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RESUMO

SANTOS, Livia Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2011. Influéncia do método de extracdo, dos componentes da matriz e
da temperatura da coluna na resposta cromatogréfica para
agrotoxicos. Orientador: Antbnio Augusto Neves. Co-orientadores: Maria
Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e Reinaldo Francisco Tedfilo.

Durante as analises cromatograficas, componentes da matriz contidos
nos extratos podem influenciar na quantificacdo dos analitos de interesse,
gerando resultados duvidosos. A alteracdo na resposta cromatografica (devido
a presenca de co-extrativos) da-se o nome de efeito de matriz. A ocorréncia
dos efeitos induzidos pela matriz e a sua extensao sao influenciadas por varios
fatores, como polaridade do analito, tipo da matriz analisada, histérico do
sistema cromatografico (deposi¢cdo de substancias no insertor), concentracao
do analito, etc. Neste trabalho avaliou-se a influéncia da matriz, do método de
extracdo, da concentracdo do analito e da temperatura inicial da coluna na
resposta cromatografica (drea do pico) de oito agrotoxicos (clorotalonil,
clorpirifés, tiametoxam, procimidona, ciproconazol, iprodiona, bifentrina e
azoxistrobina), em trés niveis de concentracao, utilizando a parationa metilica
como padrdo interno. Os extratos foram obtidos das matrizes pimentdo
vermelho, pimentdo amarelo e tomate, por trés métodos de extracdo: Extracao
sélido-liquido com particdo a baixa temperatura (ESL-PBT), Extracdo sélido-
liquido com particéo induzida por sal (ESL-PIS) e Dispersédo da matriz em fase
sélida (DMFS). As analises foram realizadas por Cromatografia Gasosa com
Detector por Captura de Elétrons (CG-DCE), com condi¢cdes que garantiram
uma boa separacdo dos analitos. A temperatura inicial da coluna foi avaliada
em trés niveis: 60, 100 e 150 °C. O efeito de matriz foi avaliado pela diferenca
da resposta cromatografica para cada agrotoxico, analisado nos extratos
organicos de trés matrizes obtidos por trés métodos de extracdo, em relacdo a
resposta em solvente puro, variando-se a temperatura inicial da coluna. A partir
dos resultados fez-se uso do planejamento fatorial de trés niveis com os dados
de cada agrotoxico, a um nivel de confianca de 95% (a=0,05). Para a maioria

dos agrotéxicos, matrizes de coloracdo avermelhada contribuiram mais
Xii



significativamente para o aumento do efeito de matriz. Os analitos
responderam de maneira distinta em relacdo a temperatura; em alguns casos a
temperatura ideal foi 60 °C, em outros 150 °C. Utilizando-se a técnica DMFS,
as respostas obtidas para os analitos nos extratos se aproximaram das
encontradas em acetonitrila. Também foi feito um estudo da estabilidade dos
analitos nos extratos preparados, que foram armazenados e analisados apos
20, 40 e 60 dias da primeira andlise. Os resultados das respostas foram
comparados pelo teste t pareado, a um nivel de confianca de 99% (a=0,01). Os
agrotoxicos clorotalonil e tiametoxam se mostraram estaveis para todos 0s
extratos até o 60° dia de analise. O clorpirifos e a procimidona sofreram
variagbes na concentracdo na presengca de co-extrativos do pimentao
vermelho, nos 60° e 40° dias de analise, respectivamente. O ciproconazol teve
sua resposta diminuida na presenca de componentes da matriz tomate a partir
do 40° dia de andlise. Os demais compostos ndo sofreram alteracdo na
resposta devido ao longo do tempo estudado. Dessa forma, foi possivel
investigar a influéncia de diferentes variaveis na analise cromatogréafica e

verificar a estabilidade dos agrotéxicos ao longo do periodo de monitoramento.
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ABSTRACT

SANTOS, Livia Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2011.
Influence of extraction method, matrix components and temperature of
the chromatographic column in response to pesticides. Adviser: Antonio
Augusto Neves. Co-advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz and
Reinaldo Francisco Tedfilo.

During the chromatographic analysis, components of the
matrix contained in the extracts may influence the quantification of analytes,
producing unreliable results. The change in the chromatographic response (due
to the presence of co-extractives) receives the name of the matrix effect. The
occurrence of matrix-induced effects and their extent are influenced by several
factors such as analyte polarity, matrix analyzed type, chromatographic system
historic (deposition of substances in the inserter), analyte concentration, etc.
This study evaluated the influence of the matrix, the extraction method, the
analyte concentration and the initial temperature of column chromatographic on
the response (peak area) of eight pesticides (chlorothalonil, chlorpyrifos,
thiamethoxam, procymidone, cyproconazole, iprodione, bifenthrin and
azoxystrobin) at three concentration levels, using methyl parathion as internal
standard. The extracts were obtained from the matrices red pepper, yellow
pepper and tomato, by three extraction methods: solid-liquid extraction with
purification at low temperature (SLE-PLT), solid-liquid extraction with salt
induced partitioning (SLE-SIP) and matrix solid-phase dispersion (MSPD). The
analyses were performed by Gas Chromatography with Electron Capture
Detector (GC-ECD), with conditions that ensured a good analytes separation.
The initial column temperature was evaluated at three levels: 60, 100 and 150
°C. The matrix effect was measured by the difference of the chromatographic
response for each pesticide, analyzed in the organic extracts of three matrices
obtained by three extraction methods, in relation the response in pure solvent,
varying the initial temperature of the column. It was used the three level design
with the data of each pesticide at a confidence level of 95% (a = 0,05), from the
results. For most pesticides, the red matrixes contributed more significantly to

the increase the matrix effect. The analytes responded differently in respect to
Xiv



temperature; in some cases the optimal temperature was 60 °C, in another
150 °C. Using the MSPD technique, the responses from the extracts
approached those found in acetonitrile. It was also made a study of the stability
of analytes in extracts prepared, which were stored and analyzed after 20, 40
and 60 days of the first analysis. The results of the responses were compared
by paired t test at a confidence level of 99% (a = 0,01). The pesticide
chlorothalonil and thiamethoxam were stable in all extracts until the 60th day of
reading. Chlorpyrifos and procymidone had varied their concentration in the
presence of co-extractives of red pepper, in 60th and 40th day of analysis,
respectively. The cyproconazole had decreased their response in the presence
of matrix components tomato from the 40th day of reading. Thus, it was
possible to investigate the different variables influence on the chromatographic

analysis and check the stability of pesticides during the monitoring period.

XV



Introducéo

1. INTRODUGAO

Algumas substancias que causam efeitos adversos a saude humana
podem ocorrer naturalmente em alguns alimentos, mas também serem
adicionadas durante a producdo, a estocagem, processamento e embalagem
dos mesmos. Os principais contaminantes encontrados em alimentos sao os
antibioticos, drogas promotoras de crescimento, metais pesados e agrotoxicos
(Bolognesi e Morasso, 2000). A grande demanda por alimentos tem levado ao
uso dessas substancias em grandes quantidades, principalmente nas etapas
de producdo e armazenamento, a fim de aumentar a produtividade e a
qualidade dos mesmos.

Os agrotoxicos, devido as propriedades de controlar pragas (como
roedores, insetos, fungos e plantas daninhas), sdo necessarios a producao
global de alimentos, tanto de origem animal ou vegetal. Entretanto eles podem
permanecer inevitavelmente presentes como residuos (Bolognesi e Morasso,
2000), da mesma maneira que os promotores de crescimento. Uma alternativa
para obter alimentos mais saudaveis (livres de agrotoxicos e outras
substéancias) é o cultivo sem a presenca de fertilizantes, pesticidas, antibidticos,
etc., em detrimento a produtividade. Mesmo assim corre-se 0 risco do meio ja
conter essas substancias devido a culturas anteriores.

A presenga dessas substancias nos alimentos tem gerado uma
demanda de métodos analiticos rapidos, multirresiduos e capazes de
determinar quantidades traco. Dependendo da substancia que se deseja
analisar, e também da matriz em que ela se encontra, € necessario que seja
feita uma extracdo e separacdo dos analitos. Em seguida, geralmente, as
identificacbes e quantificacdes sédo feitas por métodos cromatograficos.

Nessas analises, especificamente no processo de extragcdo do(s)
analito(s) de interesse, componentes da matriz podem ser também extraidos, e
interferir na separacéo, identificacdo e quantificacdo dos mesmos. Qualquer
interferéncia é relevante, de modo que dados analiticos ndo confidveis podem

conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis (Ribani
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Introducéo

et al., 2004), influenciando, por exemplo, no parecer se um alimento esti
dentro das normas determinadas pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria).

A interferéncia desses componentes da matriz na quantificacdo de
agrotoxicos tem sido estudada pelo grupo de pesquisa LAQUA (Laboratério de
Quimica Analitica da UFV), que trabalha na otimizac&o e validacdo de métodos
que permitem a andlise de diversos compostos em matrizes complexas por
cromatografia gasosa.

O fato de se trabalhar com matrizes complexas pode levar a dois
problemas. Primeiramente, durante as andlises cromatograficas, o0s
componentes da matriz, contidos nos extratos, podem influenciar na
quantificacdo dos analitos de interesse, gerando resultados duvidosos (efeito
de matriz) (Pinho et al., 2010). Em segundo lugar, devido a variedade de
contaminantes e a diversidade de alimentos, € praticamente necessario que se
otimize um método para cada matriz. O ideal seria estabelecer um Unico
procedimento capaz de quantificar analitos com propriedades diferentes em
matrizes também distintas.

Nesse trabalho seré avaliada a influéncia do método de extracdo e do
tipo de matriz na interferéncia e na quantificacdo cromatografica de um grupo
de agrotéxicos. Serdo avaliadas também algumas condicbes cromatogréaficas

gue podem influenciar na resposta obtida.



Revisdo de Literatura

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anélise de residuos

Em 2001 a Anvisa iniciou o Programa de Andlise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA), com o objetivo de avaliar continuamente 0s
niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura que chegam a mesa
do consumidor visando a seguranca alimentar, evitando assim, possiveis
agravos a saude da populagéo (Anvisa, 2010).

A analise de tragos de contaminantes organicos em alimentos e/ou
amostras bioticas consiste tipicamente das seguintes etapas consecutivas: (i)
isolamento de analitos da matriz da amostra, (ii) remocdo de co-extrativos do
extrato bruto e (iii) identificacdo e quantificacdo dos analitos alvo (Hajslova e
Zrostlikova, 2003).

A técnica a ser utilizada na analise deve ser capaz de promover uma
separacao eficiente entre o analito e quaisquer outras substancias que estejam
presentes na amostra, e também alcancar baixos niveis de deteccdo e
quantificacdo, que atendam aos valores maximos estabelecidos pelas agéncias
reguladoras. Para esse tipo de analise, a cromatografia gasosa é uma das
técnicas mais empregadas (Skoog et al., 2005), onde a separacdo baseia-se
na diferente distribuicAo das substancias da amostra entre uma fase
estacionaria (solida ou liquida) e uma fase movel (gasosa) (Collins et al., 2006).

Embora a configuragdo instrumental e as condigcbes operacionais
predeterminem fortemente as caracteristicas de desempenho do método, o
papel chave em muitos casos é a estratégia de preparacdo de amostras
correspondentes as etapas (i) e (ii) citadas anteriormente. Dependendo da
natureza (tamanho molecular, polaridade, estabilidade térmica, volatilidade)
dos co-extrativos, essas substancias podem interferir em varios estagios do
processo cromatografico (Hajslova e Zrostlikova, 2003), assim como no
processo de extracdo do analito. Na analise de octilfenol (um produto de
degradacdo do surfactante octilfenol etoxilado), por exemplo, em amostras
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biolégicas por microextracdo em fase solida, estudou-se a influéncia dos
elementos da matriz que, ao se adsorverem na superficie da fibra, afetavam a
absorcéo do analito na mesma (Heringa et al., 2006).

Desse modo, para garantir uma resposta confiavel apos uma anélise
cromatografica, um estudo sobre o efeito da matriz, e também das condi¢cdes
do sistema cromatografico na resposta dos analitos de interesse é necessario,

para que se possam adotar medidas preventivas ou corretivas.

2.2. Efeito de Matriz

A cromatografia em fase gasosa (CG) é a técnica analitica mais
empregada na quantificacdo de agrotdxicos em diversas matrizes ambientais.
Entretanto, durante as andlises cromatograficas, os componentes da matriz
contidos nos extratos podem influenciar na quantificacdo dos analitos de
interesse, gerando resultados duvidosos (Pinho et al., 2010). Em estudos bem
elaborados esses resultados sdo avaliados, e a alteracdo na resposta
cromatografica (devido a presenca de co-extrativos) da-se o nome de efeito de
matriz. O efeito de matriz € observado quando uma consideravel diferenca de
resposta é obtida entre padrées preparados no solvente e aqueles preparados
no extrato da matriz, com boa precisdo (Pico et al., 2004). Esse fenbmeno
permite explicar recuperacdes superiores a 100%, que sao relatados em
estudos de agrotéxicos utilizando padrbes em solvente puro e comparando-0s
guando analisados no extrato das matrizes (Hajslova et al., 1998).

Os primeiros trabalhos sobre a influéncia da matriz nas analises de
agrotoxicos por cromatografia foram publicados a partir de 1981 (Carson,
1981), entretanto, considera-se que o efeito de matriz foi sistematicamente
estudado pela primeira vez por Erney e colaboradores (Erney et al., 1993) na
analise por CG.

O efeito de matriz pode ocorrer em diversas partes do sistema
cromatografico, como injetor, coluna ou detector. No injetor, as interacdes entre
analitos e os sitios ativos do liner (insertor) sdo as principais responsaveis pelo
efeito de matriz nas analises cromatograficas.

O liner situado na porta de injecdo € um tubo de vidro, contendo grupos

silandis em sua estrutura. Esses grupos silandis séo sitios ativos que podem
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induzir a degradacdo ou simplesmente adsorver o composto de interesse
(Hajslova e Zrostlikova, 2003).

Quando as solugbes padrao sédo preparadas no solvente puro e
analisadas por cromatografia, mais sitios ativos do liner estdo disponiveis para
interagir com os pesticidas. Entretanto, quando se analisa os extratos, 0s
pesticidas estdo na presenca de componentes da matriz, ocorrendo assim uma
competicao pelos sitios ativos. Dependendo das caracteristicas do analito e da
amostra, os componentes da matriz podem ser adsorvidos no liner e mais
agrotoxicos podem ser introduzidos na coluna cromatografica, originando uma
resposta maior quando comparada a resposta em solvente puro,
proporcionando, assim, erroneamente, uma alta concentracdo do agrotoxico.
Quando a mudanca na resposta cromatografica for acima de 10% considera-se
gue o efeito de matriz comeca a exercer influéncia nas analises (Hajslova e
Zrostlikova, 2003). A figura 1 mostra um esquema do liner do injetor, e a
comparacdo da quantidade de analito que pode ficar retida em solucdes

preparadas em acetonitrila e no extrato da matriz.

R

® Pesticidas
O Co mponentes da maltriz

Figura 1. Diagrama esquematico de sitios presentes na superficie de vidro do liner do
injetor em uma injecdo com divisdo do fluxo (split), para solucdo preparada em (A)
solvente e (B) extratos da matriz (branco) (Pinho, 2009).

Por outro lado, quando a eficiéncia de extracdo do meétodo for muito
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baixa, esse resultado pode estar sendo influenciado por um efeito de matriz
negativo. Nesses casos 0s co-extrativos podem contribuir para aumentar o
namero de sitios de adsor¢do no sistema cromatografico, fazendo com que
menos quantidade do analito chegue ao detector.

Na analise de agrotoxicos em uva (Soares, 2011), obteve-se uma
variacdo na resposta cromatogréfica do fungicida clorotalonil acima de 300%,
quando analisado no extrato da matriz. Porcentagens de efeito de matriz
negativas foram encontradas para a procimidona, o endossulfam e a iprodiona
na analise desses agrotoxicos em alface (Costa, 2011). Isso provavelmente
ocorreu devido ao acumulo de co-extrativos ndo volateis no sistema
cromatografico, levando a formacéo de novos sitios ativos que agiram como 0s
grupos silandis citados anteriormente, diminuindo a resposta dos analitos. Este
fato é muitas vezes chamado de inducéo da diminui¢do da resposta pela matriz
(Mastovska et al., 2004).

A explicacdo de que os componentes da matriz mascaram os sitios
ativos no sistema cromatografico, o que faz com que menos sitios estejam
disponiveis para interagir com analitos, levando a menos perdas e picos mais
bem definidos também foi defendida por Anastassiades e colaboradores
(Anastassiades et al., 2003).

O efeito dos co-extrativos no sistema cromatografico ndo se restringe ao
injetor. Pode acontecer de essas substancias possuirem tempos de retencao
idénticos ao dos analitos estudados, podendo gerar multiplas consequéncias
desfavoraveis, sendo as mais pronunciadas (Hajslova e Zrostlikova, 2003):

0] O pico do analito € mascarado — resultado falso negativo;

(i) A impureza é falsamente identificada como a substancia, que na

realidade esta ausente — resultado falso positivo;

(i) O sinal do detector € aumentado — superestimagéo do resultado;

(iv)  Extincdo do sinal do detector.

Falsos positivos e falsos negativos séo dificilmente evitados se a
confirmacéo dos resultados ndo é realizada por um procedimento analitico
alternativo independente (Hajslova e Zrostlikova, 2003), como espectrometria
de massas.

