QUEChERS para extracdo de residuos de pesticidas
em alimentos processados e ultraprocessados utilizando UHPLC-MS/MS;

e Preparo e extracdo das amostras de alimentos processados e ultraprocessados a
base de arroz, aveia, cevada, milho e trigo;

e Analise das amostras quanto a presenca de residuos de pesticidas de diversas
classes.

3. Referencial Teorico
3.1. Alimentos processados e ultraprocessados

O Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira do Ministério da Saude define
alimentos processados como alimentos que contém adi¢do de sal, aglicar ou outras
substancias de uso culindrio, como vinagre ou Oleos, em alimentos in natura ou
minimamente processados. Podem incluir técnicas de processamento como cozimento,
secagem, fermentacdo, enlatamento e uso de métodos de conservacdo como salga e
defumacdo, com objetivo de aumentar a durabilidade e/ou a palatabilidade do alimento
(Ministério da Saude, 2014).

Os alimentos ultraprocessados sdo definidos como aqueles que passaram por
varias etapas de técnicas de processamento (como extrusdo, moldagem e
pré-processamentos) e adicdo de ingredientes (aditivos alimentares) como substincias
de uso exclusivo industrial, sintetizadas em laboratérios e/ou de fontes organicas, como
petroleo e carvao, a fim de conferir maior durabilidade e caracteristicas organolépticas
agradaveis (Ministério da Saude, 2014). Métodos de processamento incluem secagem,
congelamento, moagem, enlatamento, adi¢ao de sal, acticar, gordura e/ou outros aditivos
como saborizantes, emulsificantes, corantes, conserva (salmoura ou vinagre),
fermentagdo, pasteurizacdo, embalamento, prensagem, centrifugacdo, refinamento,
extragcdo, mineragdo e engarrafamento (Ministério da Saude, 2021; UNC, 2021).

Os cereais t€ém grande importancia nutricional e econdmica. Entre os cereais,
arroz, trigo e milho sd3o os trés mais importantes. S3o fontes de nutrientes, como
vitaminas, minerais e carboidratos complexos (Boaretto & Natale, 2016). Os derivados
de cereais, como cereais infantis processados e farinhas, sio uma importante fonte de
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energia para a nutricdo de bebés e criangas pequenas (Gonzalez-Curbelo et al., 2013). O
alto consumo de alimentos a base de cereais pode ser uma fonte significativa de
exposicao diaria aos pesticidas (Caldas & Souza, 2000).

Preocupagdes especiais surgem em relagdo aos alimentos para bebés e criancas,
que consomem alimentos por quilo de peso corporal maior do que adultos. Por
possuirem fontes alimentares menos variadas e enzimas hepaticas imaturas, sao mais
vulneraveis a substancias toxicas (Yang et al., 2014).

3.2.  Agricultura e pesticidas

No Brasil e no mundo, utiliza-se um modelo agrario onde ha o uso intensivo de
tecnologias mecanizadas e de pesticidas como defensivos nas culturas agricolas
(Barboza et al., 2018).

Os pesticidas podem ser classificados com base em seu uso (como qual praga ¢
combatida), estdgio de vida da praga, grupo quimico, modo de entrada, modo de agdo
ou tipo de formula¢do. Nao ha um padrio para classificagdo pois sdo moléculas que
podem ser utilizadas para varios grupos de pragas diferentes, possuem estruturas
quimicas diferentes e podem ter mais de um modo de entrada e de acdo, além de outras
aplicagdes (Pico, Blasco & Font, 2003).

A Lei n° 14.785 de 27 de dezembro de 2023 define que pesticidas sao produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas (nativas ou plantadas), e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, alterando a composicao da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, incluindo as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento.

O Limite Méaximo de Residuos (LMR) ¢ a quantidade maxima de residuo de
agrotoxico, ou substancia afim, oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da
aplicacdo adequada, desde a sua producao até o consumo, expressa em mg/kg (Lei n°
14.785 de 27 de dezembro de 2023). No Brasil, esses valores sdo determinados pela
ANVISA, garantindo que a quantidade final de residuo seja a menor possivel, mantendo
a eficiéncia do pesticida durante 0 momento da aplicagdo (Ministério da Agricultura e
Pecuaria, 2024). O LMR ¢ um parametro que leva em consideragdo as Boas Praticas
Agricolas (BPA) e quando estabelecidos pelo Codex Alimentarius, auxiliam o comércio
internacional justo (Castro et al., 2021).

O Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos (PARA) foi criado pela
ANVISA em 2001 e atualmente ¢ regulamentado pela Portaria ANVISA n° 1.081 de 27
de setembro de 2023, que estabelece o LMR para o monitoramento de residuos de
pesticidas em alimentos de origem vegetal. Valores de LMR para alimentos processados
e ultraprocessados sdo escassos e poucos sao monitorados pelo PARA (ANVISA, 2023;
Ministério da Agricultura e Pecuaria, 2024).
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A toxicologia dos pesticidas € particular para cada classe, de acordo com seu
mecanismo de acdo fisioldgico. Destaque para a toxicologia dos inseticidas, classe mais
utilizada de pesticidas, pois possuem mecanismo de acdo neurotoxico. O sistema
nervoso de um inseto ¢ altamente desenvolvido e se comporta de forma semelhante ao
sistema nervoso de mamiferos (Klaassen & Watkins III, 2010). Os inseticidas
organofosforados apresentam alta toxicidade aguda através da inibi¢do irreversivel da
enzima acetilcolinesterase, responsavel pela degradagdo de acetilcolina no sistema
nervoso, ocasionando paralisia muscular e outros sintomas graves, podendo levar a
morte (Barboza et al., 2018).

A determinagdo de residuos de pesticidas desempenha um papel importante para
a estimativa da exposi¢ao humana e do meio ambiente a estes compostos, permitindo
avaliar a conformidade da producdo agricola com as BPA, possibilitando decisdes
regulatorias e comerciais, visando garantir a seguranca alimentar (Prestes et al., 2009;
Zeying et al., 2011).

3.3. Cromatografia liquida e espectrometria de massas

UHPLC ¢ uma técnica de cromatografia automatizada que utiliza do principio da
separacdo de moléculas por polaridade ou coeficiente de particdo. Através de uma
coluna de ago inox recheada com fase estacionaria com particulas < 2 pm, ¢ capaz de
operar a pressdes acima de 1000 bar (15000 psi). A fase movel € constituida por um
liquido que ira eluir as moléculas ao longo da coluna cromatografica. E uma técnica
considerada vantajosa por diminuir a quantidade de solventes utilizados, diminuir
consideravelmente o tempo de andlise, melhorar a resolugcdo e a detectabilidade das
moléculas e utilizar menor volume de amostra, em comparacao ao HPLC convencional
(Maldaner & Jardim, 2012).

Na cromatografia de fase reversa, pesticidas polares, semi polares e i0nicos sao
separados de acordo com a diferenga na hidrofobicidade por parti¢do entre uma fase
estacionaria apolar e uma fase moével polar. As separagdes em cromatografia liquida
podem ser melhoradas em pH 4cido, utilizando 4cido acético ou acido férmico, em
combinagdo com formiato de amonio ou acetato de amonio (Pico, Blasco & Font,
2003).

O acoplamento da cromatografia liquida com o espectrometro de massas
combina as vantagens da cromatografia — alta seletividade e eficiéncia de separacao de
molécula — com as vantagens da espectrometria de massas — obtencdo de informacao
estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade (Vékey, 2001).

No acoplamento de espectrometros de massas sequencial (MS/MS), um deles ¢
utilizado para isolar o ion de interesse e o outro ¢ usado para estabelecer uma relagao
entre este ion de interesse isolado e outros ions que foram gerados a partir de sua
decomposicdo induzida (Vékey, 2001). A analise ocorre em dois estdgios de massa: o
primeiro pré-seleciona um ion e o segundo analisa os fragmentos induzidos pela colisdo
do primeiro ion com um gas inerte, como argonio ou hélio (Pico, Blasco & Font, 2003).
Essa maior seletividade que o acoplamento de espectrometros de massas permite nas
analises quimicas reduz a necessidade de cromatdgrafos de maior resolugdo, pois a
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técnica MS/MS permite identificar e quantificar compostos que coeluem (Chiaradia,
Collins & Jardim, 2008), sendo amplamente empregada na deteccdo de compostos
presentes em baixas concentragdes € em matrizes complexas (Vékey, 2001).