Os dois ultimos problemas podem ser compensados pela adocdo de

uma estratégia adequada de calibragdo, como por exemplo, o método de
6
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superposicao da matriz, que consiste na adicdo do padrdo da substancia (em
diversas concentragfes) em uma matriz similar & da amostra, isenta da
substancia, e construgcdo do grafico de calibracdo relacionando as &reas
obtidas com as concentracdes dos padroes (Ribani et al., 2004). A
superposicao de matriz tem o inconveniente de aumentar o custo e 0 tempo
das analises, devido a necessidade de uma curva de calibracdo para cada
matriz estudada.

Embora existam poucos estudos na literatura sobre o efeito de matriz
associado a coluna cromatografica e ao tipo de detector, sabe-se que as
conexdes entre o injetor e a coluna, e as conexdes entre coluna e detector
podem também promover o efeito de matriz (Poole, 2007). Para as colunas,
geralmente as que possuem menor diametro interno apresentam menores
diferencas nos resultados, em detrimento aquelas de maior diametro
(D6motoérova et al., 2006). O tempo (e historico) de uso também influencia nas
andlises: uma coluna cromatografica que ja sofreu varias injecfes sucessivas
de diferentes matrizes pode apresentar maior efeito de matriz que uma coluna
nova (Schenck e Lehotay, 2000).

Em relacdo ao detector usado na analise cromatogréfica, relata-se que a
deteccdo por espectrometria de massas € mais suscetivel ao efeito de matriz
que outros detectores em funcdo da sua ampla detectabilidade (Pinho et al.,
2009). Além disso, o préprio espectrdmetro de massas pode acentuar o efeito
de matriz, j& que este possui uma superficie metalica e, além disso, nédo realiza

nenhum tipo de combustao da amostra (Schenck e Lehotay, 2000).

2.2.1. Fatores que influenciam no efeito de matriz

A ocorréncia dos efeitos induzidos pela matriz e a sua extensao sao
simultaneamente influenciadas por varios fatores:

(i) Carater dos agrotoxicos: recuperacdes aparentemente mais altas com
pior precisdo em repetidas injecbes sado encontradas para agrotoxicos mais
polares (Pinho et al., 2010);

Muitos compostos ndo tém sua resposta afetada pela matriz, seja por
serem termicamente estaveis, por possuirem um potencial limitado de

adsorcao nos injetores ou pela matriz ser incapaz de realizar um efeito protetor.
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Ja outras substancias sao suscetiveis a uma melhoria na resposta. A maioria
desses compostos € polar e possuem as seguintes caracteristicas/grupos
funcionais: organofosforados (-P=0), carbamatos (O-CO-NH-), hidroxi-
compostos (-OH), amino-compostos (R-NH-), imidazois e benzimidazois (-N=) e
derivados da uréia (-NH-CO-NH-). Pesticidas organofosforados contendo o
grupo (-PS) sdo menos afetados pela matriz que aqueles com o grupo (-PO)
(Hajslova e Zrostlikovéa, 2003; Poole, 2007).

(i) Tipo da matriz: os efeitos induzidos pela matriz para determinados
pesticidas sdo claramente dependentes do tipo de matriz (ou seja, do tipo de
co-extrativos na amostra) (Pinho et al., 2010);

A maior parte dos estudos sobre o efeito de matriz € relacionada ao
emprego de matrizes vegetais, animais ou alimentares. Estes tipos de matrizes
sdo comumente estudados com organofosforados devido ao seu papel como
fonte de agrotdoxicos na dieta humana e também & necessidade de
regulamentagéo para avaliar os efeitos potenciais sobre a salde decorrentes
destes contaminantes na cadeia alimentar (Poole, 2007).

(iif) Concentracdo do analito/matriz: uma menor precisao nas medicoes é
encontrada especialmente em niveis mais baixos de concentragdo dos analitos
e/ou em maior concentracdo de componentes da matriz na amostra (Hajslova
et al., 1998; Pinho et al., 2010);

(iv) Histérico do sistema de CG: respostas relativas ao padrdo em
solvente puro (100%) da maioria dos pesticidas diminuem gradativamente ao
longo do tempo em que estes analitos sé&o injetados na solugédo contendo a
matriz (Hajslova et al., 1998). A saturacdo do sistema cromatografico com
injecbes sucessivas de extrato isentos de agrotoxicos tem a capacidade de
aumentar a resposta cromatografica do analito em solvente puro. Essa € uma
consequéncia do aumento da contaminacdo da entrada do CG, pois cada
injecdo anterior tem potencial de modificar a atividade do injetor pela propria
deposicao dos componentes da matriz no insertor (Pinho et al., 2009).

Deve-se ressaltar que os efeitos induzidos pela matriz podem gerar
resultados controversos por laboratorios que funcionam com diferentes
métodos de preparagdo de extrato (e assim gerando quantidade e carater de
co-extrativos diferentes na amostra) ou que executam analises por CG em

condi¢cdes completamente distintas (Hajslova et al., 1998).
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2.2.2. Métodos para minimizar o efeito de matriz

A quantificacdo exata de residuos de agrotdxicos em amostras
ambientais é importante, sendo necessario o desenvolvimento de métodos
para contornar o problema da alta recuperacdo (ou de valores abaixo do
esperado) de determinados agrotoxicos. Embora ja existam na literatura varios
métodos, nenhum deles ainda pode ser considerado universal, ou seja,
nenhum € capaz de eliminar totalmente o efeito de matriz na quantificacdo de
qualquer agrotéxico nos diversos tipos de matrizes. A escolha do método
adequado para minimizar os erros depende do conjunto de agrotéxicos que se
deseja analisar, do método analitico, das condicbes do equipamento, da
disponibilidade de tempo e de recursos (Pinho et al., 2009).

As propostas mais comuns encontradas em trabalhos cientificos e em
laboratorios oficiais para monitoramento de residuos de agrotoxicos em
alimentos sdo: curva analitica da matriz, formas de injecdo (temperatura
programada de vaporizacéo, injecdo na cabeca da coluna, controle de pressdo
eletrbnica no injetor), limpeza dos extratos, funcdo de correcdo, método de
adicdo de padréo e protetores de analitos (Hajslova e Zrostlikova, 2003; Poole,
2007; Pinho et al., 2009).

2.3. Agrotoxicos utilizados

A Tabela a seqguir (Tabela 1) contém a formula estrutural, o grupo
qguimico, a classe, a massa molar, o coeficiente de particdo octanol-agua (kow) €
a temperatura de ebulicdo (TE) dos compostos utilizados no presente trabalho.
A justificativa da escolha destes agrotoxicos para andlise se deve ao fato
destes compostos serem alguns dos mais frequentemente empregados na
agricultura para controle de pragas, contribuindo para aumentar a produtividade

em diferentes tipos de matrizes.



Tabela 1. Compostos utilizados no estudo (Anvisa, 2010; ChemSpider, 2011; IUPAC, 2011)

. . Massa Molar Ky, (pH7,0ea TE (°C)
Composto Férmula Grupo Quimico Classe (g mol %) 20 °C) (760 mm Hg)
CN
Cl Cl
Clorotalonil Isoftalonitrila Fungicida 265,91 8,71x10? 350,5
Cl CN
Cl
. - § Inseticida e 3
Parationa Metilica O,N OP(OCHs), Organofosforado acaricida 263,21 1,00x10 334,7
Cl o
NS \p/\ J Inseticida,
Clorpirifés P e Organofosforado  formicida e 350,89 5,01x10" 375.9
cl CI) acaricida
-NO
NP W
Tiametoxam \(J/\N)\N/ Neonicotinéide  Inseticida 291,71 7,41x10™ 485,83
N
L
O
Procimidona Dicarboximida Fungicida 284,14 2,00x10° 4779

2%
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Tabela 1 (continuacdo). Compostos utilizados no estudo (Anvisa, 2011; ChemSpider, 2011; IUPAC, 2011)

OH
cl
Ciproconazol Triazol
/\ll\J
N\fN
cl o%\
Iprodiona N_ N Dicarboximida
J CONHCH(CHg),
cl O
H
Cl
— | CO,CH,
FsC O
Bifentrina Piretréide
F3C
WCOZCHZ ‘
Cl
gl e
PN
N {\1
)\/k
Azoxistrobina O O Estrobilurina
CN HaCO_~

CO,CH;

Fungicida

Fungicida

Inseticida,
formicida e
acaricida

Fungicida

291,78

330,17

422,88

403,4

1,23x10° 479,1
1,26x10° -
2,0 x 107 453,2
3,16 X 102 581,3

kow=coeficiente de particdo octanol-agua; TE= Temperatura de Ebuli¢&o.

11



Revisdo de Literatura

2.4. Matrizes analisadas

As matrizes escolhidas para este trabalho possuem a caracteristica de
serem hortalicas com alto consumo no Brasil, além de possuirem coloracéo
avermelhada (tomate e pimentdo vermelho). Trabalhos publicados
recentemente permitem supor que matrizes de coloragdo avermelhada
apresenta efeito de matriz pronunciado (Pinho, 2007). Com o intuito de verificar
se essa coloracao teve uma influéncia maior no efeito de matriz, também se fez

uso da matriz pimentao amarelo, para fins de comparacéo.

2.4.1. Tomate

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill), apresentado na Figura 2,
pertence a familia Solanaceae, sendo originario do Peru e do Equador.
Estendeu-se posteriormente & Ameérica Central e foi introduzido na Europa no
século XVI, e seu nome deriva dos termos astecas “tomal’, “xitomate” e
“xitotomate”. Inicialmente era usado como planta ornamental, mas em meados
do século XVIII j& era cultivado para fins alimentares, principalmente na Itélia
(Disqual, 2011).

Figura 2. Tomate (Lycopersicon esculentum Mill)

O fruto do tomateiro possui em sua composicdo de 93 a 95% de agua.
Nos 5 a 7% restantes, encontram-se compostos inorganicos, acidos organicos,
acucares, soOlidos insolaveis em &lcool e outros compostos (Tabela 2)
(Embrapa, 2011b).
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Tabela 2. Composi¢do dos frutos de tomate cru (100g de parte comestivel)

(NEPA, 2006)

Tomate
Umidade (%) 95,1
Energia EEE;‘ ) (132
Proteinas (g) 11
Lipidios () 0,2
Carboidratos (g) 3,1
Fibra Alimentar (g) 1,2
Cinzas (g9) 0,5
Célcio (mg) 7

Embora as vitaminas estejam presentes em uma pequena proporc¢ao do
total da matéria seca (como apresentado na Tabela 3), essas substancias sao

importantes do ponto de vista nutricional (Embrapa, 2011b).

Tabela 3. Teores de vitaminas nos frutos maduros de tomate (valores médios
por 100 g de fruto fresco) (Davies et al., 1981)

Vitamina Teor em mg
A (B-caroteno) 540 — 763 mg
B1 (tiamina) 50 — 60 mg
B2 (riboflavina) 20 - 50 mg
B3 (acido pantoténico) 50 — 750 mg
Complexo B6 80— 110 mg
C 15000 — 23000 mg
E (a-tocoferol) 40 — 1200 mg
Acido nicotinico (niacina) 500 — 700 mg
Acido folico 6,4 — 20 mg
Biotina 1,2-4,0mg

2.4.2. Pimentédo

O pimentédo (Figura 3) esta entre as dez hortalicas mais consumidas no
Brasil, com area anual cultivada estimada em 12 mil hectares, concentrada nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Parana (Embrapa, 2011d).

E uma das hortalicas mais ricas em vitamina C e quando maduro é
excelente fonte de vitamina A. Também é fonte de calcio, magnésio e ferro,
além de possuir poucas calorias (Tabela 4). E um fruto originario do sul do
México e América Central, pertencente a familia Solanaceae (como a batata, o
tomate, o jil6, a berinjela e as pimentas) e ao género Capsicum. Esse género

possui de 20 a 25 espécies, normalmente classificadas de acordo com o nivel
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de domesticacdo. O Brasil destaca-se por possuir ampla diversidade em todas
as categorias (Embrapa, 2011a, 2011c).

Com relacdo a coloragdo, os frutos sdo verdes quando imaturos,
tornando-se vermelhos, amarelos ou alaranjados quando maduros,
dependendo da variedade. Os pimentdes roxo e creme formam a excecao
deste padrdo, pois apresentam esta cor desde o inicio de sua formacédo

(Embrapa, 2011c).

Figura 3. Pimentado vermelho e amarelo (Capsicum annuum var. annuum)

Tabela 4. Composicao dos frutos de pimentédo cru (100 g de parte comestivel)
(NEPA, 2006)

Variedade do Pimentéo

Amarelo Vermelho

Umidade (%) 91,9 92,9

. (kcal) 28 23
Energia (kJ) 117 97
Proteinas (g) 1,2 1,0
Lipidios (g) 0,4 0,1
Carboidratos (g) 6,0 5,5
Fibra Alimentar (g) 1,9 1,6
Cinzas (Q) 0,5 0,4
Célcio (mg) 10 6

2.5. Andlises estatisticas

As medidas quimicas invariavelmente envolvem erros e incertezas
devido a equivocos cometidos pelo analista, ou mais comumente, causados
por padronizacdes ou calibracbes mal feitas ou variagcbes aleatérias e
incertezas nos resultados. Calibragfes frequentes, padronizacdes e analises de

amostras conhecidas podem ser usadas, algumas vezes, para minimizar todos
14
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esses fatores (exceto as incertezas e 0s erros aleatorios), entretanto, 0s erros
envolvidos nas medidas séo inerentes. Por conta disso, é impossivel realizar
uma analise quimica que seja totalmente livre de erros ou incertezas, mas
pode-se minimiza-los e estimar sua grandeza com uma exatiddo aceitavel
(Skoog et al., 2005; Devore, 2006).

Dois termos sdo amplamente usados quando se trata da confiabilidade
dos dados: precisdo e exatiddo. A primeira descreve a reprodutibilidade dos
resultados, enquanto a segunda indica a proximidade das medidas do seu valor
verdadeiro ou valor aceitavel, sendo expressa pelo erro, seja absoluto ou
relativo (Holler et al., 2009).

Sao considerados trés tipos de erros: os erros aleatorios, também
chamados de erros indeterminados, e 0s erros sistematicos, geralmente
chamados de erros determinados, e 0s erros grosseiros, causados pela falta de
pratica (impericia) ou distracdo do operador.

A analise estatistica dos dados analiticos se baseia comumente na
suposicdo de que os erros aleatérios seguem uma distribuicdo gaussiana, ou
normal. Quando um mesmo procedimento é aplicado a um grande numero de
amostras individuais, se obtém uma curva com forma de sino. Este grafico é
conhecido como curva de Gauss ou curva normal de erro (Figura 4). Ela mostra
a distribuicdo simétrica dos dados em torno da média de uma série infinita de
dados (Devore, 2006).

0,4 I I T
0,3+ —
0,2 - 4

0,1 -

Frequéncia relativa

0 | I I
— 0 -+

Desvio em relacéo a média

Figura 4. Frequéncia de distribuicdo para um conjunto de medidas (Skoog et al.,
2005).

Na maioria das situacdes encontradas em analises quimicas, o valor

verdadeiro da meédia p ndo pode ser determinado, porque um numero imenso
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de medidas (aproximadamente infinito) seria necessario. Com a estatistica,
entretanto, pode-se estabelecer um intervalo ao redor da média determinada
experimentalmente, no qual se espera que a média da populacdo | esteja
contida com certo grau de probabilidade. Esse intervalo é conhecido como o
intervalo de confianca e os limites sdo chamados limites de confianca. A
amplitude do intervalo de confianca, que é calculada a partir do desvio padrédo
da amostra, depende do qudo bem o desvio padrdo s da amostra estima o
desvio padrao o da populagao. Se s for uma boa aproximacao de o, o intervalo
de confianca pode ser significativamente mais estreito do que se a estimativa

de s for baseada apenas em poucos valores medidos (Devore, 2006).

2.5.1. Teste t e Teste de hipoteses

Frequentemente, as limitagdes no tempo ou na quantidade de amostra
disponivel e também o custo envolvido num experimento impedem que
medidas suficientes sejam feitas para considerar s uma boa estimativa de o.

Nesse caso, é utilizado um importante parametro estatistico t, definido como:

t= s;gﬁ (Equacéo 1)

A variavel t € geralmente chamada de t de Student, pseudénimo do
quimico e matematico britdnico William Sealy Gosset que foi o primeiro a
descrevé-la e demonstrar seu uso. A Equacao 1 depende do nivel de confianca
desejado e do numero de graus de liberdade disponiveis para o calculo de s.
Os valores de t sdo encontrados em tabelas completas, em livros de
matematica (Holler et al., 2009).

O intervalo de confianca para a média de N réplicas de medidas pode

ser calculado a partir de t pela seguinte equacéo:

—gy s x
p=X% N (Equacao 2)

Os resultados experimentais raramente concordam exatamente com
agueles previstos por um modelo tedrico. Como consequéncia, frequentemente

€ necessario julgar se as diferencas numéricas sdo um resultado de erros
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aleatdrios inevitaveis de todas as medidas ou o resultado de erros sistematicos.
Certos testes estatisticos, como o teste de hipbteses, sdo uteis no
aprimoramento desses julgamentos.

Testes deste tipo lancam mao da hipotese nula, que considera que as

guantidades numéricas comparadas séao, de fato, iguais.

Hipotese nula — Ho: 1 = Mo

Hipoteses alternativas — Ha = u # o ou
Ha=H>Hoou
Ha =l < Ho

A distribuicdo de probabilidade é usada para calcular a probabilidade de
que as diferencas observadas sejam um resultado de erros aleatorios.
Normalmente, se a diferenca observada € maior ou igual a diferenca que
ocorreria 5 vezes em 100, devido a fatores aleatdrios (um nivel de significancia
de 0,05), a hipdtese nula é considerada questionavel e a diferenca, como
significativa. Outros niveis de significancia, como 0,01 (1%) ou 0,001 (0,1%),
também podem ser adotados, dependendo da exatiddo desejada no
julgamento. Quando expresso como uma fracdo, ao nivel de significancia é
frequentemente atribuido o simbolo a. O nivel de confianga (NC) esta

relacionado a a em uma base porcentual por:
NC=(1-a)x100 (Equacéo 3)

Uma forma de relatar o resultado da analise do teste de hipoteses é
simplesmente dizer se a hipotese nula foi rejeitada em um nivel de significancia
especificado. Esse tipo de afirmacdo é um tanto quanto inadequada, pois ndo
informa se o valor calculado da estatistica de teste apenas caiu na regido de
rejeicdo ou se excedeu o valor critico por um valor grande. Uma dificuldade
adicional é gue esse relatério impde o nivel de significancia especificado sobre
outros tomadores de decisoOes.

Em muitas situacdes de decisdo, os individuos podem ter visdes

diferentes com relacdo as consequéncias de um erro tipo | (rejeitar Hp quando
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ela é verdadeira) ou tipo Il (envolve a ndo-rejeicdo de Hy quando Hy é falsa)
(Devore, 2006).

Para Ha: 1 > o, rejeita-se Hp se t = tqit (Figura 5-A); para Ha: 1 < o,
rejeita-se Ho, t < -tit (Figura 5-B). Se a hipotese alternativa é Hy: g # Ho, entdo
rejeita-se Ho se t = tqit ou se t < -ti,, de modo que o teste é bicaudal (duas

caudas) (Figura 5-C):

Valor P= 0,05 = drea na cauda superior Valor P = 0,05 = drea na cauda inferior
T T T T T I I I I I
A B
curva f
curva ¢
| 0.05 0.05 |,
|
|
| ' |
1 ! ! L - 1 1 1 1
-3 -2 -1 o 12 3 -3 -2 | -1 0 1 2 3
valor de ¢ valor de ¢
Valor P=0.050 = soma da drea em ambas as caudas
1 T T T T
C
0.025 0.025
Ly
il[ I I | I 1
=3 =2 =1 0 1 IE 3

valor de ¢

Figura 5. Regibes de rejeicdo para teste t: (A) teste de cauda superior; (B) teste de
cauda inferior e (C) teste bicaudal

Um valor p (area sob a curva) transmite muitas informacdes sobre a
forca da evidéncia contra Hp e permite que um tomador de decisdes individual
tire uma conclusdo em qualquer nivel a especificado. O valor de p € o menor
nivel de significancia em que Hp seria rejeitada, quando um procedimento de
teste especificado € usado em um determinado conjunto de dados. Uma vez
que o valor de p tenha sido determinado, a conclusdo, em qualquer nivel
especifico de a, resulta da comparacao do valor p a a (Devore, 2006):

1) p < a— implica rejeicdo de Hp no nivel a.

2) p > a — implica ndo-rejeicao de Hp no nivel a.

18



Revisdo de Literatura

2.5.2. Teste t pareado

Frequentemente € necessério avaliar se uma diferenca nas médias de
dois conjuntos de dados é verdadeira ou se é o resultado de erros aleatorios.
Em alguns casos, os resultados de analises quimicas sdo usados para
determinar se dois materiais sao idénticos. Em outros, os resultados s&o
usados para estabelecer se dois métodos analiticos fornecem os mesmos
valores ou se dois analistas que utilizam o mesmo método obtém as mesmas
médias. Uma extensdo desses procedimentos pode ser empregada para
analisar dados pareados. Muitas vezes os dados séo coletados aos pares para
eliminar uma fonte de variabilidade, observando-se as diferengas existentes em
cada par (Skoog et al., 2005).

Os testes t pareados usam o0 mesmo tipo de procedimento do teste t
normal, exceto que se analisam pares de dados. O desvio padrdo, nesse caso,
€ o desvio padrao da diferenca nas médias, e a hipétese nula passa a ser:

HoZ Mg = Ao

em que Ao € um valor especifico da diferenca a ser testado, frequentemente
zero. O valor do teste estatistico é:

d-Ag

t=Sd/VN

(Equacéo 4)

em que d é a diferenca média igual a 3di/N. A hipétese alternativa pode ser:

Mg # Ao OU g > Ag OU [g < Ag

2.5.3. Planejamento fatorial de trés niveis

Para executar um planejamento fatorial € necessario especificar os
niveis em que cada fator sera estudado, isto €, os valores dos fatores que
serdao empregados nos experimentos. Um planejamento fatorial requer a
execucdo de experimentos para todas as possiveis combinacbes dos niveis
dos fatores (Neto et al., 1996).
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Num planejamento fatorial de 3, k indica o niimero de fatores, estudado

em trés (3) niveis, como demonstrado na Figura 6:

b2z 122 223
D12 *112 212
2= 002 102 mz 21
021 121
2] 011
5 =1 211
& 101
w 1 =
001 201 220
R 020 120
& 010
wd‘ « 110 210
- g
0 00g 100 200
I | |
o 1 2

Factor A

Figura 6. Combinacdes do tratamento no planejamento 3* (Montgomery, 2001).

As 27 combinacdes possiveis possuem 26 graus de liberdade. Cada
efeito principal, interacdo de dois fatores e interacdo de trés fatores possui,
respectivamente, dois, quatro e oito graus de liberdade. Se houver repeticoes,
o grau de liberdade total é igual a n3*1 e o do erro igual a 3%n-1)
(Montgomery, 2001).

A soma dos quadrados pode ser calculada utilizando o método padrao
para experimentos fatoriais. Além disso, se os fatores sédo quantitativos, os
efeitos podem ser particionados em componentes lineares e quadréaticos, cada
um com um unico grau de liberdade (Montgomery, 2001).

Todos os célculos necessarios a execucdo dos planejamentos podem
ser calculados em um software estatistico, como por exemplo, o Statistica 7.0
utilizado nesse trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

e Investigar o efeito de matriz na andlise dos agrotoxicos Clorotalonil,
Clorpirifés, Tiametoxam, Procimidona, Ciproconazol, Iprodiona, Bifentrina e
Azoxistrobina por cromatografia gasosa em tomate e pimentéo, e identificar os

fatores que o influenciam no efeito de matriz.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia do método de extracao (Extracédo soélido-liquido com
particdo a baixa temperatura, Extracdo sélido-liquido induzida por sal e
Dispersdo da matriz em fase soélida) no efeito de matriz;

e Estudar a influéncia da temperatura inicial da coluna na resposta
cromatografica atribuida aos agrotéxicos na presenca de co-extrativos;

¢ Avaliar a influéncia da concentracéo no efeito de matriz;

e Analisar a interferéncia dos co-extrativos presentes em amostras de
tomate e pimentédo (vermelho e amarelo);

e Avaliar a estabilidade dos analitos de interesse nos extratos das
matrizes ap0s periodos de 20 dias;

e Determinar as melhores condi¢cdes para minimizar o efeito de matriz nas

analises cromatograficas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. EqQuipamentos

Foi utilizado um cromatografo a gas da Shimadzu (GC-2014) equipado
com um detector por captura de elétrons (DCE) e autoinjetor AOC-20i e uma
coluna capilar HP-5 da Agilent Technologies, com fase estacionaria composta
de 5 % de fenil e 95 % de dimetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,1 um de espessura de filme.

Durante o preparo das amostras usou-se um banho ultrassénico da
Unique (Sao Paulo, Brasil). O gerador deste banho tem uma saida de 150 W e
uma frequéncia de 25 kHz. Também se utlizou um agitador tipo Voértex
Certomat MV (B. Braun Biotech International), um rota-vapor marca Fisatom e

uma bomba de vacuo modelo TE-058, da Tecnal.
4.2. Reagentes

Solucbes padrdo estoque de clorotalonil (99,3% m/m), tiametoxam
(99,7% m/m), procimidona (99,9% m/m), ciproconazol (99,8% m/m), iprodiona
(99,3% m/m) e azoxistrobina (99,9% m/m), adquiridos da Sigma Aldrich,
(Seelze, Alemanha), bifentrina (92,2% m/m) adquirida da FMC do Brasil,
clorpirifés (99,0% m/m) e parationa metilica (99,0% m/m) adquiridos da Chem
Service (West Chester, PA, USA) foram preparadas em acetonitrila na
concentracdo de 1000 mg L™ e armazenadas em temperatura de 4 °C.

Os solventes utilizados no processo de extracdo foram acetato de etila e
acetonitrila para andlises de tracos, ambos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).
Sulfato de sédio anidro com grau de pureza superior a 99% e silica gel 60 (0,2
a 0,5 mm) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Florisil Fluka (60-
100 mesh) foi obtido da Sigma Aldrich (Seelze, Alemanha) e cloreto de sddio
P.A. 99% foi adquirido da Isofar.
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4.3. Extratos das matrizes

Amostras de tomate hidropdnico (isento de agrotéxicos) e de pimentdo
vermelho e amarelo obtidos no comércio da cidade de Vicosa (MG) foram
submetidas a trés processos de extracao: extracao soélido-liquido com particéo
a baixa temperatura (ESL-PBT), extracdo solido-liquido com particdo induzida
por sal (ESL-PIS) e disperséo da matriz em fase sélida (DMFS), de acordo com
as metodologias descritas por Pinho et. al. (2009), Rodrigues (2010) e Pinho et.
al., (2010).

A auséncia dos agrotoxicos foi confirmada pela analise cromatogréafica
de seus extratos.

Ao final dos procedimentos descritos a seguir, obtiveram-se nove
extratos diferentes, que foram armazenados sob refrigeracéo e protegidos da

luz enquanto néo utilizados.

4.3.1. Extracdo Solido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura (ESL-
PBT)

Amostras de tomate e pimentdo in natura foram previamente lavadas
com agua e sabdo, em seguida com &gua destilada e trituradas em um
processador de alimentos. A 4,0000 g de amostra foram acrescentados 0,5 mL
de &gua destilada, 1,5 mL de acetato de etila e 6,5 mL de acetonitrila. A mistura
foi submetida a sonicacdo por 10 min e colocada em freezer por até 4 horas.

Decorrido o tempo necessario para congelamento da fase aquosa, o
extrato organico, ainda no estado liquido, foi retirado e passado por um papel
de filtro contendo 1,0000 g de sulfato de sédio anidro. O volume do extrato
organico foi ajustado em baldo volumétrico de 10,0 mL. O procedimento foi
repetido com mais amostras com a finalidade de se obter volume de extrato

suficiente para as analises.

4.3.2. Extracdo Solido-Liquido com Particdo Induzida por Sal (ESL-PIS)

Amostras de tomate e pimentdo in natura foram lavadas com agua e

sabdo, em seguida com agua destilada e trituradas em um processador de
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alimentos. A 3,0000 g de amostra foram acrescentados 0,5 mL de agua
destilada, 1,0 mL de acetato de etila e 6,0 mL de acetonitrila, formando-se uma
fase Unica (em relacdo a mistura extratora). Para romper esse equilibrio
acrescentou-se 1,0 mL de solucdo de NaCl 2,0 mol L™ (efeito salting out). A
mistura foi submetida & homogeneizacdo em vortex por 40 segundos e deixada
em repouso (por cerca de um minuto), a fim de ocorrer melhor estabilizagéo
das fases.

Decorrido este tempo, 0 extrato organico foi recolhido e passado por um
papel de filtro contendo 1,0000 g de sulfato de sédio anidro. O volume do
extrato organico foi ajustado em baldo volumétrico de 5,0 mL. O procedimento
foi repetido com mais amostras com a finalidade de se obter volume de extrato

suficiente para as analises.

4.3.3. Dispersédo da Matriz em Fase Sdlida (DMFS)

Amostras de tomate e pimentdo in natura foram lavadas com agua e
sabdo, em seguida com agua destilada e trituradas em um processador de
alimentos.

Amostras de massa igual a 0,5000 g foram maceradas com 1,0000 g de
adsorvente florisil em capsula de porcelana até a completa dispersdo da
amostra. A mistura (amostra + adsorvente) foi transferida para uma coluna de
polietileno (cartucho) de 10,0 mL contendo 1,0000 g de sulfato de sédio anidro
e 0,5000 g de silica. Em seguida adicionou-se 5,0 mL de acetato de etila para
eluicdo, mantendo-se uma vazdo de aproximadamente 0,4 mL min™.

O eluato foi evaporado em rota vapor e o extrato recuperado com 5,0 mL
de acetonitrila. O procedimento foi repetido com mais amostras com a

finalidade de se obter volume de extrato suficiente para as analises.

4.4. Preparo das curvas analiticas

A partir da diluicdo das solucdes estoque foram preparadas curvas
analiticas contendo os oito agrotdxicos (Tabela 5). Cada curva foi preparada
em acetonitrila e nos nove extratos obtidos. Em todas as solu¢gbes manteve-se

a concentracdo de parationa metilica igual a 150 pg L™, sendo esse agrotéxico
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utilizado como padréo interno.

Tabela 5. Concentracdes dos analitos nos niveis da curva analitica

Concentracédo em cada ponto (ug L™

Analito 1 2 3 4 5 6 7 8
Clorotalonil 3 88,3 173,5 258,7 343,9 429,1 514,3 600,0
Clorpirifés 2 58,9 115,7 172,5 229,3 286,1 342,9 400,0
Tiametoxam 5 147,2 289,2 431,2 573,2 715,2 857,2 1000,0
Procimidona 2 58,9 115,7 172,5 229,3 286,1 342,9 400,0

Ciproconazol 40 177,2 3120 451,2 588,0 725,2 862,0 1000,0
Iprodiona 4 177,8 231,4 3450 458,6 572,2 658,8 8000
Bifentrina 3 88,3 173,5 258,7 3439 429,1 514,3 600,0
Azoxistrobina 3 88,3 173,5 258,7 343,9 429,1 514,3 600,0

4.5. Andalise cromatografica

Todas as solugdes contendo os agrotéxicos foram analisadas
cromatograficamente. As condi¢cdes utilizadas (temperatura do injetor,
temperatura do detector, razdo split, taxa de fluxo do gas de arraste,
programacado da temperatura da coluna cromatografica) permitiram a
separacdo e quantificacio dos analitos de interesse. E importante ressaltar que
na analise dos extratos fortificados, também foi feita a analise dos mesmos
isentos de agrotoxicos (branco), para a verificacdo de que nenhuma substancia
possuia 0 mesmo tempo de retencédo (tg) dos analitos.

Durante a analise das curvas, procedeu-se primeiramente a analise dos
agrotoxicos em solvente, seguido da analise dos mesmos nos extratos das
matrizes. As condicfes das analises foram:

e Temperatura do detector: 300 °C

e Volume injetado: 1,0 pL

e (Gas de arraste: Nitrogénio

e Vazdo do gas de arraste: 1,2 mL min™

e Razéao Split (1:5)

e Programacéo de aguecimento da coluna:
150 °C (2min)22CM0s 510 °C (1min)-L2°Cmin’s, 550 °C (4min) £22Cmin’y,
290 °C (4min)
Tempo de analise: 14,67 min
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As analises também foram realizadas iniciando-se em 100 °C e 60 °C,
resultando em tempos de andlise de 17,17 e 19,17 min, respectivamente. As

programacoes para essas duas temperaturas iniciais foram:

100 °C ZCmin"s, 150 °C (2min) 22°CMiNy, 210 °C (1min) 22°C™°s, 220 °C (4min)
_60°Cminy, 290 °C (4min)

60 °C 2°Cmin’s, 150 °C (2min)2LCMS, 210 °C (1min)222C M’ 250 °C (4min)
-s0°Cmin’s 290 °C (4min)

As informacdes referentes as leituras das amostras no cromatografo

foram coletadas e tratadas no software GCSolution, da Shimadzu.

4.5.1. Efeito da temperatura, da matriz e do método de extracdo na
resposta cromatogréafica

As solucdes padrdo de todos os agrotdxicos preparados em acetonitrila
e em cada um dos nove extratos foram analisadas no cromatdgrafo a gas de
acordo com as condi¢cdes cromatograficas citadas anteriormente (secdo 4.5).
Cada curva analitica (preparada em solvente e nos nove extratos) foi avaliada
nas trés programacdes de temperatura, ou seja, iniciando-se em 60, 100 e
150 °C. Essas solucdes foram feitas com o extrato recém-preparado, ou seja,
no dia 0.

A estabilidade dos pesticidas no extrato da matriz também foi avaliada.
Para isso, os pontos 2, 4, 6 e 8 (Tabela 5) das curvas foram armazenados sob
refrigeracao e protegidos da luz, e lidos novamente apos 20, 40 e 60 dias, a fim
de verificar se ocorreria alteracdo na resposta cromatografica em relacao
aguela obtida no dia 0. Essas leituras foram realizadas apenas com a
temperatura inicial da coluna igual a 150 °C.

Extratos livres de pesticidas foram reservados, mantidos sob
refrigeracao e protegidos da luz. Esses extratos foram fortificados, nas mesmas
concentragcbes dos pontos 2, 4, 6 e 8 (Tabela 5), no 20°, 40° e 60° dia, e
analisados nos mesmos dias que as solucdes ja fortificadas, com a

temperatura inicial da coluna igual a 150 °C.
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4.6. Avaliacao do efeito de matriz

Para avaliar a influéncia dos componentes da matriz na resposta
cromatografica, foram preparadas curvas analiticas utilizando o método da
padronizacdo interna. Para o estudo do efeito de matriz, as razdes das
respostas cromatogréficas (area do analito/area do padréo interno) para cada
agrotoxico foram utilizadas.