Na analise de alimentos, o acoplamento de espectrometros de massas tem sido
amplamente aplicado para determinacdo de residuos de pesticidas que sao dificeis de
determinar por outras técnicas devido seu carater idnico e termolabil, e a falta de um
grupo cromoéforo em sua estrutura quimica (Meurer, 2020).

3.4. QuEChERS

Para a determinacao do nivel de residuos de pesticidas em alimentos, devido as
concentragdes serem, geralmente, muito baixas e apresentarem propriedades quimicas
distintas em uma matriz complexa, ¢ necessario a realizacdo de uma etapa prévia de
preparo da amostra. Interferéncias sdo problemas frequentes que devem ser
considerados durante as analises. Os principais objetivos do preparo de amostra sdo
promover a extragdo dos analitos de interesse, € a remocdo, quanto possivel, dos
interferentes. Perdas de analito nesta etapa podem comprometer o resultado das analises
(Prestes et al., 2013).

A complexidade da matriz de alimentos ocasiona dificuldades para a
quantificagdo de residuos, sendo necessaria a realizacdo de uma etapa de purificacao
(limpeza) do extrato. Essa etapa ¢ fundamental, uma vez que reduz as interferéncias e o
efeito-matriz ocasionado pela amostra, além de diminuir a necessidade de manutencao
do sistema cromatografico. No sentido de melhorar a andlise quantitativa, foram
desenvolvidos novos métodos de extracdo e limpeza para andlise de residuos de
pesticidas e outras substancias (Prestes et al., 2013).

O método QuUEChERS ¢ um método de extragdo cujo acronimo significa
Rapido, Facil, Barato, Eficaz, Robusto e Seguro, e abrange um amplo escopo de
analitos, incluindo residuos de pesticidas polares, semi polares e ndo polares em
matrizes alimentares (Anastassiades et al., 2003; Pareja et al., 2011).

O método original, desenvolvido por Anastassiades et al. em 2003, descreve o
processo de extragdo dos residuos de pesticidas através de uma extragdo monofasica
inicial da amostra com acetonitrila, seguida de particao liquido-liquido pela adicao dos
sais MgSO, e NaCl e, em seguida, a etapa de limpeza com extragdo em fase solida
dispersiva utilizando MgSO, e PSA, e a remog¢do de agua com acetonitrila, de forma
simultanea.

O método original foi projetado para amostras de matrizes alimentares com teor
de agua acima de 75%. Para a extragdo de residuos de alimentos com teor de 4dgua
abaixo de 25% e alto teor de 4cidos graxos, como os cereais, 0 método QuEChERS
precisa ser modificado, incluindo etapas de hidratacdo da matriz, alteragdo na proporcao
amostra-solvente e na proporcao de sais de extracao e limpeza, e no tempo de extragao
(Zeying et al., 2015).

A complexidade da amostra e o nimero de compostos que coeluem com os
analitos geram um problema muito importante para as analises quimicas, conhecido
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como interferéncias da matriz (Pic6, Blasco & Font, 2003). Os alimentos processados e
ultraprocessados possuem uma grande quantidade de agucares e acidos graxos em sua
composi¢ao, moléculas que podem causar interferéncias durante as andlises. Para atingir
as caracteristicas de desempenho necessdrias, ¢ necessario técnicas de limpeza do
extrato (Yang et al., 2014).

A fonte ESI (ionizagdo por electrospray) ¢ altamente suscetivel aos efeitos de
supressao do sinal pela matriz junto com os analitos de interesse através da ionizagdo de
contaminantes do processamento ou da extracdo das amostras. Como a maioria dos
pesticidas sao moléculas complexas, ¢ dificil prever a fragmentagao de acordo com a
teoria da ionizagdo porque eles possuem sitios basicos, que podem ser facilmente
protonados, e muitas vezes possuem atomos eletronegativos, que tém tendéncia a atrair
elétrons (Pico, Blasco & Font, 2003).

Foram selecionados 21 artigos que utilizaram o método QuEChERS como
método de extragdo para residuos de pesticidas em cereais e alimentos processados a
base de cereais, utilizando as técnicas de cromatografia liquida e cromatografia gasosa,
com os estudos datados de 2006 a 2021. As principais informagdes foram resumidas na
Tabela 1.

Tabela 1. Estudos que avaliaram o método QuEChERS para extragdo de residuos de
pesticidas em cereais e alimentos processados

Matriz Instrumentacao Extracao Limpeza Ref.
Arroz e HPLC-MS/MS 10 mL acetonitrila. Sulfato Sulfato de magnésio, Leandro et al.
aveia de magnésio, cloreto de amina primaria (2006)
sodio secundaria
“4:1g (150:50 mg)
Arroz GC/MS 10 mL acetonitrila 0,5% Sulfato de magnésio, Nguyen et al.
acido acético. Sulfato de amina primaria (2007)
magnésio, cloreto de sodio secundaria, carvao
ativado
“4:1g
(300:50:20 mg)
Trigo LC-MS/MS 10 mL acetonitrila. Sulfato Sulfato de magnésio, Paya et al. (2007)

de magnésio, cloreto de
sodio, citrato trissddico
dihidratado,
hidrogenocitrato dissédico
sesqui-hidratado

(4:1:1:0,5 g)

amina primaria

secundaria (125:25 mg).

Reacidifica¢do com
solugdo 5% acido
férmico

15



Extracao

Limpeza

Ref.

Matriz Instrumentacio
Milho, UHPLC-MS/MS
trigo, e GC-TOFMS
aveia e
arroz
Cereais e GC-TOF
biscoitos
Arroz LC-MS/MS
Milho, UHPLC-MS/MS
trigo e
aveia
Arroz e UHPLC-MS/MS
trigo
Trigo, GC/MS
milho
Arroz LC-MS/MS
Farinha de LC-MS/MS
trigo
Trigo e GC-MS/MS
avelia

10 mL acetonitrila. Sulfato
de magnésio, cloreto de
sodio

4:1g)

10 mL acetonitrila. Sulfato
de magnésio, cloreto de
sodio

4:1g)

15 mL acetonitrila. Sulfato
de magnésio, cloreto de
sodio, citrato desidratado,
sesquihidrato

(4:1:1:0,5 g)

10 mL agua-2% acido
férmico, 10 mL acetonitrila.
Sulfato de magnésio, cloreto

de soédio

4:1¢g)

10 mL acetonitrila. Sulfato
de magnésio, cloreto de
sodio

“4:1g
10 mL acetonitrila 5% acido

formico. Sulfato de
magnésio, cloreto de sodio

“4:1g

15 mL acetonitrila 1% acido
acético. Sulfato de
magnésio, acetato de sodio

(6:1,5¢g)

10 mL acetonitrila 1% acido
acético. Sulfato de sodio,
acetato de sodio, citrato de
sodio

(4:1,7:0,5 g)

15 mL acetonitrila 1% acido
acético. Sulfato de
magnésio, acetato de so6dio

(6:1,5g)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria, C,q

(150:150:50 mg)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria, C,q

(150:150:50 mg)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria, C,q

(750:150:150 mg)

Sulfato de magnésio,
C18

(150:50 mg)

Amina primaria
secundaria, sulfato de
magnésio, carviao
ativado, Cq

(800:750:274:31 mg)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria

(900:300 mg)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria, C,q

(1200:400:400 mg)

Mastovska et al.
(2010)

Koesukwiwat et
al. (2010)

Pareja et al.
(2011)

Lacina et al.
(2012)

Dong et al. (2012)

Gonzalez-Curbelo
etal (2012)

Yang et al. (2014)

Bordin et al.
(2015)

Zeying et al.
(2015)
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Matriz

Instrumentacio

Extracao

Limpeza

Ref.