Com esses valores, graficos das respostas foram plotados em funcéo
das concentracbes utilizadas. Aplicou-se a regressédo linear aos dados,
obtendo-se as curvas analiticas para cada agrotoxico em todas as solucdes
preparadas.

A porcentagem do efeito de matriz foi calculada de acordo com a

equacdao 5 (Friggi, 2008),

Efeito de Matriz Relativo (EMR) = (AA—A) x100 (Equacio 5)

em que:
Ae = razdo éarea do analito/area do padréo interno de cada agrotoxico,
preparado no extrato da matriz, numa determinada concentracao;

As = razdo area do analito/area do padrdo interno de cada agrotoxico,

preparado em solvente puro, numa determinada concentragao.
4.6.1. Planejamento de trés niveis

De posse de todos os valores de porcentagem do efeito de matriz, fez-se
o planejamento de trés niveis com os dados obtidos em funcdo do método de
extracdo, da matriz utilizada, da temperatura inicial da coluna cromatografica,
da concentracéo, utilizando o software Statistica 7.0.

Para esse estudo, foram escolhidos trés valores de concentragdo para

cada agrotéxico, como mostrado na Tabela 6:
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Tabela 6. Concentracdes de cada agrotdxico

Analito Concentracdo (ug L™
Clorotalonil 258,7 429,1 600,0
Clorpirifés 58,9 172,5 400,0
Tiametoxam 431,2 715,2 1000,0
Procimidona 58,9 172,5 400,0
Ciproconazol 451,2 725,2 1000,0
Iprodiona 345,0 572,2 800,0
Bifentrina 258,7 429,1 600,0
Azoxistrobina 258,7 429,1 600,0

Os valores de concentragdo escolhidos para essa analise foram aqueles

gue garantiram boas respostas para os analitos descritos, ndo havendo nesses

niveis desaparecimento de pico ou auséncia de resposta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anélises cromatograficas

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas para analise simultdnea dos
nove agrotéxicos (incluindo o padréo interno), descritas no item 4.5, permitiram
uma boa separacdo dos principios ativos, conforme pode ser observado nos
cromatogramas das Figuras 7, 8 e 9. Nos trés casos trata-se de uma mistura
de agrotoxicos, preparada em acetonitrila, com concentracdo igual ao ponto 8
apresentado na Tabela 5 (pagina 27). O tempo total de analise foi de 14,67 min
(Figura 7), 17,17 min (Figura 8) e 19,17 min (Figura 9).

A identificacdo dos compostos de interesse foi realizada comparando-se
os tempos de retencdo (tg) referente aos picos de cada analito, na solugéo-
padrdo, com os tempos de retencdo encontrados apds analise individual de

cada agrotéxico em acetonitrila.
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Figura 7. Cromatograma de uma solucdo padrdo de agrotoxicos, preparada em
acetonitrila, com temperatura inicial da coluna de 150 °C: 1-Clorotalonil (tr=4,97), 2-
Parationa Metilica (tx=5,35), 3-Clorpirifés (tx=5,95), 4-Tiametoxam (tz=6,21), 5-
Procimidona (tr=6,69), 6-Ciproconazol (tr=7,95), 7-lprodiona (tr=8,34), 8-Bifentrina
(tr=10,57), 9-Azoxistrobina (tr=14,17).
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Figura 8. Cromatograma de uma solucdo padrdo de agrotoxicos, preparada em
acetonitrila, com temperatura inicial da coluna de 100 °C: 1-Clorotalonil (tr=7,20), 2-
Parationa Metilica (tg=7,66), 3-Clorpirifés (tr=8,31), 4-Tiametoxam (tg=8,56), 5-
Procimidona (tg=9,08), 6-Ciproconazol (tr=10,37), 7-Iprodiona (tr=10,76), 8-Bifentrina
(tg=13,06), 9-Azoxistrobina (tz=16,68).
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Figura 9. Cromatograma de uma solugcdo padrdo de agrotoxicos, preparada em
acetonitrila, com temperatura inicial da coluna de 60 °C: 1-Clorotalonil (tg=9,19), 2-
Parationa Metilica (tg=9,65), 3-Clorpirifés (t=10,31), 4-Tiametoxam (tr=10,55), 5-
Procimidona (tg=11,08), 6-Ciproconazol (tr=12,37), 7-Iprodiona (tr=12,76), 8-Bifentrina
(tr=15,07), 9-Azoxistrobina (tr=18,69).

A coluna cromatografica utilizada nas andlises é composta de 5% de
fenil e 95% de dimetilpolisiloxano, possuindo um carater apolar. Baseado nisso,
0s agrotoxicos deveriam eluir da coluna de acordo com a polaridade da
molécula (aquelas mais apolares ficariam mais tempo retidas na coluna,
enquanto as polares chegariam ao detector mais rapidamente). Entretanto, a
ordem de eluicdo dos analitos na coluna cromatografica depende também da
temperatura de ebulicdo dos mesmos.

Na Tabela 1 (pagina 10) estao representados os valores dos coeficientes
de particdo octanol-agua (Koy) para os compostos analisados. O Ky, € uma
medida da lipofilicidade de um composto e € definido como a razdo da
concentracdo do mesmo, no equilibrio, apds dissolucdo em um sistema de
duas fases, formadas por dois solventes imisciveis, dgua e octanol (Silva e
Ferreira, 2003). Quanto maior for o valor de K, para um determinado
composto, maior € seu carater apolar.

Seguindo a ordem de polaridade, a ordem de eluicdo esperada seria:
tiametoxam, azoxistrobina, clorotalonil, parationa metilica, ciproconazol,

iprodiona, procimidona, clorpirifés e bifentrina, o que ndo condiz com o0s
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resultados obtidos. O tiametoxam possui 0 menor valor de Ky, dentre esses
agrotoxicos, sendo esperado que fosse o primeiro analito a chegar ao detector.
Porém a temperatura de ebulicdo (485,8 °C) justifica o fato de ser o 4°
composto a ser eluido. A temperatura influencia, de maneira mais significativa,
a eluicdo da azoxistrobina, que é a dultima molécula a sair da coluna
cromatografica (TE=581,3 °C), apesar do seu menor valor de Kqy.

Apés a saida do clorotalonil e da parationa metilica, quem chega ao
detector é o clorpirifés, apesar de seu valor de Ko=5,01x10% que indica um
maior carater apolar, sendo esperado assim um maior tempo de retencéo, o
que ndo acontece, novamente, devido a sua temperatura de ebulicao.

Depois da eluicdo do tiametoxam s&o detectados a procimidona
(Kow=2,00x10%), o ciproconazol (Kow=1,23x10%) e a iprodiona (Kow=1,26x10%).
Dentre os trés, a procimidona possui a menor temperatura de ebulicdo, o que
justifica ser o primeiro entre os trés a ser eluido, apesar de possuir o maior
valor de coeficiente de particdo. A ordem de eluicdo do ciproconazol e da
iprodiona pode ser discutida apenas a partir dos valores de Ky, (que séo
coerentes com a saida dos mesmos na coluna), pois segundo dados da

literatura (IUPAC, 2011) a iprodiona se degrada antes de chegar a ebulicdo.

5.2. Influéncia da matriz e do método de extracdo na resposta
cromatografica

O efeito de matriz esta relacionado ao tipo e a quantidade de co-
extrativo presente na solucédo analisada, além de outras variaveis. Esses dois
fatores dependem da matriz em estudo, no caso desse trabalho tomate,
pimentdo vermelho e pimentdo amarelo, e também do método de extracdo
utilizado, que podem extrair diferentes substancias, de acordo com o
procedimento adotado, que pode incluir ou n&o a etapa de clean up.

Uma maneira simples de \verificar diferencas na resposta
cromatografica devido as substancias extraidas € a analise do branco da
matriz. Nas figuras a seguir (Figuras 10, 11 e 12) sdo apresentados os brancos
dos extratos do pimentdo vermelho, pelas trés técnicas, apos leitura com

temperatura inicial da coluna igual a 150 °C.
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Figura 10. Cromatograma de extrato organico obtido de amostra de pimentdo
vermelho submetido a extracdo solido-liquido com particio em baixa temperatura

(ESL-PBT).
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Figura 11. Cromatograma de extrato organico obtido de amostra de pimentéo
vermelho submetido & extragdo solido-liquido com particdo induzida por sal (ESL-PIS).
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Figura 12. Cromatograma de extrato organico obtido de amostra de pimentédo
vermelho submetido & extracdo dispersao da matriz em fase solida (DMFS).
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O primeiro pico que aparece nos trés cromatogramas é referente ao pico
do solvente, e sua resposta também é afetada pela presenca dos co-extrativos.
Pode-se perceber que um maior sinal para o solvente foi obtido para o extrato
da técnica ESL-PBT (415463 uV), seguido da ESL-PIS (302458 uV) e pela
DMFS (21454 V). Esse comportamento também foi verificado para as outras
matrizes (tomate e pimentdo amarelo). Isso acontece porque juntamente com o
solvente, compostos mais volateis também sao eluidos. Como a DMFS € uma
técnica que envolve uma etapa de clean up (0 extrato passa por um cartucho
contendo sulfato de sodio anidro, silica e florisil), parte dessas substancias que
apresentam menores tempos de retengdo sao retiradas do extrato, de modo
que o primeiro pico apresenta uma resposta muito inferior aquelas referentes
aos picos do solvente das técnicas ESL-PBT e ESL-PIS. O mesmo ocorre para
a linha de base, que é mais suave para a DMFS que para as demais técnicas
de extracao.

Apesar de uma linha de base mais baixa (principalmente no inicio da
corrida cromatografica) do extrato da DMFS, o cromatograma (Figura 12)
apresenta picos de impurezas mais intensos que os encontrados nas figuras 10
e 11. Isso ocorre devido a etapa de maceracdo da amostra, que proporciona
um maior contato da matriz com o adsorvente (no caso, o florisil) e expde mais
substancias indesejaveis ao solvente extrator. A Figura 13 a seguir (A e B)

mostra esses resultados para o tomate e o pimentdo amarelo.
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Figura 13. Cromatograma do extrato organico de (A) tomate a partir da técnica DMFS,
(B) pimentdo amarelo a partir da técnica DMFS, (C) tomate a partir da técnica ESL-
PBT, (D) pimentdo amarelo a partir da técnica ESL-PBT, (E) tomate a partir da técnica
ESL-PIS e (F) pimentdo amarelo a partir da técnica ESL-PIS.

Das trés hortalicas, o pimentdo amarelo gerou o cromatograma com
mais interferentes para a técnica de DMFS, seguido do pimentdo vermelho e
do tomate. O mesmo ocorreu para a técnica ESL-PBT, conforme demonstrado
nos cromatogramas da Figura 13 (C e D). Essa diferenca atribuida a presenca
de interferentes da matriz ndo foi tdo significativa para o tomate (Figura 13E) e

0 pimentdo amarelo na técnica de ESL-PIS (Figura 13F).
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5.3. Efeito de matriz na quantificacdo de agrotéxicos por cromatografia

gasosa

A alteracdo do sinal cromatografico induzida pela matriz € um fenémeno
muito comum quando se trata da andlise de agrotoxicos em alimentos pela
técnica de cromatografia gasosa. As diversas partes do sistema de injecao que
entram em contato com a amostra podem adsorver ou induzir a degradacéo
térmica dos analitos de interesse (Schenck e Lehotay, 2000). Quando uma
solucdo do analito no extrato € injetada, componentes da matriz podem
bloguear os sitios ativos do sistema cromatogréafico, permitindo a entrada de
maior quantidade do agrotéxico em estudo no sistema cromatografico, gerando
uma superestimacao do resultado, que é denominada efeito de matriz positivo.

Do mesmo modo, 0s co-extrativos podem levar a formacédo de novos
sitios, capazes de adsorver maior quantidade de analito, diminuindo a resposta
do mesmo. Este fenbmeno é chamado de inducdo da diminuicdo da resposta
pela matriz (Mastovska et al., 2004), ou efeito de matriz negativo.

O efeito de matriz pode ser quantificado pelos dados das curvas
analiticas preparadas em solvente e no extrato da matriz, como feito por Pinho
e colaboradores, 2009. Também podem ser plotados graficos da porcentagem
de efeito de matriz em funcdo da concentracdo (Kruve et al., 2008), onde é
possivel observar em que condicdes o efeito é mais acentuado.

Na avaliacdo do efeito de matriz pelas curvas analiticas (em solvente e
no extrato), verifica-se que ocorre o efeito de matriz devido a diferenca entre as
inclinacbes e os coeficientes lineares das equac¢des de regressdo, para um
mesmo agrotoxico, conforme exemplificado na Figura 14. Nela sé&o
apresentados os graficos contendo as curvas analiticas dos oito agrotoxicos,
preparadas em acetonitrila e no extrato de pimentao vermelho (por ESL-PBT),
e as respectivas regressoes lineares. Os gréaficos foram construidos com os
dados referentes a leitura com temperatura inicial da coluna de 150 °C.

Quando as inclinacdes das duas curvas (preparadas em acetonitrila € no
extrato da matriz) sdo diferentes para o0 mesmo agrotoxico, diz-se que 0s
componentes da matriz causam um erro sistematico proporcional; quando o
intercepto é alterado, entdo esses mesmos componentes da matriz induzem a

um erro sistematico constante (Pinho, 2009).
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Figura 14. Curvas analiticas obtidas de padrbes de agrotéxicos preparados em
acetonitrila (vermelho) e extrato organico de pimentdo vermelho (preto), obtido pela
técnica ESL-PBT, com temperatura inicial da coluna de 150 °C.
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Exemplos do tipo de erro chamado de proporcional sdo as curvas do
tiametoxam, que apresentou efeito de matriz positivo, e da procimidona e
bifentrina, que apresentaram efeito de matriz negativo (Figura 14). O gréfico do
clorotalonil (Figura 14) € um exemplo de erro sistematico constante, que pode
ser observado pelo fato das duas retas serem paralelas, ou seja, 0 aumento da
resposta foi 0 mesmo independentemente da concentracdo do analito.
Também pode acontecer de tanto a inclinagdo quanto o coeficiente linear
serem diferentes, como no caso do clorpirifés e da azoxistrobina (Figura 14),
que causa um cruzamento das curvas.

O comportamento de cada agrotoxico e consequentemente os valores
dos coeficientes se devem a presenca de co-extrativos que estdo
inevitavelmente presentes nas amostras analisadas (mesmo apds a etapa de
clean-up, quando houver). Dependendo da natureza dessas substancias
(tamanho da molécula, estabilidade térmica, polaridade, volatilidade, etc.), elas
podem interferir em varias partes do sistema cromatografico, afetando a
qualidade dos dados analiticos (Hajslova e Zrostlikova, 2003).

Para melhor visualizar o efeito de matriz para cada agrotdxico, sao
calculadas as razdes entre os coeficientes (angulares e lineares) da curva no
extrato e no solvente puro, para os analitos em estudo nas trés matrizes e nas
trés técnicas ja citadas.

Para o clorpirifés em extrato de pimentao vermelho (ESL-PBT), temos:

No solvente: y = 0,0068x + 0,2044
No extrato: y = 0,0057x +0,4191

O célculo é feito pela razdo do coeficiente (angular ou linear) da matriz
pelo mesmo coeficiente da curva do solvente. Desse modo, a raz&do das
inclinacdes é igual a 0,84 (0,0057/0,0068) e a razdo dos coeficientes lineares
igual a 2,050 (0,4191/0,2044).

Geralmente o efeito de matriz € avaliado pelo estudo dos coeficientes
angulares, uma vez que a diferenca entre os coeficientes lineares (no solvente
e no extrato) pode ser devida, principalmente, a um aumento da linha de base.
Esse aumento acontece por influéncia de componentes da matriz que estéo

presentes e sdo detectados. Isso gera um erro na resposta nao relacionado a
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perdas no injetor (principal responsavel pelo efeito de matriz), o que justifica o
aumento da resposta ser constante em diferentes concentracoes.

Desse modo, a partir da razdo encontrada para o clorpirifés pelas
inclinacdes (0,84) tem-se que a resposta obtida no extrato € 16% menor que a
encontrada apos analise em acetonitrila.

Essa maneira de avaliar o efeito de matriz € falha em alguns casos,
como por exemplo, quando ocorre o cruzamento das curvas (Figura 15).
Apesar da razdo dos coeficientes angulares ser igual a 0,73, 0 que indica um
efeito de matriz negativo de 27%, até a concentracdo de 200 pg L™ verifica-se

um aumento na resposta cromatogréafica quando em presenca dos interferentes

da matriz.
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Figura 15. Curvas analiticas obtidas para o padrdo de bifentrina, preparada em
acetonitrila (vermelho) e extrato organico de pimentao vermelho (preto) pela técnica
ESL-PIS, com temperatura inicial da coluna de 150 °C.

Pode ocorrer também da curva do extrato ficar acima da do solvente no
gréfico (indicativo de efeito de matriz positivo), porém possuir uma inclinacéo
menor gque a inclinagédo da curva em acetonitrila. Quando isso acontece, a
razao encontrada para os coeficientes gera uma interpretacédo errbnea de que
o analito esta sofrendo efeito de matriz negativo.

Como podem ocorrer essas falsas interpretacfes, o estudo do efeito de
matriz pelas curvas analiticas nao foi utilizado.

Ao invés disso fez-se a andlise com todos os dados obtidos
experimentalmente, através do calculo da porcentagem do efeito de matriz
relativo em cada concentracdo dos oito analitos, conforme descrito na secao
4.6 (pagina 27).
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O efeito de matriz foi calculado para os oito agrotoxicos (clorotalonil,
clorpirifés, tiametoxam, procimidona, ciproconazol, iprodiona, bifentrina e
azoxistrobina) analisados pelas trés técnicas (ESL-PBT, ESL-PIS e DMFS),
nas trés matrizes (pimentdo vermelho, pimentdo amarelo e tomate), com
temperatura inicial da coluna de 60, 100 e 150 °C (para o extrato no dia 0) e de
150 °C (para os extratos em 20, 40 e 60 dias).