Arroz

Arroz

Arroz,
milho e
trigo

Arroz,
trigo e
milho

Milho,
trigo,
aveia e
arroz

Arroz

Arroz e
milho

Arroz e
trigo

LC-MS/MS

LC-MS/MS

HPLC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-LC-MS/MS

HPLC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS e
GC-MS/MS

10 mL acetonitrila 1% acido
acético. Sulfato de
magnésio, acetato de sodio

(4:1,7 2)

20 mL acetonitrila. Sulfato
de magnésio, cloreto de
sodio
4:1g)

10 mL 4gua:acetonitrila 5%
acido formico (1/2, v/v).

Sulfato de magnésio, cloreto
de sodio

2:1g)

15 mL agua 1% écido
formico. 10 mL acetonitrila.
Sulfato de magnésio, cloreto

de soédio

“4:1lg
20 mL acetonitrila:agua

(80:20)

10 mL acetonitrila.

Sulfato de magnésio, cloreto
de sodio, citrato trissodico
dihidratado, citrato de sddio
dibasico sesqui-hidratado

(4:10:1:0,5 g)

5 mL acetonitrila. Sulfato de
magnésio, cloreto de sodio

(2:0,4 g)

10 mL acetonitrila 1%
acetato de etila.

Sulfato de magnésio,
acetato de sodio

(6:1,5¢g)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria

(250:75 mg)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria

(600:100 mg)
Sulfato de magnésio,
Cis
(500:200 mg)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria, GCB

(150:50:50 mg)

Acetonitrila com
propamocarb-d7

(0,01 mg/mL)

Sulfato de magnésio,
amina primaria
secundaria

(900:150 mg)

Cloreto de sddio, amina
primaria secundaria,
Cs, GCB

(50:80:50:5 mg)
Sulfato de magnésio,

amina primaria
secundaria

(1,05:0,350 g)

Cabrera et al.
(2016)

Karthikeyan et al.
(2019)

Guo et al. (2019)

Shinde et al.
(2019)

Kresse et al.
(2019)

Melo et al. (2020)

Lingfei at al.
(2020)

Harischandra
Naik et al. (2021)
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Matriz Instrumentacio Extracao Limpeza Ref.

Sulfato de magnésio, cloreto

de sodio, citrato de sodio o )
Arroz LC-MS/MS dihidratado Acetonitrila 5% acido Kecojevic et al.

hidrogenocitrato dissodico formico (2021)

sesqui-hidratado,

(4:1:1:0,5 g)

(-): ndo houve

Para extragdo de pesticidas em matrizes complexas, como os alimentos, a
acetonitrila ¢ mais eficiente em isolar compostos lipofilicos que a acetona e o acetato de
etila, enquanto o acetato de etila ¢ mais eficaz para evitar a extracdo de agucares (Yang
et al., 2014).

A adicdo de sais na amostra diminui a afinidade dos analitos pela fase aquosa,
oferecendo melhores resultados de recuperagdo para pesticidas polares. A composi¢do
dos sais de extragdo foi escolhida com base nas propriedades fisico-quimicas dos
analitos e da matriz. O MgSO, atua reduzindo o volume de 4gua na amostra, enquanto o
NaCl favorece a transferéncia de moléculas polares para a fase organica. O MgSQO,,
através de uma reagdo exotérmica, potencializa a extragao dos analitos. (Anastassiades
et al., 2003).

A adicdo de citrato de sédio di-hidratado e sesqui-hidratado ocasiona um
tamponamento em pH entre 5,0 e 5,5, oferecendo uma maior protecdo contra a
degradacdo de compostos sensiveis a mudancas de pH (Anastassiades et al., 2007).

A amina primaria secunddria (PSA) foi utilizada para limpeza do extrato no
método QuEChERS original como adsorvente por sua capacidade de remocao de
compostos polares, como acucares, de uma matriz ndo polar. Como o PSA ndo ¢
eficiente na remocgao de acidos graxos, utiliza-se o octadecilsilano (C,g) para aumentar a
eficiéncia de limpeza em matrizes onde o teor de gordura ¢ >2% (Lehotay, Mastovska &
Yun, 2005).

O estudo de Melo et al. (2020), destacado em azul, desenvolveu o método de
extragdo QuEChERS citrato modificado utilizando HPLC-MS/MS para a determinagao
de 155 pesticidas de diversas classes em 25 amostras de arroz, sendo escolhido como
base para nossos testes. Utilizou 10 g de amostra hidratadas com 20 mL de agua, onde
seguiu para a adicao de 10 mL de ACN. Para a parti¢do liquido-liquido utilizou MgSO,,
NaCl, citrato trissodico dihidratado e hidrogenocitrato dissddico sesqui-hidratado
(4:10:1:0,5 p/p/p/p). Apds a centrifugagdo, transferiu 6 mL da fase organica obtida para
um tubo contendo 150 mg de PSA ¢ 0,9 g de MgSO,, onde ap6s a centrifugagdo foram
adicionados mais 220 uL. de ACN a cada 1 mL de extrato.

4. Materiais e Método
4.1. Materiais
e Tubo falcon de 15 ¢ 50 mL;
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4.2.

Béquer de 5 mL, 10 mL, 100 mL e 500 mL;

Pipetador automatico de 20 puL, 100 puL, 200 puL, 1000 pL e 5000 pL da Gilson;
Balanga analitica, modelo Shimadzu MV-6;

Balancga semi-analitica, modelo Bel Mark 210 A;

Balanga eletronica, modelo Marte MV-6;

Centrifuga Hettich modelo Rotina 380 P;

Purificador de 4gua Millipore modelo RiOs 5;

Purificador de 4gua Millipore modelo Milli-Q Gradiente CR;
CentriVap Concentratore e CentriVap Cold Trap, ambos da Labconco;
Evaporador a nitrogénio, modelo Marconi MA 4006/2B;

Agitador do tipo vortex da Labnet;

Liquidificador da Arno;

Mini processador de alimentos da Black&Decker;

Peneiras granulométricas da A Bronzinox;

Filtro PTFE hidrofilico 0,22 pm da Analitica;

Sistema Shimadzu UHPLC Nexera X2 acoplado a um Espectrometro de Massas
Triplo Quadrupolo (UHPLC-MS/MS QTRAP 65007) da SCIEX.

Amostras

As amostras de alimentos processados e ultraprocessados foram adquiridos em

um supermercado da regido de Brasilia, Distrito Federal — Brasil e transportados ao
Laboratdrio de Toxicologia da Universidade de Brasilia. Foram adquiridas um total de 8
amostras em maio de 2024 e 23 amostras em dezembro de 2024, descritas na Tabela 2.
Ao chegarem ao laboratorio, as amostras foram identificadas, pesadas, maceradas e
homogeneizadas utilizando liquidificadores e processadores de alimentos e armazenadas
em geladeiras a 8 °C até o momento da extra¢do. Apds o processamento, as particulas
das amostras possuiam granulometria entre 22 ¢ 710 pm.

Tabela 2. Amostras de alimentos processados e ultraprocessados coletadas para analise

Ref Amostra (descricio do produto)
09/23 Flocos de trigo, aveia e cevada (1)
10/23 Flocos de cereais integrais sabor tradicional

com frutas
11/23 Biscoito doce tipo rosca com coco
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Ref

Amostra (descricio do produto)

12/23
13/23
14/23
15/23
16/23

76/23
77/23
78/23
79/23
80/23
81/23
82/23
83/23
84/23
85/23
86/23
87/23
88/23
89/23
90/23
91/23
92/23

93/23
94/23
95/23
96/23
97/23
98/23

Biscoito doce
Flocos de milho com agucar (1)
Cereal para alimentacdo infantil - milho (1)
Cereal para alimentacdo infantil - arroz

Cereais para alimentagao infantil - trigo,
milho e arroz

Flocos de trigo, aveia e cevada (2)
Farinha de trigo 100% integral
Arroz integral
Flocos de trigo, milho e arroz
Biscoito de sal
Biscoito doce recheado sabor chocolate
Biscoito doce rosquinha sabor leite
Flocos finos de aveia
Farelo de aveia
Cereal para alimentacdo infantil - milho (2)
Flocos de arroz e aveia
Biscoito de chocolate ao leite
Biscoito maizena
Macarrdo de sémola
Biscoito de coco
Biscoito integral com cacau e aveia

Flocos de cereais integrais com castanha,
magca e canela

7 graos integrais com passas de uva
Trigo para kibe
Macarrao 52% sémola
Farinha de milho flocada
Farinha de fuba

Flocos de milho com agtcar (2)

(1) e (2) = mesmo produto, lotes diferentes
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4.3. Reagentes

Sulfato de sédio anidro (MgSO,) da Supelco (EUA); cloreto de sdédio (NaCl) da
Sigma-Aldrich (EUA); citrato de sédio tribasico P.A. da Exodo Cientifica (Brasil);
citrato de soédio dibasico sesquiidratado da Sigma-Aldrich (EUA); Amina primaria
secundaria (PSA) e C,3 da Sigma-Aldrich (EUA); solventes acetonitrila ¢ metanol grau
LC-MS/MS da Merck (Alemanha); acido acético e 4cido formico da J. T. Baker (EUA);
formiato de amonio da Fluka (Suica). Kit QUEChERS citrato de extragdo (contendo 4 g
de sulfato de magnésio, 1 g de cloreto de sddio, 1 g de citrato de sddio e 0,5 g de citrato
de sodio sesquiidratado) e Kit QUEChERS de limpeza (contendo 885 mg de sulfato de
magnésio, 150 mg de amina priméria secundaria e 15 mg de carvao ativado) da Agilent
Technologies (EUA).

4.4. Padroes analiticos

Os padrdes analiticos de pesticidas, com pureza entre 94 a 100%, foram
previamente adquiridos da AccuStandard (EUA) e estdo descritos na Tabela 3. Foram
preparadas 10 mL de Solugdo Mie para cada padrio, em concentragdo 1 mg.mL"', em
baldes volumétricos calibrados, utilizando os solventes organicos tolueno, metanol,
acetona ou acetato de etila, de acordo com a solubilidade e estabilidade de cada
molécula. A partir das Solugdes Mae, foram preparadas Solugdes de Trabalho
Individuais para o preparo de Solugdes de Trabalho de Mistura contendo todos os
analitos em metanol. Os compostos foram classificados em 3 diferentes grupos (Grupo
1 = 0,05-1 ng/uL; Grupo 2 = 0,001-0,2 ng/uL; Grupo 3 = 0,002-0,02 ng/uL) para a
obtencdo da curva analitica e Limite de Quantificagao (LOQ). Os grupos de cada analito
sao definidos a partir da sensibilidade e afinidade do sistema cromatografico pelas
moléculas.

Tabela 3. Pesticida, grupo quimico, classe(s), pureza e grupo de cada analito

Pesticida Grupo quimico Classe(s) Pureza (%) Grupo
Abamectina Avermectina I, Ac, N 97,7 1
Acefato Organofosforado I, Ac 98 2
Acetamiprido Neonicotindide I 99,7 3
Aldicarbe Carbamato I, Ac,N 100 1
Aldicarbe sulfona Carbamato I, Ac,N 100 2
Aldicarbe Carbamato I, Ac, N 99.4 2
sulfoxido

Ametrina Triazina H 100 3
Atrazina Triazina H 100 3
Azoxistrobina Estrobilurina F 100 3
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Pesticida Grupo quimico Classe(s) Pureza (%) Grupo
Boscalida Anilida F 100 3
Buprofezina Tiadiazinona I, Ac 100 3
Carbaril Carbamato I 99,3 2
Carbendazim Benzimidazol F 100 3
Carbofuran Carbamato ILAc,N, C 100 3
Carbofuran 3-OH Carbamato I, Ac,N,C,M 98 3
Ciromazina Triazinamina I 98,8 3
Clorantraniliprole Antranilamida I - 3
Clorfenapir Pirazol I, Ac 98 1
Clorfenvinfos Organofosforado I 98,8 3
Clorpirifos Organofosforado I, Ac 99,9 2
Clorpirifos-metil Organofosforado I, Ac 100 2
Cresoxim-metil Estrobilurina F - 1
Diazinona Organofosforado I, Ac 100 3
Diclorvoés Organofosforado I, AceM 100 1
Difenoconazol Triazol F 100 3
Dimetoato Organofosforado I, Ac 100 3
Diuron Ureia H 99 3
Espiromesifeno Cetoenol I, Ac 99,6 1
Epoxiconazol Triazol F 100 3
Etiona Organofosforado I, Ac 97 2
Fenitrotiona Organofosforado IeFor 98 2
Fenpiroximato Pirazol Ac 98,4 2
Fenpropatrina Piretroide IeAc 100 2
Fentiona Organofosforado I 98,4 2
Fentoato Organofosforado I, Ac 95,5 2
Fipronil Pirazol I, Fore C 97,7 3
Fluazinam Fenilpiridinilamina F, Ac 99,5 3
Fluquinconazol Triazol F 100 3
Flutriafol Triazol F 100 2

22



Pesticida Grupo quimico Classe(s) Pureza (%) Grupo
Formetanato Metilcarbamato de I, Ac 100 3
fenila
Folpete Dicarboximida F 100 1
Imazalil Imidazol F 100 3
Imidacloprido Neonicotindide I 99,5 3
Iprodiona Dicarboximida F 98,8 1
Linuron Uréia H 100 2
Malaoxon Organofosforado I 98,7 3
Malationa Organofosforado I, Ac 100 2
Mandipropamida Eter mandelamida F 100 3
Metalaxil-M Acilalaninato F 99,9 3
Metamidofos Organofosforado I, Ac 99,7 3
Metiocarbe Metilcarbamato de | 99,9 2
fenila
Metomil Carbamato I, Ac 99,9 2
Metribuzin Triazinona H 100 2
Miclobutanil Triazol F 100 2
Molinato Tiocarbamato H - 2
Monocrotofos Organofosforado I 100 3
Ometoato Organofosforado ILAceM 96,8 3
Oxifluorfen Eter difenilico H 99,2 1
Paraoxon Organofosforado M 94 3
Paraoxon-metil Organofosforado M 98,8 2
Paration-metil Organofosforado I, Ac 98,6 1
Pencicurom Feniluréia F 99,8 3
Piraclostrobina Estrobilurina de F 100 3
metoxicarbanilato
Pirazofos Pirazol I,C 98,9 3
Pirimicarbe Carbamato I 98,5 3
Pirimifos-etil Organofosforado I, Ac - 3
Pirimifos-metil Organofosforado I, Ac 96,3 3
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Pesticida Grupo quimico Classe(s) Pureza (%) Grupo
Procloraz Imidazolilcarboxamida F 99,4 2
Profenofos Organofosforado I, Ac 99,2 2
Propanil Anilida H 100 2
Protiofos Organotiofosfato I 97,6 2
Quinalfos Organofosforado I, Ac 100 2
Simazina Triazina 98,9 1
Tebuconazol Triazol 100 2
Teflubenzuron Benzoiluréia I - 3
Tiabendazol Benzimidazol F 100 3
Tiacloprido Neonicotindide I 99,8 3
Tiametoxam Tiazol IeN 100 2
Tiofanato-metil Benzimidazol F 98,8 3
Triadimenol Triazol F 100 1
Triazofos Organofosforado I, AceN 100 3
Triclorfon Organofosforado I 95,8 2
Trifloxistrobina Estrobilurina F 100 3
Zoxamida Benzamida F 98 3
2,4-D Acido ariloxialcanéico H 98,8 2

I=Inseticida; F=Fungicida; For=Formicida; H=Herbicida; Ac=Acaricida; C=Cupinicida; N=Nematicida;
M=Metabdlito; (-) = ndo foi possivel obter a informagao