Por exemplo, para o célculo da porcentagem de efeito de matriz para a

concentracéo de clorotalonil igual a 173,52 pg L™, temos que:
Ae(ESL-PBT) = 2,641 e A= 2,306

2,641-2,306

Efeito de Matriz = ( 2306

)x1oo= 14,53%

De maneira similar os demais valores de porcentagem de efeito de
matriz foram calculados. Os resultados estdo apresentados no Apéndice A.
Nessas tabelas sdo mostrados os valores médios das duplicatas, e em
algumas lacunas ndo ha valor porque o aparelho ndo respondeu linearmente
em alguns pontos, que foram retirados da curva e nao utilizados para o céalculo
da porcentagem de efeito de matriz.

A analise desses dados por meio de graficos de porcentagem de efeito
de matriz versus concentracdo néo foi conclusiva, ndo sendo possivel verificar
uma tendéncia do efeito de matriz em relagdo as condi¢cbes trabalhadas. Por
exemplo, era esperado, pela literatura, que o efeito de matriz fosse mais
significativo em concentracfes mais baixas ou quando a proporcdo de
componentes da matriz/analito fosse muito alta (Hajslova et al., 1998),
entretanto, isso néo foi verificado, por exemplo, para a azoxistrobina (Figura
16):
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Figura 16. Gréfico da porcentagem de efeito de matriz para a azoxistrobina em funcao
da concentracdo do analito, para a matriz tomate, nos trés métodos de extracao,

analisados com temperatura inicial da coluna de 150 °C. (-=¢-) ESL-PBT, (%) ESL-PIS
e (") DMFS.

Qualquer andlise quimica envolve erros em suas medidas, seja por
falhas do analista ou incertezas do aparelho. Esses erros presentes nos
resultados ndo permitiram que fosse verificada com clareza, também para os
demais analitos, uma tendéncia de maior efeito de matriz em funcdo da
concentragao.

Uma alternativa para esse problema seria utilizar as curvas de regressao
dos agrotéxicos e obter os valores previstos pelas mesmas, e novamente
construir os graficos de efeito de matriz versus concentracdo. Antes disso,
porém, era necessario constatar que houve ajuste do modelo. Para isso
verificou-se se o0s valores reais e preditos eram significativamente iguais,
utilizando-se o teste estatistico t pareado.

Se o0s valores previstos e reais sao estatisticamente iguais, a um dado
nivel de significancia, entdo é correto utilizar os dados da previsdo do modelo.
Nem todas as respostas de todos os agrotdxicos foram iguais, estatisticamente,
aos seus valores preditos, de modo que nao foi possivel plotar o gréfico citado
anteriormente para todos os analitos estudados.

Mesmo que fosse possivel gerar todos os graficos para os oito analitos
em estudo, a interpretacdo desses resultados seria trabalhosa, visto a
guantidade de variaveis estudadas.

A utilizac&o de ferramentas estatisticas foi necessaria para unir todas as
variaveis estudadas neste trabalho, permitindo uma andlise criteriosa e
facilitando o entendimento sobre o que influencia significativamente a resposta

cromatografica. As porcentagens de efeito de matriz obtidas a partir das
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respostas (areas dos picos) dos sete agrotoxicos, para todas as condicdes
estabelecidas (concentragdo do analito, método de extracdo, temperatura
inicial da coluna e tipo de matriz) foram avaliadas a partir do planejamento

fatorial de trés niveis.

5.4. Planejamento fatorial de trés niveis

O ideal num processo de extracdo de qualquer substancia de uma matriz
complexa seria a retirada isolada do analito de interesse, de modo a evitar
quaisquer interferéncias na etapa de quantificacdo. Como isso ndo € possivel,
0 conhecimento das condi¢cdes que causam maiores distor¢ées nos resultados
é de extrema importancia.

O fatorial 3* foi realizado no software Statistica 7.0, para cada agrotéxico
analisado no extrato recém-preparado (dia 0) nas diferentes condicoes.
Procedeu-se o estudo da influéncia das seguintes variaveis: tipo de matriz,
método de extracao, temperatura inicial da coluna e concentracdo do analito.

Cada variavel foi estudada em trés niveis:

e Tipo de matriz: pimentdo vermelho, pimentdo amarelo e tomate;

e Método de extracdo: ESL-PBT, ESL-PIS e DMFS;

e Temperatura inicial da coluna cromatogréfica: 60 °C, 100 °C e 150 °C;

e Concentracdo do analito: Conforme descrito na secéo 4.6.1 (pagina 28),
foram escolhidas trés concentracdes para cada agrotoxico (Tabela 6).

Como nédo se obteve respostas para o agrotoxico ciproconazol na matriz
pimentdo amarelo, esse analito foi retirado do planejamento.

As Tabelas com as porcentagens de efeito de matriz utilizadas no
planejamento fatorial estédo apresentadas no Apéndice B.

Como as concentracfes utilizadas ndo foram as mesmas para todos 0s
analitos, a andlise foi feita para cada agrotoxico separadamente. A partir dessa
analise foi possivel verificar, por exemplo, que método de extracdo contribuiu
mais para o efeito de matriz, ou se a alteracado da temperatura inicial da coluna
influi sobre a resposta cromatografica. Os efeitos estimados dos agrotoxicos

clorotalonil, clorpirifés, tiametoxam, procimidona, iprodiona, bifentrina e
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azoxistrobina sdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Valores dos efeitos estimados para cada agrotoxico em estudo.

Fator Efeito  Std.Err. t p
Intercepto 8,4831 1,055511 8,03699 0,000000
(L)Matriz (L) -3,4039 2,610757 -1,30381 0,194676
‘= Matriz (Q) -4,9307 2,182765 -2,25894 0,025606
C_CS’ (2)Temperatura (L) 4,6606 2,688563 1,73349 0,085455
5 Temperatura Q) 0,6907 2,187262 0,31579 0,752686
S (3)Método (L) -12,6874 2,534748 -5,00540 0,000002
O Método (Q) -1,2483  2,243497 -0,55639 0,578933
(4)Concentragdo (L) -12,4383 2,544399 -4,88849 0,000003
Concentracao(Q) -5,0622  2,232368 -2,26765 0,025053
Intercepto -1,3817 0,817634 -1,68993 0,093268
(1)Matriz (L) 17,4739 1,963212 8,90069 0,000000
2 Matriz (Q) 2,1908 1,710304 1,28092 0,202340
= (2Temperatura (L) -0,7559  1,998276 -0,37829 0,705787
S Temperatura (Q) -2,8453 1,696835 -1,67685 0,095803
o (3)Método (L) 52748  1,944985 2,71199 0,007527
O Método (Q) -0,4859 1,728872 -0,28105 0,779089
(4)Concentracédo (L) -10,7929 1,998366 -5,40087 0,000000
Concentracdo(Q) -5,6358 1,708108 -3,24088 0,001489
Intercepto 31,5810 1,769685 17,84553 0,000000
(1)Matriz (L) 21,2972 4,429419 4,80812 0,000005
% Matriz (Q) 3,7411 3,661680 1,02170 0,309030
é (2)Temperatura (L) 50,5403 4,458667 11,33530 0,000000
D Temperatura (Q) 22,7242 3,620782 6,27606 0,000000
% (3)Método (L) -7,8589 4,194383 -1,87368 0,063470
= Método (Q) 8,1418 3,776086 2,15614 0,033120
(4)Concentracédo (L) -36,2794 4,330705 -8,37726 0,000000
Concentragao(Q) -13,9049 3,678562 -3,77999 0,000248
Intercepto -18,2203 0,822351 -22,1563 0,000000
© (1)Matriz (L) 22,1101 1,976896 11,1843 0,000000
c Matriz (Q) -4,3313  1,704585 -2,5410 0,012221
3 (2)Temperatura (L) 1,9711  1,999285 0,9859  0,326009
'€ Temperatura (Q) -2,3847 1,705327 -1,3984 0,164367
'g (3)Método (L) 7,6135 1,958283 3,8878  0,000160
& Método (Q) -1,6075 1,710574 -0,9397 0,349081
(4)Concentragdo (L) 6,2412 2,012917 3,1006 0,002365
Concentragao(Q) 15670 1,697131 0,9233 0,357524
Intercepto -16,6994 1,015068 -16,4515 0,000000
(1)Matriz (L) -38,9532 2,511093 -15,5124 0,000000
© Matriz (Q) 18,7701 2,128165 18,8199  0,000000
S (2Temperatura (L) 23,8664 2,570274 9,2855  0,000000
° Temperatura (Q) 2,1017 2,114776 0,9938 0,322108
g_ (3)Método (L) 18,4884 2,467566  7,4926  0,000000
= Método (Q) -12,0604 2,160952 -5,5811 0,000000
(4)Concentracdo (L) -2,6985 2,516041 -1,0725 0,285433
Concentragao(Q) -2,1287 2,118665 -1,0047 0,316845
Intercepto -9,99118 0,724399 -13,7924 0,000000
(1)Matriz (L) 17,15812 1,778189 9,6492  0,000000
© Matriz (Q) -7,59172 1,520649 -4,9924  0,000002
S (2)Temperatura(L) 6,15275 1,835014 3,3530 0,001038
c Temperatura (Q) 1,50645 1,511570 0,9966 0,320734
2 (3)Método (L) -0,50111 1,756660 -0,2853 0,775882
oM Método (Q) 6,93033 1,537602 4,5072 0,000014
(4)Concentracgdo (L) -2,99005 1,774913 -1,6846 0,094373
Concentragao(Q) -2,98984 1,530610 -1,9534 0,052845
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Intercepto 25,53802 1,207721 21,14563 0,000000

S (1)Matriz (L) 1,55061 2,994919 0,51775 0,605522
.g Matriz (Q) -7,29633 2,495180 -2,92417 0,004081
o (2)Temperatura (L) 11,61124 3,083887 3,76513 0,000252
ﬁ Temperatura (Q) 1,95207 2,495305 0,78230 0,435474
< (3)Método (L) 2,56074 2,849754 0,89858 0,370549
Q Método (Q) 11,06096 2,623570 4,21600 0,000046
< (4)Concentragdo (L) 2,77427 2,949515 0,94059 0,348675
Concentragao(Q) -0,81710 2,520024 -0,32424 0,746281

L = Linear Q = Quadratico t = valor de t p = valor p Nivel de significancia: 0,05

Os valores em itélico e negrito na Tabela 7 representam as variaveis que

se mostraram significativas a um nivel de confian¢ca de 95% (a=0,05). Para

todos os agrotéxicos estudados utilizou-se esse nivel de confianca.

Apenas as somas quadraticas significativas das variaveis principais

foram discutidas nesse trabalho, pois a partir das interacbes nédo foi obtida

nenhuma informacdo conclusiva que contribuisse efetivamente para o

entendimento destas interacfes sobre o efeito de matriz. Assim, analises dos

graficos de médias marginais foram realizadas por serem mais informativas e

conclusivas. Verificou-se o ajuste dos dados ao modelo para todos os analitos.

A varidvel matriz foi a Unica significativa para todos os agrotoxicos,

conforme a Figura 17. O efeito de matriz € dado em porcentagem.
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Figura 17. Grafico de médias marginais do efeito de matriz em funcédo da
matriz para: A) clorotalonil, B) clorpirifés, C) tiametoxam, D) procimidona, E)

iprodiona, F) bifentrina e G) azoxistrobina.

Para o clorotalonil, o clorpirifés, a procimidona e a bifentrina, as matrizes
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de coloracdo avermelhada foram as que causaram maior efeito de matriz.
Mesmo o tiametoxam (Figura 17-C), cujo maior efeito foi causado pela matriz
pimentdo amarelo, também mostrou valores altos (entre 30 e 35%) para a
matriz pimentdo vermelho, e proximo a 20% para o tomate.

O efeito dos componentes da matriz tomate sobre a resposta do
clorotalonil (Figura 17-A) ja foi verificado em estudos anteriores, onde se
observaram taxas de recuperacdo superiores a 250% para este agrotoxico
(Menkissoglu-Spiroudi e Fotopoulou, 2004).

Para o clorpirifos (Figura 17-B) -10% de efeito de matriz quando
analisado no extrato organico do tomate. Essa porcentagem de efeito de matriz
condiz com resultados de estudos anteriores realizados no LAQUA, na
extracdo de agrotoxicos dessa hortalica. Inicialmente era esperada, para esse
agrotoxico, a auséncia de efeito de matriz, porém as taxas de recuperacao para
este analito em acetonitrila e no branco mostraram-se estatisticamente
diferentes (6%) no nivel de confianca estabelecido (Pinho, 2007).

Para a procimidona (Figura 17-D) o efeito de matriz causado pelo
pimentdo vermelho e pelo tomate foi proximo (entre -20 e -30%). Estudos
anteriores relataram efeitos de matriz positivos (50%) para a procimidona, na
andlise do extrato de tomate (Menkissoglu-Spiroudi e Fotopoulou, 2004). Ao
contrario do observado nesse trabalho, os componentes da matriz causaram
um aumento da resposta cromatografica. Deve-se levar em consideracao,
porém, que as condi¢cdes dos dois estudos ndo foram idénticas, os operadores,
a origem das matrizes, o cromatégrafo, etc., ndo foram os mesmos, o que pode
ser a causa desse comportamento diferenciado.

A bifentrina sofreu uma diminuicdo na resposta de 15% em pimentao
vermelho e de 17% em tomate. Este analito foi utilizado como padréo interno
no estudo da extracdo de agrotoxicos de tomate por ESL-PBT e DMFS. Os
experimentos realizados com este analito revelaram que no decorrer das
analises cromatograficas ele praticamente ndo apresentou efeito de matriz
(Pinho, 2007), o que condiz com os valores relativamente baixos de
porcentagem de efeito apresentados na Figura 17-F.

Apenas a iprodiona sofreu maior (e Unica) influéncia dos componentes
do pimentdo amarelo (Figura 17-E).

Pode-se verificar, portanto, que os analitos citados sofreram uma forte
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influéncia sobre a resposta na presenca de co-extrativos de matrizes de
coloracdo avermelhada, o que reforga os resultados encontrados na analise de
tomate, onde o efeito de matriz se mostrou pronunciado (Pinho, 2007).

O pimentdo vermelho possui maior teor de carboidratos (5,5% m/m) que
o tomate (3,1% m/m) (Tabelas 2 e 4, paginas 13 e 14). A utilizacdo de acucares
como agente protetor em analises cromatograficas gerou bons resultados na
analise de 30 agrotéxicos (Anastassiades et al., 2003). Isso pode explicar o
motivo das matrizes com maior teor dessa substancia causarem maior efeito de
matriz.

Dentre os métodos de extracdo utilizados nesse trabalho, a DMFS foi a
que gerou valores mais baixos de efeito de matriz para os agrotoxicos, com
excecdo dos agrotoxicos bifentrina e azoxistrobina, como pode ser observado
na Figura 18. A vantagem desta técnica se deve ao fato de que a extracao dos
analitos e o clean up das amostras séo realizados simultaneamente (Kristenson
et al., 2006), o que provavelmente gera um extrato com menos interferentes.

A técnica ESL-PIS foi responsavel pela maior alteracdo da resposta
cromatografica no extrato em relacdo ao solvente para a iprodiona e
azoxistrobina (Figuras 18-D e 18-F).

O extrato proveniente dessa técnica provavelmente continha substancias
mais suscetiveis a formacao de sitios ativos no injetor, o que justifica os efeitos
de matriz positivos para o clorotalonil e azoxistrobina.

Os valores negativos encontrados para a procimidona, iprodiona e
bifentrina podem ser devidos a uma etapa desse método. Durante a extracao,
conforme descrito no item 4.3.2 (pagina 23), faz-se uso de uma solucdo de
NaCl para rompimento do equilibrio. Trabalhos recentes no grupo tém
demonstrado o efeito do ion CI” na resposta cromatografica. Por mais que esse
anion tenha maior afinidade pela fase aquosa, uma pequena quantidade pode
migrar para a fase organica e chegar ao detector durante as analises. Quando
isso acontece, ocorre um aumento da linha de base no cromatograma,
conforme observado pela comparacdo dos cromatogramas A, C e E da Figura
13 (pagina 35). Com o aumento da linha, a area do pico correspondente ao
analito fica menor, de maneira que a resposta no extrato se torna menor que no
solvente, justificando as porcentagens negativas de efeito de matriz.

Deve-se ressaltar que para o clorpirifés, a bifentrina e a azoxistrobina, os
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efeitos causados pela técnica DMFS foram préximos (mesmo que em maodulo)
aos valores encontrados para a ESL-PBT. Isso deve ser levado em
consideracao, pois, ao se realizar qualquer experimento, deve-se escolher uma
técnica com maior frequéncia analitica, e comparando-se a DMFS com a ESL-
PBT, esta ultima se mostra mais eficiente em relacdo ao tempo gasto e por

apresentar menor possibilidade de perda de amostra durante o processo de
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Figura 18. Grafico de médias marginais do efeito de matriz em fungédo do
método de extracdo para: A) clorotalonil, B) clorpirifés, C) procimidona, D)
iprodiona, E) bifentrina e F) azoxistrobina.

Das varidveis estudadas, a concentracdo foi o Unico fator que
apresentou a mesma influéncia para todos 0os agrotoxicos em que se mostrou
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significativa, como pode ser verificado na Figura 19.
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Figura 19. Grafico de médias marginais do efeito de matriz em funcédo da
concentragcdo do analito para: A) clorotalonil, B) clorpirifés, C) tiametoxam e D)
procimidona.