4.5. Instrumentacio

O sistema Shimadzu UHPLC Nexera X2 (Kyoto, Japao) acoplado ao
espectrometro de massas triplo quadrupolo QTRAP 6500" (SCIEX, EUA) com fonte
Turbo lon Spray com ionizagcdo ESI (Electrospray lonization) no modo positivo e
negativo foi utilizado para realizar as andlises. Para a separa¢do cromatografica foi
utilizada uma coluna Luna Omega Polar C ;g (2.6 pm x 100 A) com pré coluna (ultra
polar C;3 2,1 mm) da Phenomenex. Para a andlise de dados, foi utilizado o software
Analyst® V 1.572 e OS® V.1.6.2.36627 (SCIEX). Os parametros do MS/MS
dependentes do analito foram otimizados através de infusdo direta das solugdes dos
padroes analiticos. As fases moveis foram: (A) solucdo aquosa acido formico 0,1%
(v/v) e formiato de amonio 5 mmol.L"; e (B) metanol 4cido formico 0,1% (v/v) e
formiato de amonio 5 mmol.L"'. O forno operou a 40 °C. A vazio foi de 0,3 mL.min"',
com gradiente de elui¢ao iniciando com 90% de (A) em 0,5 minutos, 100% de (B) em
10 minutos, mantendo entre 10-13 minutos, em 15 minutos retorna a 90% de (A) e 10%
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de (B) e mantém até 18 minutos (Figura 1). Os dados foram adquiridos no modo MRM.
As condicdes de otimizagdo da fonte de ions foram: curtain gas a 40 psi (modo positivo
e negativo); nitrogen collision gas em nivel médio (modo positivo e negativo); ion
spray voltage de 4500 V (modo positivo) e -4500 V (modo negativo); temperatura da
fonte a 450 °C; ion source gas (GS1) a 65 psi e (GS2) a 50 psi (modos positivo e
negativo).
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Figura 1. Vazao das fases moveis durante a separagdo cromatografica

4.6. Infusao

Os parametros do Espectrometro de Massas dependentes do analito foram
otimizados através da infusdo das solugdes dos padrdes analiticos, em concentragdes na
faixa de 50 a 100 ng/mL, diretamente no MS/MS. Foi realizada a otimizag¢do automatica
do Monitoramento de Reacdes Multiplas (MRM) para 17 compostos: abamectina,
clorfenapir, clorantraniliprole, diuron, espiromesifeno, fluazinam, folpete, formetanato,
iprodiona, mandipropamida, molinato, paraoxon, paration-metil, simazina,
teflubenzuron, tiacloprido e triadimenol, a fim de identificar as transi¢des iOnicas mais
estaveis de cada um. O restante dos compostos tiveram seus parametros MS/MS
dependentes do analito previamente otimizados durante projetos desenvolvidos
anteriormente no Laboratorio de Toxicologia (UnB).

Para a infusdo, utilizou-se uma solugdo contendo o analito de interesse em
metanol/dgua (1:1) com &acido férmico 0,1% e formiato de amdnio 5 mM para cada
analito. Foi utilizada a Seringa HAMILTON 1001TLL 1 mL da Sigma-Aldrich (EUA)
para inje¢do das solucdes, e a bomba de infusdo foi programada em fluxo de 10
uL.min™. A corrida durou 2 minutos para a estabilizagdo do fluxo. Os valores de massa
e massa/carga foram informados para monitoramento do sinal. O sinal de cada
composto estava entre 2e5 a 1e6 cps, com flutuacdo menor que 15%, e foram indicados
os critérios de voltagem para a selecdo dos ions. As transi¢cdes e os parametros do
MS/MS obtidos na infusdo para cada composto foram utilizadas para a determinagdo
das condigdes cromatograficas de separacdo dos analitos.
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4.7. Extracao

Foram realizados 4 diferentes testes (Tabela 4) para a otimizagao do método de
extracdo de residuos de pesticidas das amostras de alimentos processados e
ultraprocessados, utilizando o método QuEChERS citrato modificado, com base no
método descrito por Melo et al. (2020).

Tabela 4. Testes de extragdo de residuos de pesticidas utilizando o método QUEChERS
citrato modificado

Teste Hidratacao e fortificacao da Extracao
amostra (g)

1 10 g + 20 mL agua ultrapura 10 mL ACN 1% HAc -> agitagdo
(30 min) -> fortificacao manual (1 min) + sais do Kit
QuEChERS citrato de extragdo ->
agitagdo manual (1 min) -> centrifuga

2 5 g+ 15 mL agua ultrapura 10 mL ACN 1% HAc -> agitagdo
(15 min) -> fortificagdo -> manual (1 min) + sais do Kit
(15 min) QuEChERS citrato de extragao ->
agitagdo manual (1 min) -> centrifuga
3 5 g+ 15 mL agua ultrapura 10 mL ACN 1% HAc -> agitagdo
(15 min) -> fortifica¢ao -> manual (1 min) +
(15 min) MgSO, + NaCl

+ C4HsNa;0; - 2 H,0O
+ C4HgNa,O; - 1.5 H,0
(4:1:1:0,5 g) >
agitacdo manual (1 min) -> centrifuga

4 5 g+ 15 mL 4gua ultrapura 10 mL ACN 1% HAc -> agitagdo
(15 min) -> fortificagdo -> manual (1 min) +
(15min) MgSO, + NaCl

+ C¢H;sNa;0; - 2 H,0
+ C¢H¢Na,0O; - 1.5 H,0
(4:1:1:0,5 g) ->
agitagdo manual (1 min) -> centrifuga

Para o Teste 1, utilizou-se 10 g de amostra ¢ 20 mL de agua ultrapura para a
hidratagdo, fortificando-a no final da hidratacdo com os analitos de interesse para o teste
de recuperacdo. Para os Testes 2, 3 e 4, utilizou-se 5 g de amostra e 15 mL de agua
ultrapura para a hidratacdo, fazendo uma pausa na metade do tempo (15 min) para a
fortificagdo da matriz. Os Testes 1 e 2 utilizaram os sais do Kit QuUEChERS citrato
(Agilent Technologies), enquanto os Testes 3 e 4 utilizaram os sais adquiridos
separadamente e pesados juntos em tubos, nas mesmas propor¢oes dos sais que
compodem o Kit. A centrifuga estava programada para operar a 4500 rpm a 24 °C por 5
minutos.
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4.8. Limpeza

Foram realizados testes comparando 2 métodos diferentes para limpeza do
extrato das amostras analisadas nos Testes 1 e 2. O Teste A utilizou o método dispersivo
em tubos e o Teste B utilizou o método extrusivo em seringas (Tabela 5). Para a limpeza
dos extratos das amostras analisadas nos Testes 3 e 4, foi realizada apenas a limpeza
extrusiva em seringas.

Os Testes 1 e 2 utilizaram o Kit QuEChERS citrato de extracdo e Kit
QuEChERS de limpeza (Agilent Technologies).

Tabela 5. Testes de limpeza do extrato
Teste Descricio

1(A) 6 mL (fase organica) -> tubo contendo os sais do Kit QUEChERS de limpeza ->
agitagdo em vortex (1 min) -> centrifuga -> filtrar -> evaporar -> ressuspender em
metanol:agua (1:1)

1 (B) 6 mL (fase organica) -> seringa (acoplada a um filtro) contendo os sais do Kit
QuEChERS de limpeza -> pipar -> filtrar -> evaporar -> ressuspender em
metanol:agua (1:1)

2 (A) 6 mL (fase organica) -> tubo contendo os sais do Kit QUEChERS de limpeza ->
agitagdo em vortex (1 min) -> centrifuga -> filtrar -> evaporar -> ressuspender em
metanol:agua (1:1)

2 (B) 6 mL (fase organica) -> seringa (acoplada a um filtro) contendo os sais do Kit
QuEChERS de limpeza -> pipar -> filtrar -> evaporar -> ressuspender em
metanol:agua (1:1)

3 6 mL (fase organica) -> seringa (acoplada a um filtro) contendo os sais de limpeza
(885 mg MgS0,, 150 mg PSA e 70 mg C,;) -> pipar -> filtrar -> evaporar ->
ressuspender em metanol:dgua (1:1)

4 6 mL (fase organica) -> seringa (acoplada a um filtro) contendo os sais de limpeza
(885 mg MgS0O, e 150 mg PSA) -> pipar -> filtrar -> evaporar -> ressuspender em
metanol:agua (1:1)

Na composicao dos sais utilizados na etapa de limpeza, os Testes 1 (A e B) e 2
(A e B) possuiam GCB, ¢ o Teste 3 possuia C5, além do MgSO, e PSA em todos os
testes. O Teste 4 utilizou somente MgSO, ¢ PSA em sua composigao.

Apds a limpeza, 800 pL do extrato obtido ¢ evaporado. Para as andlises através
da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, o extrato evaporado ¢
ressuspendido em metanol:dgua (1:1 v/v).

27



5. Resultados e discussao
5.1 Infusao

A partir dos valores de massa e massa/carga e da separagdo cromatografica foi
possivel obter os parametros elétricos e tempo de reten¢ao dos analitos infusionados,
descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros de otimizacao obtidos na infusao

Pesticida Q1 Mass Q3 Mass RT DP EP CE CXP
(Da) (Da) (min)  (volts) (volts) (volts)  (volts)

Abamectina 1 890,3 567,3 10,6 56 10 19 18
Abamectina 2 890,3 305,2 10,6 56 10 31 20
Clorantraniliprole 1 484,0 4529 7,66 46 10 23 22
Clorantraniliprole 2 484.,0 2859 7,66 46 10 19 14
Clorfenapir 1 347,1 78,8 9,4 -43 -12 -60 -1
Clorfenapir 2 347,1 130,9 9,4 -46 -8 -60 -1
Diuron 1 232,9 72 7,1 61 10 21 8
Diuron 2 232,9 160 7,1 61 10 35 10
Espiromesifeno 1 273,1 131 - 111 10 37 12
Espiromesifeno 2 273,1 67,1 - 111 10 53 8
Fluazinam 1 463,9 416,9 9,5 -15 -10 -28 21
Fluazinam 2 463,9 389.9 9,5 -15 -10 -22 -21
Folpete 1 314,2 57 - 136 10 47 8
Folpete 2 314,2 58,1 - 136 10 47 6
Formetanato HCI 1 2220 165,1 2,7 1 10 19 10
Formetanato HCI 2 2220 93 2,7 1 10 45 10
Iprodiona 1 330,2 312,2 10,07 21 10 33 18
Iprodiona 2 330,2 88,1 10,07 21 10 35 10
Mandipropamida 1 413,2 329 8,1 41 10 19 18
Mandipropamida 2 413,2 124,9 8,1 41 10 39 14
Molinato 1 188,0 126,1 8,1 56 10 19 14
Molinato 2 188,0 55,4 8,1 56 10 37 8
Molinato 3 188,0 83 8,1 56 10 25 20
Paraoxon 1 276,4 220,1 7,1 141 10 25 0
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Pesticida Q1 Mass Q3 Mass RT DP EP CE CXP
(Da) (Da) (min) (volts)  (volts)  (volts) (volts)
Paraoxon 2 276,4 94 7,1 141 10 43 10
Paration-metil 1 263,9 231,9 7,6 96 10 23 12
Paration-metil 2 263,9 124,9 7,6 96 10 25 12
Simazina 1 203,0 125 6,4 156 10 23 12
Simazina 2 203,0 103,9 6,4 156 10 33 10
Teflubenzuron 1 379,0 339 9.5 -12 -10 -14 -11
Teflubenzuron 2 379,0 339 9.5 -12 -10 -16 -11
Teflubenzuron 3 379,0 196 9.5 -12 -10 -24 -11
Tiacloprido 1 254,1 127,1 5,5 1 10 25 18
Tiacloprido 2 254,1 125,8 5,5 1 10 27 14
Tiacloprido 3 254,1 73 5,5 1 10 69 30
Triadimenol 1 296,1 69,9 8,17 46 10 13 8
Triadimenol 2 296,1 227.5 8,17 17 10 18 7
Triadimenol 3 296,1 70,2 8,17 12 10 25 7

RT=Retention Time; DP=Declustering Potential; EP=Entrance Potential; CE=Collision Energy;
CXP=Collision Cell Exit Potential;(-) = ndo foi possivel obter as informagdes. 1: transi¢do de
qualificagdo; 2: transi¢do de quantificagdo; 3: transi¢ao selecionada

Foram selecionadas as transi¢cdes idnicas mais intensas de cada composto para
deteccdo no espectrometro de massas. Os dados foram obtidos no modo negativo para o
clorfenapir, fluazinam e teflubenzuron, ¢ no modo positivo para o restante dos
compostos. As transicdes nimero 1 sdo para qualificagdo e as transigdes nimero 2 sdo
para quantificacdo de cada composto.

5.2.  Ensaio de recuperacao

Utilizando um mix de amostras previamente homogeneizadas, foram realizados
4 testes de otimizacdo do método. Os valores de recuperacao e coeficiente de variagao
dos analitos foram obtidos e estdo descritos na Tabela 7 e Figura 2. Os resultados foram
obtidos em triplicata.

Tabela 7. Valores de recuperacdo média dos analitos em porcentagem (%) e coeficiente
de variagdo (CV) para os Testes 1 (A) e (B), Testes 2 (A) e (B) e Testes 3 e 4.