Para os analitos clorotalonil, clorpirifés, tiametoxam e procimidona, os
maiores efeitos de matriz foram encontrados nas analises de solu¢Bes com
menor concentracdo dos mesmos. Ja foi verificado que uma menor precisdo
nas medicbes € encontrada especialmente em niveis mais baixos de
concentracdo dos analitos e/ou em maior concentracdo de componentes da
matriz na amostra (Hajslova et al., 1998; Pinho et al., 2010), o que reforca os
resultados encontrados.

A variavel concentracdo contribuiu para o efeito de matriz conforme
previsto na literatura: o menor valor foi o que apresentou maior variacdo dos
resultados entre as andlises feitas em acetonitrila e no extrato da matriz.

Quando uma solucéo de agrotoxico em solvente puro € analisada, uma
quantidade do analito fica retida no injetor. Quando a solucdo do agrotoxico &
preparada no extrato de alguma matriz, parte dos co-extrativos ficam retidos no
lugar do analito, o que justifica uma maior resposta no extrato em comparacao

a leitura no solvente, para um mesmo valor de concentracdo. Quanto menor a
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concentracdo do analito em estudo, maior € a propor¢cdo do mesmo que fica
retido nos sitios do injetor. A partir de concentracdes mais altas, o que se perde
no processo de injecdo passa a ser menos significativo em relagéo ao total que
€ injetado. Isso explica o comportamento demonstrado na Figura 19 (A, B e C).
A variavel temperatura inicial da coluna cromatografica se mostrou
significativa para quatro analitos apenas, ndo sendo possivel chegar a uma
conclusao geral sobre sua influéncia sobre o efeito de matriz (Figura 20).
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Figura 20. Gréficos de médias marginais do efeito de matriz em funcdo da
temperatura para: A) tiametoxam, B) iprodiona, C) bifentrina e D) azoxistrobina.

Para o tiametoxam e a azoxistrobina, o efeito foi mais pronunciado
quando a leitura foi realizada partindo-se de 150 °C, conforme observado nas
Figuras 20-A e 20-D. Ja para a iprodiona e a bifentrina (Figuras 20-C e 20-D) o
comportamento foi o oposto do citado anteriormente: foram observados

maiores efeitos iniciando-se a analise em 60 °C.

5.5. Estabilidade dos agrotéxicos no extrato da matriz

A estabilidade do analito nos extratos preparados foi avaliada com o

intuito de investigar se estes sofriam degradacao por estarem armazenados na
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presenca de componentes da matriz.

Para verificar se a resposta cromatogréafica dos analitos se alterava ao
longo do tempo, as solu¢bes foram reservadas e analisadas apos 20, 40 e 60
dias de armazenamento.

Ao longo do tempo podia ocorrer do extrato sofrer alguma modificacéo
(degradacdo dos co-extrativos, por exemplo) e isso afetar a resposta
cromatografica, gerando falsas interpretacdes. Desse modo o estudo néo foi
feito comparando-se as leituras do 20°, 40° e 60° dia com a leitura do dia 0. Ao
invés disso, nos dias escolhidos para a leitura dessas amostras, solucées com
a mesma concentracdo dos analitos foram preparadas no extrato livre de
agrotoxicos que havia sido armazenado sob refrigeracdo e analisadas nas
mesmas condicdes.

Os resultados das analises cromatograficas (das solucdes lidas apés n
dias e das solucdes preparadas apoés n dias) estdo apresentados no Apéndice
D e foram comparados, a um nivel de confiangca de 99% (a=0,01), pelo teste t
de dados pareados.

Os agrotoéxicos clorotalonil e tiametoxam se mostraram estaveis para
todos os extratos até o 60° dia de leitura.

O clorpirifés apresentou um decréscimo significativo ao nivel de
confianca estabelecido no extrato de pimentdo vermelho (obtido por DMFS),
apos 60 dias de armazenamento. Desse modo, pode-se garantir a estabilidade
deste analito até 40 dias (para o extrato de pimentdo vermelho por DMFS) e de
até 60 dias para os demais extratos.

Valores ndo esperados de aumento de resposta foram obtidos para a
procimidona (extrato de pimentdo vermelho por DMFS) no 20° dia, para a
iprodiona (extrato de pimentdo amarelo por ESL-PBT) no 40° dia, para a
bifentrina (extrato de tomate por ESL-PIS) no 40° dia e para a azoxistrobina
(extrato de pimentdo amarelo por ESL-PIS) no 20° dia. Nao foi possivel chegar
a uma concluséo a partir desses resultados.

A procimidona apresentou um decréscimo na resposta no 40° dia para o
extrato de pimentdo vermelho obtido por ESL-PBT, de modo que a estabilidade
nesse extrato, para esse analito, s6 pode ser garantida até 20 dias de
armazenamento na solugéo.

O mesmo ocorreu para o ciproconazol em extrato de tomate (DMFS),
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que apresentou uma diminuicdo na resposta no 40° dia de analise. E
importante lembrar que esse agrotoxico ndo foi estudado na matriz pimentao

amarelo, pois sua resposta nessa matriz nao apresentou uma boa linearidade.
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6. CONCLUSOES

O tratamento dos dados a partir do planejamento permitiu uma analise
criteriosa do efeito de matriz para sete agrotdxicos (clorotalonil, clorpirifés,
tiametoxam, procimidona, iprodiona, bifentrina e azoxistrobina), sendo possivel
confirmar que este fendmeno é dependente do método de extracdo
empregado, da concentracdo do analito, dos co-extrativos da matriz e da
temperatura inicial da coluna cromatografica. Também foi verificado que a
estrutura do agrotoxico influencia no efeito de matriz, uma vez que em
condicGes idénticas de analise, obteve-se diferentes interpretacdes sobre a
alteracdo da resposta cromatografica para analitos distintos.

O estudo da variacao do efeito em funcdo da alteracdo da temperatura
inicial da coluna néo foi conclusivo. Metade dos agrotéxicos afetados por essa
variavel apresentou resultados dos analitos nos extratos mais proximos dos
obtidos em acetonitrila quando as analises foram iniciadas a 60 °C, enquanto
para o restante os melhores resultados foram referentes a temperatura de 150
°C. Em relacdo ao método de extracdo, 0s co-extrativos provenientes da
técnica DMFS menos influenciaram no efeito de matriz.

Os componentes do pimentdo vermelho causaram maior alteracdo na
resposta cromatogréfica, provavelmente pelo alto teor de carboidrato dessa
hortalica. Estudos posteriores podem investigar a utilizacdo de componentes
dessa matriz como agente protetor.

O estudo da estabilidade dos agrotéxicos ao longo do tempo mostrou
que a maioria dos analitos ndo sofre degradacdo na presenca dos
componentes da matriz, e que aqueles que tiveram sua resposta alterada

foram afetados pelas matrizes que contém coloracdo avermelhada.
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APENDICE A

Tabela Al. Porcentagens de efeito de matriz para os oito agrotoxicos nos
extratos de pimentdo vermelho, obtidos pelos trés métodos de extracdo e
analisados em trés temperaturas iniciais da coluna, no dia 0.
60 °C 100 °C 150 °C
Pimentdo Vermelho

Con(izniff)gao PBT' PIS® DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
3 25 191 - i i i i i i
_ 88,32 600 756 584 261 282 234 346 355 27,0
= 173,52 36,4 440 342 79 139 125 151 191 139
S 258,72 288 85 278 122 -104 92 163 47 143
S 343,92 190 86 148 74 44 99 82 51 79
2 429,12 754 829 773 -28 28 89 31 14 30
© 514,32 61 99 -39 -43 -64 -10 67 35 63
600 18 -85 -109 00 38 139 55 -11 80
2 4168 59 725 3594 936 50,2 492,6 227,5 847
" 58,88 274 -84 71 343 1620 08 361 *  -11
8 115,68 130 75 94 60 54 10 7,2 58 -26
= 172,48 68 -47 28 77 67 11 -103 -14 -28
S 22028 14 66 -394 21 67 28 07 -75 -39
3 286,08 68 -71 54 95 -02 44 -81 -29 95
342,88 54 -125 -103 96 -37 -14 64 -7,9 -43
400 105 -124 210 -38 57 27 52 90 -45
5 - - - - - - - - -
c 147,2 222 -62 22 236 388 535 565 656 758
S 289,2 56,3 390 293 787 689 824 669 686 755
IS 431,2 36,6 426 728 637 688 956 73,6 827 1051
2 573,2 89,8 129,1 1161 550 647 513 718 732 850
3 715,2 24 -467 -1,1 349 37,7 387 283 249 248
= 857,2 239 367 323 700 735 816 749 744 90,7
1000 114 -38 -238 327 252 30,7 285 334 361
2 - - - - - - - - -
© 58,88 448 -479 458 249 -235 -151 -281 -27,7 -27.1
s 115,68 413 -40,6 -42,7 -264 -255 -17,3 -26,7 -256 -27.5
D 172,48 328 -389 -290 -210 -190 -81 -235 -239 -205
= 229,28 339 -345 -320 -213 -209 -191 -236 -232 -221
<} 286,08 319 -312 -276 -213 -12,8 -138 -245 -227 -20,2
o 342,88 461 -370 -485 -281 -176 -193 -293 -285 -258
400 376 -389 450 -151 -159 86 -201 -57,8 -17,0
40 i i i i i i i i i
5 177,2 657 - 536 51 -45 -137 -185 -233 -29,7
N 312 462 -476 -51,4 -193 -158 -17,6 -359 -342 -37,3
S 451,2 468 -538 -445 -310 -358 -321 -30,2 -352 -37,2
S 588 551 -57,1 -53,8 -30,5 -383 -290 -26,7 -464 -40,4
5 725,2 544 51,4 -542 -321 -360 -37,2 -360 -386 -387
) 862 711 -721 -755 -486 -380 -47,8 -409 -449 -251
1000 66,4 -653 -69,3 -27,0 -32,8 -245 -312 -422 -284
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Tabela Al (continuacao). Porcentagens de efeito de matriz para 0s oito
agrotoxicos nos extratos de pimentdo vermelho, obtidos pelos trés métodos
de extracao e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna, no dia 0.

60 °C 100 °C 150 °C

Pimentdo Vermelho

Con(iznirf)gao PBT! PIS> DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
4 - - - - - - - - -
117,76 56 -114 -31 -06 68 67 74 15 03
© 231,36 19 57 -11 -41 33 33 41 58 153
g 344,96 71 62 203 24 -102 03 113 -61 17,2
S 458,56 118 24 21 11 20 83 45 61 75
s 572,16 20,8 -88 -43 -148 62 55 -1,8 -30 27
658,76 83 31 -43 54 83 148
800 121 19 -61 -81 66 139 29 19 86
3 - - - 17,7 141,4 1236 290 - 992
88,32 31,7 -452 -434 -66 15 -7.8 -7.5 -44 -10,9
< 173,52 206 -247 -382 -130 -65 -135 -11,5 -81 -183
= 258,72 228 -296 -257 -78 -123 -135 -10,3 -9,7 -169
3 343,92 329 -272 -327 -83 87 -136 -105 -127 -17.9
= 429,12 329 -268 -309 -127 -89 -125 -125 -129 -17.5
514,32 445 -419 -482 -194 -11,9 -183 -189 -17.6 -22.4
600 40,7 -352 -481 -69 -102 58 96 -166 -13.8
3 - - - - - - - - -
o 88,32 46,6 302 343 21 123 78 20 161 150
e 173,52 243 359 157 47 172 130 90 162 11,3
= 258,72 342 26,6 451 163 138 220 164 23,6 23,0
g 343,92 167 235 209 152 246 213 176 249 199
S 429,12 58 14,6 169 116 241 234 145 21,8 193
< 514,32 ; ; - 119 271 222 161 224 188
600 171 227 42 151 188 248 221 218 246
'ESL-PBT
’ESL-PIS

59



Apéndice A

Tabela A2. Porcentagens de efeito de matriz para os oito agrotéxicos nos
extratos de pimentdo amarelo, obtidos pelos trés métodos de extracdo e
analisados em trés temperaturas iniciais da coluna, no dia 0.

60 °C 100 °C 150 °C

Pimentdo Amarelo

Con(izniff;gao PBT' PIS° DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
3 i i ~ 1312 22822 1053 866 438 454
_ 88,32 534 366 152 425 528 373 465 528 395
= 173,52 122 41 -205 11,1 183 58 134 183 4,2
S 258,72 38 55 45 200 243 110 235 283 194
o 343,92 52 -83 -113 -05 51 57 71 94 29
o 429,12 117 -150 -198 71 110 30 127 161 36
© 514,32 ol 04 81 57 64 63 105 97 05
600 78 -309 28 -03 29 81 70 84 -05
2 1136 1629 2228 2156 20215 364,2 2187 1493 1933
" 58,88 174 142 156 92 70 233 92 288 230
3 115,68 99 91 46 -1,9 -72 57 68 -145 -114
= 172,48 59 -101 107 44 13 81 16 29 127
2 22028 14 -121 -73 -63 -70 -134 94 -116 -10,9
3 286,08 69 -93 -16 26 40 87 74 14 1,7
342,88 87 79 96 03 06 32 50 -50 31
400 19 107 92 11  -04 63 -37 -38 01
5 - - - - - - - - -
c 147,2 375 448 388 - . - 1829 2005 2038
S 289,2 54 -122 18 848 987 665 707 770 781
S 431,2 61 -181 37 1101 1194 816 1254 1631 1245
o 573,2 231 -387 -41,1 738 874 519 715 955 62,2
3 715,2 231 -140 -445 784 946 360 1064 1159 44,3
= 857,2 262 -150 -192 57,5 655 394 858 931 716
1000 103 42 17 306 367 121 704 762 56,9
2 - - - - - - - - -
© 58,88 18 -20 -114 -03 -113 -41 -111 -67 60
5 115,68 99 -171 -136 -206 -179 -154 88 -105 -82
e 172,48 110 -235 -7,7 -148 -59 -172 152 82 1,2
= 229,28 17,7 -297 -245 -244 -189 260 -110 -131 -187
S 286,08 225 -246 -248 -187 -86 28 -127 -108 -30
o 342,88 17,9 -109 -145 -137 -11,1 -184 -151 -163 -164
400 127 04 12 147 -105 -175 -140 -138 -164
40 i i i i i i : i i
5 177,2 . . . . . . . . .
3 312 . . . . . . . . .
5 451,2 . . . . . . . . .
S 588 . . . . . . . . .
5 725,2 . . . . . . . . .
) 862 . . . . . . . . .
1000 . . . . . . . . .
4 - - - - - - - - -
117,76 199 -236 272 - . . 212 262 82
© 231,36 36,8 -490 -43 -480 -52,3 27,8 -433 -454 -214
S 344,96 443 545 19 -47,1 -493 -230 -378 -39,7 -9,0
S 458,56 497 -600 -37,1 -584 -57,4 -480 -47,8 -47,2 -358
8 572,16 550 -499 -334 -538 -530 -205 -442 -42,7 -44
658,76 544 -473 -203 -557 -554 358 -449 -44,1 -22,9
800 47,8 -402 69 578 57,2 -392 -486 -47,5 -27.4
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Tabela A2 (continuagéo). Porcentagens de efeito de matriz para os oito
agrotoxicos nos extratos de pimentdo amarelo, obtidos pelos trés métodos de
extracao e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna, no dia 0.

60 °C 100 °C 150 °C
Pimentdo Amarelo

CO”(EZ”S%Q""O PBT' PIS° DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS

3 i i i i : ~ 854 - 136
88,32 235 190 -10 - . - 273 292 51

© 173,52 26 54 -171 -87 33 -119 -7,7 -45 -153
= 258,72 105 -76 62 94 152 -32 63 112 -18
S 343,92 13 -170 221 -74 -06 -167 92 55 -161
5 429,12 53 29 -163 02 66 124 -45 05 94
514,32 44 76 115 22 43 46 -41 21  -78
600 13 120 16 01 32 -102 09 10 -52

3 i i i i i - 516 719 80

o 88,32 142 368 83 421 664 299 226 401 172
5 173,52 184 51 64 137 37,2 139 92 234 49
= 258,72 41 70 135 31,2 471 200 247 383 216
g 343,92 03 -220 -151 180 323 90 160 249 96
S 429,12 55 32 -146 304 433 389 354 416 352
< 514,32 41 77 40 323 373 211 41,1 429 265
600 150 246 318 268 31,7 152 395 413 300

'ESL-PBT
’ESL-PIS
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Tabela A3. Porcentagens de efeito de matriz para os oito agrotéxicos nos
extratos de tomate, obtidos pelos trés métodos de extracdo e analisados em

trés temperaturas iniciais da coluna, no dia 0.