Pesticida Teste 1 Teste 1 Teste 2 Teste 2 Teste 3 Teste 4
(A) (B) (A) (B)
Acefato 49,6 (7,5) 38,8(3,0) 94,7(6,1) 88,0(2,8) 91,8 (5,5) 92,0 (3,1)
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Pesticida Teste 1 Teste 1 Teste 2 Teste 2 Teste 3 Teste 4
A) (B) (A) (B)
Acetamiprido 93,1 (5,9) 532(54) 115(3,9) 105 (4,1) 107 (6,0) 106 (8,5)
Aldicarbe 135(16,3) 80,4 (13,2) 90,8 (18,3) 104 (16,7) 103(17,9) 126(17,1)
Aldicarbe 162 (7,3) 183 (4,6) 117 (6,3) 106 (6,3) 110 (4,0) 112 (2,1)
sulfona
Aldicarbe 268 (16,6) 141 (14,6) 108 (7,2)  95,7(6,1) 98,1 (8,0) 101 (6,2)
sulfoxido
Ametrina 93,9(9,5 54948 110(143) 97,8 (16,4) 96,7(14,4) 117 (18,0)
Atrazina 95,0 (15,8) 57,4(13,1) 99,2 (18,8) 95,8(8,3) 94,5(16,6) 130 (28,0)
Azoxistrobina 97,9 (12,2) 52,3(9,8) 114 (4,3) 102 (4,6) 108 (6,9) 111 (10,8)
Boscalida 82,2(20,2) 64,7(26,1) 132(14,3) 103(9,7) 128 (13,2) 145(26,7)
Buprofezina 57,8 (35,0) 40,3 (23,2) 80,2(58,4) 52,7(43,8) 121 (14,4) 92,6 (38,0)
Carbaril 219 (25,2) 239(19,6) 116(15,1) 103 (13,8) 111(12,0) 111 (16,0)
Carbendazim 84,2 (10,1) 51,6(5,9) 115(15,3) 106 (6,6) 89,9 (13,0) 94,8(9,9)
Carbofuran 225(15,0) 233(9,4) 107 (15,3) 98,4(18,0) 104(5,2) 108 (13,0)
Carbofuran 3-OH 173 (7,0) 216 (13,5) 111(10,2) 108(5,2) 108 (13,8) 113 (17,0)
Clorfenvinfos 72,0 (21,0) 54,2(22,7) 104 (28,2) 90,6 (23,3) 92,1(13,8) 92,9(23,9)
Ciromazina 19,9 (4,2) 19,0(5,6) 31,7(43) 31,912,799 24,6(09,0) 262(53)
Clorpirifos-etil - - - - 120 (12,2) 103 (12,2)
Clorpirifés-metil 102 (35,9) 74,8 (34,8) 83,9(52,2) 51,5(33,0) 115(13,2) 121 (9,7)
Diazinona 102 (38,9) 78,8(29,9) 83,0(7,6) 106 (14,1) 97,6(22,0) 100 (32,4)
Diclorvos 366 (35,7) 1218 411 (19,0) 141 (35,1) 70,1 (16,0) 67,7 (18,2)
(45,5)
Difenoconazol 57,8 (11,6) 49,1 (18,4) 103(10,8) 104(11,9) 103 (4,7) 92,7(17,8)
Dimetoato 104 (20,5) 51,3(10,7) 101(12,1) 105(4,4) 115(22,3) 116(24,1)
Epoxiconazol 67,8 (29,2) 66,3 (46,1) 98,5(16,8) 98,4(10,2) 108 (18,3) 123 (3L,1)
Etiona 33,9(30,2) 29,1(12,3) 84,0(8,4) 102(16,6) 989 (18,2) 147 (38,1)
Fenitrotiona 104 (27,6) 41,2 (18,6) 62,1 (15,0) 54,5(31,6) 107 (23,2) 118(20,0)
Fenpiroximato 39,2 (28,4) 28,8(8,8) 83,4(13,9) 70,6 (31,6) 92,5(25,7) 86,9 (14,1)
Fenpropatrina 68,3 (47,1) 40,3 (24,4) 81,4(24,4) 50,8(33,9) 138(13,5) 108 (32,2)
Fentiona 81,4 (34,0) 44,0(12,4) 101 (21,3) 77,3(19,0) 122(5,5) 121(17,6)
Fentoato 98,3 (40,9) 56,7(37,0)0 104 (354) 71,3(32,9) 118(10,8) 121 (8,4)
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Pesticida Teste 1 Teste 1 Teste 2 Teste 2 Teste 3 Teste 4
A) (B) (A) (B)
Fipronil 155 (34,00 71,5(32,3) 187(33,0) 80,4 (31,4) 139(11,7) 87,4(39,8)
Fluquinconazol 151(28,8) 208(29,9) 102(5,1) 98,6(11,7) 111(10,7) 88,8(9,3)
Flutriafol 84,3 (13,0) 42,3(12,9) 118(30,2) 98,3(13,7) 116(12,7) 131 (16,6)
Imazalil 78,6 (15,5) 49,6 (71,7) 86,8 (22,6) 83,4(8,6) 89,9(25,9) 97,4(26,8)
Imidacloprido 93,6 (22,2) 50,9 (14,8) 110 (6,5) 103 (7,2) 113 (15,00 112 (16,7)
Kresoxim-metil 85,9 (25,4) 54,3 (18,9) 150(16,5) 90,0 (27,5) 238(35,5) 190 (23,0)
Linuron 85,7(9,7) 54,6(4,9) 115(23,77) 99,0(14,1) 117(14,0)0 120(18,0)
Malaoxon 323(17,9) 497(19,2) 107 (15,4) 100 (14,3) 109(10,8) 105 (13,5)
Malationa 179 (20,4) 261 (23,2) 102(22,3) 98,1 (15,4) 100 (15,2) 112 (15,7)
Metalaxil-M 96,2 (11,7) 62,1 (14,7) 111(13,6) 105(13,9) 97,6(16,9) 122(19,5)
Metamidofos 123 (5,4) 175(8,5) 62,8(8,0) 64,4(3,00 655(7,0) 659 (4.)5)
Metiocarbe 157(20,1) 206 (12,4) 106 (12,8) 100 (10,6) 102 (13,3) 118(16,2)
Metomil 82,4(29) 50,53,79 105(53) 97,6(2,9) 104 (2,6) 106 (2,4)
Metribuzin 62,6 (17,5) 58,4(17,3) 103(8,7) 97,1(7,8) 109 (14,5) 100 (18,9)
Miclobutanil 79,2 (23,0) 45,1 (14,6) 96,8 (25,5) 88,3 (11,5) 121 (15,4) 145(23,2)
Monocrotofos 84,2 (11,5) 68,7(13,7) 98,2(21,9) 100(11,5) 95,1 (19,5 93,7(10,3)
Ometoato 134 (3,2) 159 (4,1) 98,7(5,9) 90,7(3,5) 89,1(2,3) 91,4(1,7)
Oxifluorfen 499 (31,4) 423 (16,7) 81,2(21,9) 160(42,8) 118,1(7,8) 134(22,0)
Paraoxon-metil 232 (12,6) 242 (15,6) 108 (4,8) 100 (5,1) 110,8(8,0) 114 (12,3)
Pencicurom 149 (71,0) 48,0 (43,2) 13,5(64,6) 100(6,8) 88,8(12,4) 141 (28,9)
Piraclostrobina 54,4 (29,4) 51,8(31,1) 94,9(37,00 69,1 (32,1) 103 (14,4) 101 (16,5)
Pirazofos 66,3 (31,8) 82,1 (254) 102(33,2) 77,3(22,8) 112(18,5) 119(10,0)
Pirimicarbe 112, (6,4) 61,4(6,0)0 97,5(4,2) 91,3(6,7) 103 (8,5) 103 (10,2)
Pirimifés-metil 296** 608 196 (40,1) 301 (95.1) ok 355%*
(108,7)

Procloraz 65,4 (41,7) 42,3 (35,7) 110(30,3) 70,3(24,7) 149 (16,7) 143 (10,1)
Profenofos 131 (35,3) 258(25,8) 89,0(53,5) 52,0(49,6) 107(17,9) 112 (15,7)
Propanil 78,9 (11,0) 49,7(4,9) 123 (19,1) 96,7 (8,5) 111(12,7) 123 (18,1)
Protiofos 33,9(23,1) 19,53.4) 61,9(40,9) 47,5(40,5) 92,8(26,9) 66,6(29,4)
Quinalfos 57,5(32,0) 51,7(28,6) 82,7(28,6) 74,5(22,8) 101(19,3) 140(22,7)
Tebuconazol 58,9 (20,0) 52,1(21,3) 128(45,6) 71,4(36,7) 119(6,5) 143 (12,9)
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Pesticida Teste 1 Teste 1 Teste 2 Teste 2 Teste 3 Teste 4
(A) (B) (A) (B)
Tiabendazol 69,5(3,0) 50,4(6,8) 106(9,7) 118(71,1) 72,2(28,1) 76,9 (10,3)
Tiametoxam 72,4 (6,4) 47,2(2,8) 113(6,5) 103 (5,7) 107 (2,6) 111 (4,2)
Tiofanato-metil 23,1 (25,7) 58,4(42,3) ol,1(28,7) 58,9°(19,4) 107 (17,3) 99,6 (6,5)
Triazofos 77,1 (18,4) 59,4 (17,1) 96,5(13,5) 103,3(9,0) 97,2(12,4) 128(25,9)
Triclorfon 1140 2906 116 (27,8) 74,9 (22,0) 102 (14,5) 95,7(23,2)
(23.3) (15,3)
Trifloxistrobina 60,4 (24,4) 53,8 (38,0) 104 (20,8) 111(13,2) 94,7(13,1) 82,0(30,8)
Zoxamida 89,6 31,4) 97,0 (31,5) 90,8 (45,2) 66,8(38,8) 99,2(17,7) 114 (16,8)
2,4-D 33,8(31,5) 23,9(14,9) 70,8(12,7) 66,5(32,4) 29,4(32,1) 31,9(44,7)

** nao foi possivel obter o valor de coeficiente de variag@o; *** nao foi obtida a curva
analitica; (-) = ndo foi possivel obter as informacdes.
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Teste 2 (A) Teste 2 (B)

m70-120%

>120%

Teste 3

Teste 4

Figura 2. Numero de compostos em cada Teste de acordo com a faixa de
recuperacao

Para a taxa de recuperagdo ser considerada satisfatoria, ¢ necessario que a
recuperacdo dos compostos esteja na faixa entre 70-120% e que o coeficiente de
variagao seja menor ou igual a 20%. Foram analisados um total de 67 compostos em
cada teste, em exce¢do aos descritos na infusdo. Nao foram realizados testes para
obtencdo dos valores de recuperacdo para os analitos descritos na infusdo, pois foram

adicionados ao método apds a realizacdo dos ensaios de recuperagao.
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No Teste 1 (A), apenas 27 compostos estavam dentro da faixa de recuperacao
média considerados satisfatorios. No Teste 1 (B), apenas 6 compostos estavam dentro
dos valores de recuperacdo considerados satisfatorios. Os Testes 2 (A) e (B) obtiveram
54 e 50 compostos considerados dentro da faixa satisfatoria, respectivamente. O Teste 4
obteve 42 compostos com a recuperacdo considerada satisfatoria. Com 56 compostos
considerados dentro da faixa satisfatoria, o Teste 3 obteve os melhores resultados.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de recuperacdo, o Teste 3 foi
escolhido para a analise das amostras.