60 °C 100 °C 150 °C
Tomate
CO”(EZ”S%Q""O PBT' PIS° DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
3 i i : i © 633 23 - :
_ 88,32 1186 -1,7 1004 963 33,1 885 808 37,9 1186
= 173,52 32 -80 674 325 64 710 37,3 -409 352
S 258,72 200 -62 601 807 37 652 302 -216 200
o 343,92 84 30 412 70 31 579 540 20 84
S 429,12 99 114 368 33 -80 1367 800 -74 99
514,32 45 -39 256 24 21 404 175 26 -45
600 43 159 176 24 64 296 208 -69  -43
2 1695 5338 -24,8 2254 67,3 -156 2844 857 1695
" 58,88 157 46 212 -89 -13 210 48 37 -157
8 115,68 179 283 -250 -155 -144 229 -136 60 -17,9
= 172,48 109 70 -239 221 -167 211 -60 54 -10,9
2 22028 89 86 -236 -92 -124 -208 -175 -34 -89
3 286,08 116 103 -220 -115 -209 436 593 91 -116
342,88 100 -01 -235 -111 -328 -207 -88 58 -10,0
400 74 85 232 -45 250 93 08 79 74
5 - - - - - - - - -
e 147,2 25 59,7 259 1078 -248 328 97,1 572 25
S 289,2 05 -16 311 857 88 416 547 621 05
IS 4312 101 60 292 1220 158 405 582 342 10,1
2 573,2 198 86 291 712 128 425 405 504 19,8
3 715,2 08 29 225 499 24 1162 1347 74  -08
= 857,2 40 142 326 505 -157 450 51,3 27,1 40
1000 04 60 253 566 221 412 515 -19 04
2 - - - - - - - - -
© 58,88 449 53 -363 -89 -423 -364 -286 -341 -44,9
5 115,68 -41,7 -155 -37,1 -201 -428 -369 -368 -05 -417
D 172,48 306 -30 -335 -23 -348 349 -315 -103 -30,6
= 229,28 284 110 -361 -295 -330 -350 -344 -183 -284
<} 286,08 345 03 -354 -301 -339 -188 -154 -188 -34,5
o 342,88 276 59 -386 -330 -60,4 375 -31,7 -223 -27,6
400 163 62 -375 -180 -424 260 -21,1 -170 -16,3
40 i i i i i i i i i
5 177,2 402 -91 -333 -284 -37,4 -335 -150 -306 -40,2
N 312 37,9 -237 -448 -371 -465 342 -31,1 52 -37,9
S 451,2 515 -158 -498 -240 -37,3 -396 -422 -153 -515
S 588 395 -17 -493 -520 -47,8 -384 -454 -333 -39,
5 725,2 470 -21 565 -587 -395 342 -414 -239 -47,0
O 862 57,4 -20,7 -59.8 -61,6 -656 56,7 -59,3 -44.8 -57,4
1000 538 63 -586 -584 -312 456 -47,1 -227 -538
4 - - - - - - - - -
117,76 502 -255 -244 -31,9 789 -119 44 630 -50,2
© 231,36 504 -47.4 -185 -31,1 524 28 94 427 -50,4
g 344,96 472 -173 -167 -329 616 68 84 631 -47,2
S 458,56 419 -196 -203 -259 366 27 -32 375 -419
S 572,16 416 -239 -21,3 -286 243 751 77,5 334 -416
658,76 365 -452 -209 -17.8 1092 33 130 454 -365
800 197 -195 -228 -144 563 74 139 254 -197
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Tabela A3 (continuagéo). Porcentagens de efeito de matriz para os oito
agrotoxicos nos extratos de tomate, obtidos pelos trés métodos de extracéao e

analisados em trés temperaturas iniciais da coluna, no dia 0.

60 °C 100 °C 150 °C
Tomate
CO”(EZ”S%Q""O PBT' PIS® DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
3 T 276 - - - - - - :
88,32 17,9 -1,9 -187 439 297 -124 980 -239 -17,9
< 173,52 155 -60 -252 194 -352 -219 209 -04 -155
= 258,72 55 84 -258 -54 -284 218 87 -96 -55
S 343,92 10,8 11,4 -284 52 -268 -250 -21,8 -163 -10,8
= 429,12 236 111 -274 -1,2 -291 131 432 -150 -23.6
514,32 168 7,7 -309 -71 -532 -286 -88 -183 -168
600 38 160 -307 -28 -368 -109 20 -140 -38
3 - - - - - - - - -
o 88,32 31,2 -49 83 624 738 216 1281 480 312
= 173,52 195 -10,0 44 523 305 245 859 08 195
= 258,72 326 95 115 561 335 350 102,0 245 32,6
g 343,92 537 109 144 802 255 315 619 195 537
S 429,12 593 24 130 72,7 17.8 939 1843 192 593
< 514,32 663 7.2 201 833 1308 476 1208 274 663
600 393 11,2 104 848 344 709 112,6 12,9 393
lESL-PBT
2ESL-PIS
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Tabela A4. Porcentagens de efeito de matriz para os oito agrotéxicos nos
extratos de pimentdo vermelho, obtidos pelos trés métodos de extracdo e
analisados na temperatura inicial da coluna de 150 °C, nos dias 20, 40 e 60.

20 dias 40 dias 60 dias

Pimentao Vermelho

Con(izngf;gao PBT' PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
= 88,32 1092 1164 1244 154 133 82 30,4 475 47,4
S 25872 50,4 204 563 102 47 46 222 85 302
S 42012 241 230 290 41 64 -39 119 149 142
O 600 182 140 272 11 -15 36 37 25 37
. 58,88 37 - 49 297 - -105 175 - 211
£ 17248  -116 22 -65 05 42 49 -47 42 55
§ 28608  -122 -61 -154 63 171 01 30 89 -33
© 400 72 -89 71 32 31 00 16 -25 -44
e 147,2 186,3 1710 2084 7.4 -1,9 31 320 68 95
g 431,2 248,6 2332 3240 340 357 41,2 87,1 1010 1238
% 715,2 1176 933 1141 125 167 17 1129 888 57,7
= 1000 1119 1091 1223 25 -0,7 38 766 721 64,2
@ 58,88 40,7 358 339 -209 -198 -125 -113 -189 -19.4
€ 17248 316 -307 -30,7 -127 -131 93 -147 -179 -131
§ 286,08  -31,7 -257 -292 -120 -46 88 -31 -147 -10,6
T 400 255 214 228 -101 -75 -87 -61 -12,1 -132
5 177,2 208 -256 359 -30 -82 -132 -97 -231 -266
g 451,2 355 -395 -457 -38,0 -37,6 -349 -268 -382 -355
g 725,2 398 -31,7 346 -251 -30,9 -124 -233 -37,6 -239
5 1000 322 394 -295 -227 233 -132 -242 289 -224
. 11776 1464 1599 1615 -516 -485 -313 226 202 136
S 34496 1053 982 101,8 -482 -487 382 -167 -407 -10,5
g 572,16 447 458 491 -47.8 -41,0 -21.8 -291 -428 -19.4

800 403 417 475 -497 -403 -21,7 -289 -426 -29.9
m 88,32 92 -127 -265 46 07 02 22 -17 -104
£ 25872 170 -170 -285 39 31 07 30 -49 -66
S 42912 196 -197 265 63 88 19 15 18 -49
® 600 152 -149 -199 74 44 -02 -18 -1,8 62
g 88,32 1345 1499 1249 212 203 99 327 343 265
S 25872 98,9 96,3 819 37,2 344 187 480 465 47,1
% 42912 469 496 380 356 368 150 469 523 329
Y 600 512 531 402 303 263 10,6 318 334 20,3
'ESL-PBT
’ESL-PIS
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Tabela A5. Porcentagens de efeito de matriz para os oito agrotéxicos nos
extratos de pimentdo amarelo, obtidos pelos trés métodos de extracdo e
analisados na temperatura inicial da coluna de 150 °C, nos dias 20, 40 e 60.

20 dias 40 dias 60 dias

Pimentao Amarelo

Con(izngf;gao PBT' PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
= 88,32 ; ; . 246 297 -892 1128 1460 -83,6
S 25872 649 72,7 -877 162 192 -90,3 735 858 -88,1
S 42012 390 424 879 46 63 9.1 543 6L5 -875
O 600 214 250 -888 -0l 24 -898 359 39,0 -884
. 58,88 119 31,5 191 214 429 390 10,6 286 437
S 17248 21 24 -155 125 11,5 -93 -69 -7,3 -116
5 286,08 32 80 81 18 152 66 -134 -1,7 00
© 400 19 07 95 32 30 78 -112 -108 -17,0
= 147,2 i i _ 0055 981 287 1239 1660 934
E 431,2 876 989 353 49,1 442 -44 879 987 47,4
£ 715,2 553 64,2 249 241 30,1 -184 652 795 227
= 1000 31,8 346 30 101 94 -211 436 484 80
@ 58,88 215 246 286 37 -143 -136 -287 -250 -33,6
€ 17248  -168 21,2 -350 109 53 -13,6 -144 -226 -258
§ 286,08  -16,8 -154 -282 -17 20 -258 -286 -283 -433
T 400 193 -209 257 -48 -137 -128 -280 -253 -31,1
E 177,2 i i i i i i i i i
: 451,2 : : i : : : i : :
- : : i i i i i : i
3 1000 : : i : : : : : i
. ur7e i i i i i i i i i
5 34496 54 231 -105 -419 -445 -308 52 -144 -136
g 57216  -27.9 378 -317 -472 -484 -452 -92 -147 -19,1

800 393 -46,0 350 -51,3 -484 -373 251 -22,6 -20,5
m 88,32 47 145 308 36,7 401 -169 37 198 -341
£ 25872 21 52 303 214 268 -151 69 52 -32,0
S 42912 66 10 -290 7,1 120 -285 -204 -120 -42,9
® 600 58 03 -258 63 119 -17,7 -176 -86 -346
g 88,32 i i . 402 586 158 0,1 1133 805
S 25872 1023 1235 780 2366 499 11,8 482 679 34.2
% 42912 612 757 494 273 364 -0,6 698 87,5 544
Y 600 420 524 363 235 305 122 460 585 453
'ESL-PBT
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Apéndice A

Tabela A6. Porcentagens de efeito de matriz para os oito agrotéxicos nos
extratos de tomate, obtidos pelos trés métodos de extracdo e analisados na
temperatura inicial da coluna de 150 °C, nos dias 20, 40 e 60.

20 dias 40 dias 60 dias
Tomate
Con(izngf;gao PBT' PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
= 88,32 46,9 -10,1 38,0 1378 -68 1156 31,5 286 -35
S 258,72 27,6 -205 132 678 -351 226 202 -21 -17
2 429,12 172 -264 53 487 -343 -36 198 -48 33
O 600 130 -16,3 -12,4 344 -169 -65 122 83 0.2
" 58,88 16,1 11,3 3,7 -195 314 -322 -147 28 -1372
2 172,48  -10,7 10,8 -11,6 -13,7 360 -31,4 39 -03 74
§ 28608  -125 32 -117 -180 179 -150 61 -13 47
© 400 9,0 159 -229 -120 206 -197 59 97 37
£ 147,2 68,6 114,6 239 675 1896 214 7.8 508 5,6
3 4312 1102 127,2 287 1690 2714 21,0 484 561 153
% 715,2 444 424 75 581 989 11,8 164 208 53
= 1000 459 591 -169 649 1068 1,1 83 249 12
o 58,88 26,7 -16,7 -295 -33,3 55 534 -117 44 -148
e 172,48 257 -14,7 -22,0 -31,2 125 -487 -85 -21,3 -41
§ 286,08  -216 -105 -188 -27,2 99 252 -39 -16,6 -18
a 400 205 62 -331 -22,7 131 282 -43 58 -32
5 177,2 223 135 - 244 372 07 -1 -165 1135
< 451,2 358 -20,2 -384 -37,7 138 -456 -32,6 -42,5 -12,6
S 725,2 315 -251 -266 -30,3 -10 -209 -11,2 -359 -10,8
5 1000 323 -19,7 341 27,8 -63 -148 -135 -27,1 30
) 117,76 46 232 958 171,7 1691 758 -494 -61,4 -483
s 344,96 38 31,5 433 1187 1304 -24,6 -488 -586 -38,1
g 572,16 04 229 261 628 787 -234 -41,9 -494 -242
800 52 395 84 561 749 -309 -436 -418 -136
) 88,32 16,4 625 -165 -258 724 -438 -04 02 -10
£ 258,72 141 22,0 -208 -238 498 -41,3 00 100 18
I3 429,12 98 200 -188 -18,6 425 21,1 96 88 10
® 600 10,9 29,0 -281 -163 327 241 45 168 -149
g 88,32 149 689 347 100,7 2665 269 7,3 272 -7,3
S 258,72 20,9 67,9 367 699 1988 -2,6 195 454 26
2 429,12 195 664 237 331 1346 83 250 454 7,1
R 600 163 767 -68 302 1317 -60 202 615 4,7
'ESL-PBT
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APENDICE B

Tabela B1. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados no planejamento, para o clorotalonil, bifentrina e azoxistrobina, nos
extratos de pimentdo vermelho, obtidos pelas trés técnicas de extracao e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

PIMENTAO VERMELHO

60 °C 100 °C 150 °C

Concentracédo (ug L")  PBT* PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS

258,72 24,42 7,80 28,88 12,48 -10,04 8,78 17,20 5,62 14,69

Clorotalonil 429,12 311,80 323,19 318,78 -2,17 2,12 9,14 4,28 1,64 3,75

600 -0,05 -4,04 -2,75 0,49 -3,67 13,81 6,99 0,02 9,00
g 258,72 -18,71  -31,02  -26,41 -6,33 -12,76  -12,17 -9,49 -8,96 -16,12
©  Bifentrina 429,12 -35,71  -31,43  -33,81  -12,89 -9,24 -12,29 -12,43  -12,81  -17,63
i 600 -45,31 -43,44 -41,51 -5,95 -8,97 -5,52 -7,35 -14,20 -12,59
258,72 32,63 21,78 41,90 17,29 13,83 22,05 15,64 23,07 22,01

Azoxistrobina 429,12 3,75 7,35 13,22 11,58 22,69 23,29 17,99 24,77 21,94
600 8,21 7,18 23,44 15,34 19,57 24,64 23,36 23,09 26,18

258,72 33,29 9,32 26,66 11,92 -10,74 9,70 15,50 3,78 13,93

Clorotalonil 429,12 11,07 17,44 11,55 -3,41 3,55 8,58 1,94 1,25 2,35

600 -3,51 -12,75  -18,75 -0,47 -3,86 14,08 4,01 -2,14 7,06
g 258,72 -26,67  -28,31  -24,96 -9,24 -11,87  -14,78  -11,19  -10,48 -17,66
©  Bifentrina 429,12 -30,00 -22,02  -27,93  -12,61 -8,51 -12,71 -12,60  -12,92  -17,40
& 600 -3560 -26,28  -55,31 -7,94 -11,47 -6,14 -11,73  -19,03  -14,99
258,72 35,71 31,60 48,45 15,22 13,75 22,01 17,07 24,08 23,90

Azoxistrobina 429,12 7,82 21,86 20,62 11,69 25,54 23,47 11,12 19,01 16,88
600 26,32 38,74 -15,71 14,84 18,13 24,95 20,91 20,55 23,07

'ESL-PBT 2ESL-PIS
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Tabela B2. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados no planejamento, para o clorotalonil, bifentrina e azoxistrobina, nos
extratos de pimentdo amarelo, obtidos pelas trés técnicas de extracdo e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

PIMENTAO AMARELO

60 °C 100 °C 150 °C

Concentracédo (ug L") PBT! PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS

258,72 6,15 2,93 13,84 21,06 26,22 11,99 24,65 29,20 19,60

Clorotalonil 429,12 -12,34 -7,01 -26,78 7,11 10,90 -2,04 11,72 15,27 4,05

600 -2,93 -56,61 4,14 -0,61 2,42 -9,48 5,10 6,10 -3,00

g 258,72 9,19 -0,64 -6,41 10,40 16,26 -2,47 6,11 11,25 -1,70
s Bifentrina 429,12 -7,45 11,31 -24,49 -0,46 5,92 12,27 -5,40 -1,80 8,43
i 600 16,87 32,02 8,23 -1,48 2,49 -11,84 -3,85 -2,33 -7,62
258,72 1,53 2,88 8,40 31,27 49,84 20,95 22,36 37,34 21,68

Azoxistrobina 429,12 -9,34 26,44 -21,49 27,85 41,34 36,29 33,79 40,33 32,81
600 43,73 57,78 47,05 23,94 30,24 12,51 36,03 38,24 27,22

258,72 1,75 -13,09 -4,02 18,97 22,44 10,06 22,29 27,46 19,19

Clorotalonil 429,12 -11,09  -23,21  -12,54 7,05 11,06 -3,92 13,64 17,04 3,10

600 -12,53 -5,70 1,53 0,03 3,39 -6,73 9,08 10,73 2,20

g 258,72 11,91  -14,69 -5,93 8,33 14,19 -3,95 6,40 11,14 -1,97
©  Bifentrina 429,12 -3,10 -17,80 -7,81 0,85 7,32 12,57 -3,55 0,92 10,43
& 600 -12,13 -5,30 -4,13 1,60 4,00 -8,64 2,32 4,60 -2,65
258,72 6,65 -17,05 18,60 31,17 44,37 19,16 26,96 39,24 21,56

Azoxistrobina 429,12 -1,36 -21,79 -7,20 32,99 45,32 41,58 36,94 42,92 37,60
600 -8,90 -3,08 19,09 29,63 33,27 17,90 43,13 44,57 32,99
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Tabela B3. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados no planejamento, para o clorotalonil, bifentrina e azoxistrobina, nos
extratos de tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracdo e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