5.3. Método escolhido

A partir dos resultados dos valores de recuperagao e coeficiente de variagdao dos
analitos, o método utilizado no Teste 3 foi escolhido como método de extracdo ¢ esta
descrito na Figura 3.

5 g de amostra .
. N 10 mL acetonitrila agitagdo manual
o 5 - ) .
20 mL de 4gua (1% &cido acético) 1 min
ultrapura l
/-u Extragdo
QUEChERS citrato modificado
fase organica do extrato < @ | l
(6 mL) =~

Centrifuga 4=m  agitagdo manual
A4 4500 rpm / 24.°C / 5 min 1min
Limpeza extrusiva %
em seringa

!

800 uL do extrato  mmmp Ressuspensao
—— ¢ evaporado metanol:agua (1:1)

L=z
l

Filtrar em 0,22 um m=)p  |Injecdo no UHPLC-MS/MS

Figura 3. Fluxograma do método utilizado no Teste 3

5.4. Analise das amostras

No total, 15 amostras foram analisadas utilizando o método do Teste 3. Os
resultados estao descritos na Tabela 8.
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Tabela 8. Amostras analisadas e analitos identificados

Pesticida LOQ Amostra com resultado positivo Concentracio
(mg/Kg) (mg/kg)

Acetamiprido 0,0004 Arroz integral Trago
Flocos de arroz e aveia 0,003
Azoxistrobina 0,0004 Flocos de trigo, aveia e cevada (1) Trago
Carbofuran 0,004 Farinha de trigo 100% integral Traco
Ciromazina 0,004 Macarrao de sémola Traco
Fluquinconazol 0,0004 Flocos de trigo, aveia e cevada (1) Trago
Flocos de cereais integrais “granola” Trago
Biscoito doce tipo rosca com coco 0,007
Biscoito doce tipo maizena 0,003
Flocos de milho com agucar (1) 0,003
Imidacloprido 0,004 Arroz integral Traco
Malationa 0,002 Biscoito doce tipo maizena 0,004
Piraclostrobina 0,0004 Flocos de trigo, aveia e cevada (1) Traco
Biscoito doce tipo maizena 0,001
Tebuconazol 0,002 Flocos de trigo, aveia e cevada (1) Traco
Flocos de cereais integrais “granola” Traco
Biscoito doce tipo rosca com coco Traco
Biscoito doce tipo maizena Trago
Arroz integral 0,044
Flocos de arroz € aveia 0,025
Tiametoxam 0,002 Arroz integral 0,004
Triclorfon 0,002 Flocos finos de aveia Traco
Trifloxistrobina 0,0004 Flocos de cereais integrais “granola” Trago

Traco = quantidade detectada abaixo do LOQ (limite de quantificago)

Das 15 amostras analisadas, 10 deram positivo para pelo menos 1 analito em

nivel trago (abaixo do menor valor quantificavel determinado pela curva analitica). Ao
total, foram identificados 12 compostos. Os compostos azoxistrobina, carbofuran,
ciromazina, imidacloprido, triclorfon e trifloxistrobina foram identificados apenas em
nivel trago. Os compostos acetamiprido, fluquinconazol, malationa, piraclostrobina,
tebuconazol e tiametoxam foram quantificados.

5.5. Discussao

Os resultados obtidos dos Testes 1 e 2 (B) demonstraram que o método de
limpeza extrusivo com seringa possui uma taxa de recuperagao dos compostos similar a
limpeza dispersiva em tubos. Por maior simplicidade e menor tempo de andlise no
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preparo da amostra em relacdo ao método de limpeza dispersiva, o teste com a seringa
foi escolhido para os Testes 3 e 4. O Teste 3 foi escolhido como o método de limpeza
para andlise das amostras por ter obtido os melhores resultados no ensaio de
recuperacdo dos analitos.

Na amostra de arroz integral analisada foi encontrado tracos de acetamiprido
(LMR = 3 mg/kg; ANVISA, 2025) e imidacloprido (LMR = 2 mg/kg; ANVISA, 2025),
dois inseticidas neonicotindides. Nesta amostra também foi encontrado 0,044 mg/kg de
tebuconazol (LMR = 6 mg/kg; ANVISA, 2024), um fungicida triazol, e 0,004 mg/kg de
tiametoxam (LMR = 1 mg/kg; ANVISA, 2024), um inseticida neonicotinoide.

A amostra de “granola” possuia tragos de fluquinconazol e tebuconazol, dois
fungicidas triazoéis, e traco de trifloxistrobina, um fungicida da classe das estrobilurinas.

Na amostra de “biscoito tipo maizena”, foi encontrado trago de tebuconazol, e
concentragdoes de 0,003 mg/kg de fluquinconazol, 0,004 mg/kg de malationa, um
inseticida organofosforado, ¢ 0,001 mg/kg de piraclostrobina, um fungicida da classe
estrobilurina.

Na amostra de “rosquinhas de coco” foi encontrado traco de tebuconazol e foi
determinado 0,007 mg/kg de fluquinconazol. Na amostra de “flocos de milho com
acucar” foi encontrada uma concentragao de 0,003 mg/kg de tebuconazol.

Na amostra de “flocos finos de aveia” foi encontrado trago de triclorfon, um
inseticida organofosforado, na amostra de farinha de trigo 100% integral foi encontrado
traco de carbofuran, um carbamato, ¢ na amostra de macarrao de s€émola foi encontrado
traco de ciromazina, um larvicida da classe das triazinaminas.

A amostra de “flocos de trigo, aveia e cevada”, produtos destinados ao consumo
infantil, possuia tragos de azoxistrobina, fluquinconazol e piraclostrobina, as quais sdo
fungicidas da classe das estrobilurinas, e traco de tebuconazol. Na amostra de “flocos de
arroz e aveia”, que também ¢ destinada ao consumo infantil, foi encontrada uma
concentra¢do de 0,003 mg/kg de acetamiprido e 0,025 mg/kg de tebuconazol.

A Unido Europeia determinou um LMR de 0,01 mg/kg para alimentos
processados destinados ao consumo de bebés e criangas pequenas (Directiva
2006/125/CE). No Brasil, ainda ndo ha LMRs determinados para a maioria dos
alimentos processados e ultraprocessados, com excessao para farinhas (ANVISA,
2025).

Para a amostra de farinha de trigo 100% integral h& LMRs determinados para
somente trés pesticidas — malationa, pirimifés-metilico e fosfina (ANVISA, 2025). A
utilizagdo de carbofuran e produtos derivados de carbofuran, encontrado em nivel trago
na amostra, esta desde 2017 proibida em culturas de trigo e outras culturas agricolas
(RDC 185/2017; ANVISA).

Para a amostra de “flocos de aveia” s6 ha LMR determinado para fosfina. No
entanto, foi encontrado trago de triclorfon. O triclorfon foi avaliado pela ANVISA e, em
decorréncia de suas caracteristicas genotdxicas, neurotoxicas e teratogé€nicas, foi
proibido seu registro para uso agricola e domissanitario (RDC 37/2010; ANVISA).
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A ciromazina, encontrada em nivel traco no macarrdo de s€émola (derivado do
trigo) possui LMRs definidos para culturas de outros tipos de alimentos, mas ndo para
trigo. E o fluquinconazol, encontrado em diversas amostras de alimentos processados e
ultraprocessados a base de aveia, cevada, milho e trigo, s6 possui LMR determinado
para trigo (0,05 mg/kg; ANVISA, 2025).

6. Conclusao

Os niveis de residuos de pesticidas nos alimentos processados e ultraprocessados
que foram quantificados se encontravam em baixos niveis (<0,1 mg/kg). Os resultados
positivos para tracos de carbofuran e triclorfon, pesticidas com registro proibido no
Brasil, mostram que ainda precisamos melhorar o sistema de fiscalizacdo do uso de
pesticidas como defensivos agricolas, principalmente em culturas destinadas a produgao
de alimentos infantis. Esse estudo deve ser continuado com a andlise de amostras
adicionais desses produtos para se ter um banco de dados que possibilite a condugao de
estudos de avaliacgao de risco.
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