TOMATE

60 °C 100 °C 150 °C
Concentracédo (ug L")  PBT* PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
258,72 32,32 25,13 -8,09 57,66 143,37 3,67 65,29 35,96 -23,48
Clorotalonil 429,12 25,98 18,72 7,14 36,71 4,93 -6,81 51,19 12,97 -3,98
600 2,47 -6,86 19,04 16,34 0,72 -3,70 39,71 22,03 -6,11
g 258,72 -18,77 -6,81 11,10 -25,54  -21,20  -27,20  -20,89 10,11 -8,03
©  Bifentrina 429,12 -33,50  -21,82 4,76 -27,96 -1,52 -28,58  -25,62 -4,92 -14,04
& 600 -29,72 -5,51 22,73 -32,46 -6,44 -38,21 -24.87 0,64 -13,54
258,72 12,97 28,29 11,29 9,02 44,12 33,65 31,92 97,07 20,31
Azoxistrobina 429,12 16,33 65,69 0,81 12,59 71,51 19,78 37,23 100,01 18,91
600 17,87 50,62 22,13 8,31 78,76 37,79 31,88 115,84 13,46
258,72 23,52 15,15 -4,22 62,61 16,89 3,82 65,06 24,62 -19,78
Clorotalonil 429,12 17,33 2,03 16,07 36,95 1,72 -9,09 438,47 316,47 -10,71
600 10,37 -1,50 12,87 18,85 4,12 -8,97 19,67 19,67 -7,75
g 258,72 -21,49 -4,14 5,72 -26,11 10,17 -29,57  -22,79 7,28 -11,12
©  Bifentrina 429,12 -31,54  -25,34 18,32 -26,81 -0,88 -29,66 137,16 197,36  -16,03
& 600 -13,51 -1,77 9,74 -28,94 0,99 -35,31 3,33 3,33 -14,44
258,72 6,78 37,02 7,59 13,95 68,30 33,29 38,14 107,21 28,80
Azoxistrobina 429,12 12,24 53,51 4,11 13,44 73,86 15,83 232,95 391,35 19,56
600 17,64 28,54 1,26 12,67 91,13 31,21 109,35 109,35 12,39
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Tabela B4. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados na no planejamento, para o tiametoxam, nos extratos de pimentao
vermelho, pimentdo amarelo e tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracdo e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

PIM. VERMELHO

Concentragéo 60 °C 100 °C 150 °C
(ug L) PBT" PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
g 431,2 23,82 29,97 47,19 62,17 69,47 93,56 71,26 80,65 107,13
E 715,2 -1,23 -95,98 -3,70 33,13 30,63 38,89 30,85 27,40 28,34
ST 1000 -22,30 -22,05 -13,27 29,01 24,34 29,94 30,51 36,20 38,31
© Tiametoxam
S 431,2 52,08 57,91 103,63 65,30 68,18 97,60 75,91 84,72 103,00
E 715,2 -3,50 0,37 1,34 36,69 44,79 38,45 25,89 22,56 21,41
& 1000 0,82 16,78 -35,67 36,53 26,03 31,53 26,58 30,62 34,04
PIM. AMARELO
g 431,2 -15,89 -16,35 -8,65 113,51 122,69 85,41 116,65 154,22 116,75
E 715,2 -25,00 11,93 -43,81 70,83 88,45 31,36 97,59 104,27 36,83
- 1000 17,18 22,49 17,25 23,03 28,39 4,41 65,19 70,72 51,15
Tiametoxam
g 431,2 5,53 -20,17 18,51 106,89 116,20 78,03 134,81 172,70 132,82
E 715,2 -21,23 -39,24 -45,22 86,52 101,10 40,93 116,32 128,80 52,57
& 1000 -31,95 -25,29 -10,56 39,15 46,03 20,77 76,03 82,10 63,10
TOMATE
g 431,2 4,76 5,31 8,23 30,57 181,64 14,38 38,72 60,09 27,26
E 715,2 -10,08 0,84 -4,50 20,82 50,12 -1,84 40,46 51,19 11,06
S 1000 3,33 6,74 17,31 23,09 53,72 -21,25 32,41 53,03 -1,74
Tiametoxam
g 431,2 3,02 15,15 3,74 27,86 65,02 17,27 42,31 56,23 41,88
E 715,2 -8,16 -2,33 -1,15 24,25 49,60 -2,90 374,75 419,90 3,74
& 1000 4,52 -5,75 -4,54 27,60 59,53 -22,87 50,05 50,05 -2,15
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Tabela B5. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados no planejamento, para a iprodiona, nos extratos de pimentéao
vermelho, pimentdo amarelo e tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracdo e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

PIM. VERMELHO

Concentragéo 60 °C 100 °C 150 °C

(ug LY PBT! PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
g 344,96 5,58 -10,35 15,41 -0,93 -11,74 0,62 9,26 -7,16 15,38
g 572,16 -17,29 -7,68 -0,03 -14,42 -6,30 -5,52 -0,96 -1,90 4,40
g iprodiona 800 -14,73 -9,29 16,11 -8,30 -6,43 14,57 5,25 5,05 10,27
g 344,96 8,65 -1,93 25,45 5,72 -8,60 0,03 13,41 -4,96 19,07
i 572,16 -24,01 -9,80 -8,10 -15,14 -6,00 -5,51 -2,58 -4,08 1,10
& 800 -9,50 12,90 -27,83 -7,95 -6,87 13,15 0,62 -1,16 6,97

PIM. AMARELO
g 344,96 -48,61 -52,33 -9,00 -46,59 -49,43 -22,49 -35,92 -39,36 7,41
i 572,16 -53,38 -37,20 -31,10 -52,86 -52,29 -19,37 -45,18 -43,56 -7,13
g iprodiona 800 -35,67 -24,96 22,79 -57,60 -56,43 -38,91 -49,59 -48,92 -29,02
g 344,96 -39,47 -56,91 14,20 -47,69 -49,10 -23,41 -39,63 -40,09 -10,48
i 572,16 -56,59 -62,06 -35,65 -54,62 -53,72 -21,52 -43,27 -41,73 -1,62
& 800 -57,51 -52,41 -5,84 -58,07 -57,86 -39,45 -47,63 -46,03 -25,61
TOMATE

g 344,96 -21,93 -47,67 -8,48 -15,98 -37,07 56,99 5,79 7,78 54,72
i 572,16 -16,99 -40,46 -25,67 -21,25 -28,55 22,21 -2,65 0,21 30,19
g iprodiona 800 -23,09 -11,01 -17,98 -24,75 -17,20 58,28 -5,27 7,20 26,72
g 344,96 -19,59 -46,63 -25,28 -17,40 -28,69 66,63 7,83 9,06 72,17
i 572,16 -22,97 -42,65 -22,03 -21,40 -28,65 26,46 832,00 829,58 36,61
& 800 -19,80 -28,50 -20,86 -20,78 -11,37 54,45 21,37 21,37 24,14
'ESL-PBT “ESL-PIS
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Tabela B6. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados no planejamento, para o clorpirifés e procimidona nos extratos de
pimentao vermelho obtidos pelas trés técnicas de extracdo e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

PIMENTAO VERMELHO

60 °C 100 °C 150 °C

Concentracéo (ug L) PBT* PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS

58,88 30,83 -8,47 -8,47 33,46 126,06 2,96 35,42 400,04 -1,50

s Clorpirifés 172,48 -7,38 -5,00 3,16 -6,60 -5,72 2,19 -9,87 -1,26 -2,24
3 400 -15,07  -16,96 -14,68 -3,79 -6,03 2,34 -3,47 -7,41 -3,48
2 58,88 -48,75  -51,96 -51,96 -24,59 -23,58 -14,35 -27,27 -27,19 -26,68
' Procimidona 172,48 -30,78  -38,34 -28,52 -20,15 -17,62 -7,53 -22,22 -21,57 -20,43
400 -41,97  -44,64 -40,14 -16,79 -17,28 -7,65 -18,29 -16,30 -16,16

58,88 24,10 -8,40 -5,87 35,06 198,77 -1,47 36,84 403,66 -0,63

s  Clorpirifés 172,48 -6,17 -4,46 2,37 -8,75 -7,62 -0,06 -10,69 -1,58 -3,32
3 400 -5,62 -7,36 -27,86 -3,90 -5,39 2,98 -6,79 -10,54 -5,56
2 58,88 -40,42  -43,33 -38,77 -25,30 -23,49 -15,82 -29,01 -28,31 -27,43
N Procimidona 172,48 -34,70  -39,45 -29,49 -21,76 -20,40 -8,64 -24,70 -26,27 -20,47
400 -32,66  -32,46 -50,38 -13,34 -14,45 -9,55 -21,80 -98,39 -17,75
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Tabela B7. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados no planejamento, para o clorpirifds e procimidona, nos extratos de
pimentdo amarelo obtidos pelas trés técnicas de extracdo e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

PIMENTAO AMARELO

60 °C 100 °C 150 °C
Concentracéo (ug L) PBT* PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
58,88 21,99 16,94 17,92 8,99 6,48 22,87 8,53 27,54 22,31
s Clorpirifés 172,48 7,45 -2,02 9,90 5,39 2,69 8,65 2,17 3,47 13,41
3 400 2,34 17,55 8,69 -2,24 -0,32 -7,45 -6,17 -6,45 -2,45
2 58,88 10,11 -1,95 -12,46 1,58 -9,99 -1,97 -10,96 -7,06 -6,17
' Procimidona 172,48 13,39  -20,82 -12,84 -19,54 -8,76 -21,86 15,06 8,17 1,36
400 -2,42 11,00 5,05 -16,25 -12,17 -20,23 -18,72 -19,36 -22,16
58,88 12,99 11,55 13,43 9,31 7,61 23,81 9,84 30,00 23,67
s  Clorpirifés 172,48 4,37 -17,54 11,51 3,35 -0,12 7,61 0,99 2,39 12,05
3 400 -6,13 3,92 9,70 -0,03 -0,47 -5,15 -1,08 -1,05 2,74
2 58,88 -6,12 -2,12 -10,32 -2,23 -12,63 -6,14 -11,31 -6,42 -5,83
N Procimidona 172,48 -8,49  -26,28 -2,23 -9,59 -2,70 -11,94 15,37 8,13 1,06
400 21,77  -10,36 -6,75 -13,04 -8,68 -14,66 -8,71 -7,47 -9,89
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Tabela B8. Valores de porcentagem de efeito de matriz utilizados no planejamento, para o clorpirifés e procimidona,

tomate obtidos pelas trés técnicas de extracdo e analisados em trés temperaturas iniciais da coluna.

nos extratos de

TOMATE
60 °C 100 °C 150 °C
Concentracéo (ug L) PBT* PIS? DMFS PBT PIS DMFS PBT PIS DMFS
58,88 17,79  -13,37 4,65 -21,20 -12,08 -1,93 -20,84 6,21 2,84
s Clorpirifés 172,48 -18,05  -10,21 6,42 -24,18 57,73 -16,64 -20,57 -6,30 -4,77
3 400 -16,52 8,40 10,90 -24,76 -7,89 -25,80 -18,59 -1,71 -8,03
2 58,88 -41,82  -43,47 -4,95 -35,63 -14,28 -42,15 -35,55 -30,08 -34,20
' Procimidona 172,48 -32,33  -30,64 -2,88 -33,04 27,75 -34,01 -34,52 -31,27 -7,96
400 -37,61  -17,85 8,37 -40,42 -22,09 -43,81 -32,41 -22,58 -16,90
58,88 -25,08  -17,91 4,51 -21,25 -5,64 -0,63 -21,23 3,31 4,61
s  Clorpirifés 172,48 17,75  -11,57 7,51 -23,58 -13,30 -16,69 -21,64 -5,67 -6,06
3 400 -8,55 6,29 6,19 -21,51 -1,02 -24,18 0,10 0,10 -7,79
2 58,88 -48,40  -46,38 -5,63 -36,91 -3,58 -42,43 -37,19 -27,07 -34,10
N Procimidona 172,48 -34,77  -30,57 -3,18 -33,91 -31,53 -35,59 -35,22 -31,74 -12,59
400 -25,43  -14,46 4,04 -34,28 -13,56 -41,00 -19,48 -19,48 -17,15
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APENDICE C

Nas tabelas a seguir, 0 nUmero 1 representa as solugdes originais, armazenadas e lidas no 20°, 40° e 60° dia. O namero 2

representa as solucdes preparadas no 20°, 40° e 60°, para fins de comparacgao.

Tabela C1. Valores de area do analito/area do padréo interno de agrotdxicos, nos extratos de pimentédo vermelho, pimentdo amarelo e

tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracao, apos 20 dias de armazenamento.

20 dias
Pimentao vermelho Pimentdo amarelo Tomate

Con(iznﬁfla)géo PBT'1 PBT2 PIS°’1 PIS2 DMFS1 DMFS2 PBT1 PBT2 PIS1 PIS2 DMFS1 DMFS2 PBT1 PBT2 PIS1 PIS2 DMFS1 DMFS2
= 88,32 0,721 0,663 0,664 0,686 0,754 0,711 0,134 1,428 0,144 1586 1,367 0,104 1,293 1,185 0,695 0,725 0,796 0,708
% 258,72 2,360 2,480 2,323 1,984 2,641 2,578 0,384 4,085 0,385 4,279 3,810 0,305 3,608 3,668 2,109 2,284 2,877 2,772
g 429,12 4,292 4,175 4,133 4,138 4,604 4,339 0,634 6,563 0,667 6,722 5,498 0,570 6,003 6,097 3,793 3,830 5,455 5,158
O 600 6,239 5,995 6,006 5781 6,561 6,450 0,928 8,549 0,909 8,796 7,222 0,786 8,397 8,046 5,679 5958 8,439 6,218
® 58,88 0,552 0,876 0,625 0,753 0,588 0,614 1,068 0,551 1,098 0,647 0,626 0,586 0,745 0,519 0,644 0,688 0,743 0,784
“E 172,48 1,229 1,336 1,298 1,479 1,273 1,414 1,058 1,276 1,035 1,280 1,411 1,056 1,324 1,294 1,720 1,604 1,540 1,611
8 286,08 1,886 2,108 1,946 2,256 1,884 2,033 1,590 1,798 2,227 2,006 2,082 2,010 2,026 1,972 2,520 2,324 2,385 2,407
© 400 2,507 2,659 2,710 2,609 2,550 2,660 2,468 2,320 2,324 2,348 2,390 2,139 2,713 2,534 4,626 3,227 3,223 2,534
E 147,2 0,483 0,553 0,453 0,524 0,470 0,596 0,713 0,767 0,712 0,820 0,897 0,595 0,783 0,583 0,773 0,742 0,492 0,596
3 431,2 1,291 1,467 1,256 1,402 1,331 1,785 1,514 2,080 1,524 2,206 2,199 1,501 1,809 1,808 2,077 1,955 1,582 1,733
% 715,2 2,214 2,345 2,119 2,083 2,126 2,306 2,497 3,444 2,664 3,641 2668 2,770 2,958 2,805 3,024 2,765 2,610 2,912
[ 1000 3,134 3,069 2,912 3,029 3,052 3,221 3,515 4,454 3,650 4,549 4,219 3,483 4,241 3,697 4,125 4,030 3,843 2,896
s 58,88 0,215 0,209 0,216 0,227 0,211 0,233 0,192 0,195 0,164 0,187 0,202 0,177 0,207 0,203 0,236 0,231 0,292 0,306
zé 172,48 0,493 0,517 0,521 0,524 0,481 0,524 0,430 0,509 0,412 0,481 0,493 0,397 0,491 0,477 0,596 0,547 0,721 0,745
S 286,08 0,743 0,741 0,785 0,805 0,722 0,767 0,659 0,759 0,624 0,773 0,795 0,656 0,753 0,736 0,900 0,840 1,090 1,035
a 400 0,963 0,955 1,005 1,007 0,951 0,990 0,859 0,948 0,892 0,930 0,880 0,873 0,994 0,932 1,185 1,245 1,475 1,018
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Tabela C1 (continuacéo). Valores de area do analito/area do padrédo interno de agrotoxicos, nos extratos de pimentdo vermelho,

pimentdo amarelo e tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracdo, apos 20 dias de armazenamento.

e 177,2 0,081 0,084 0,102 0,079 0,081 0,068 - - - - - - 0,076 0,073 0,109 0,107 - 0,073
g 451,2 0,200 0,217 0,211 0,204 0,194 0,183 - - - - - - 0,197 0,172 0,221 0,213 0,285 0,258
§ 725,2 0,317 0,305 0,334 0,346 0,303 0,331 - - - - - - 0,312 0,299 0,333 0,327 0,487 0,428
'8' 1000 0,432 0,417 0,441 0,373 0,426 0,433 - - - - - - 0,490 0,381 0,447 0,453 0,682 0,464
< 117,76 0,517 0,507 0,511 0,535 0,527 0,538 0,219 0,308 0,181 0,222 0,306 0,289 0,395 0,377 0,513 0,487 0,330 0,394
,5 344,96 1,133 1,182 1,205 1,141 1,138 1,161 0,524 0,687 0,450 0,558 0,766 0,649 1,137 1,026 1,546 1,299 0,941 1,017
é 572,16 1,684 1,696 1,779 1,709 1,682 1,747 0,774 1,013 0,714 0,874 1,230 0,960 1,753 1,640 2,201 2,006 1,539 1,637
- 800 2,197 2,157 2,317 2,178 2,223 2,269 0,989 1,270 0,939 1,130 1,392 1,359 2,298 2,120 2,829 2,809 2,219 1,865
© 88,32 0,401 0,378 0,390 0,363 0,337 0,306 0,276 0,341 0,310 0,373 0,294 0,225 0,343 0,302 0,605 0,587 0,407 0,437
E 258,72 0,822 0,807 0,862 0,807 0,732 0,695 0,619 0,753 0,635 0,810 0,710 0,536 0,750 0,729 1,132 1,036 0,911 0,941
_.E 429,12 1,203 1,148 1,251 1,147 1,100 1,049 0,920 1,110 0,957 1,201 1,294 0,844 1,145 1,138 1,599 1,513 1,383 1,328
® 600 1,572 1,477 1,632 1,481 1,487 1,395 1,174 1,420 1,247 1,512 1,335 1,119 1,520 1,419 2,060 2,056 1,922 1,428
_E 88,32 0,459 0,477 0,483 0,508 0,444 0,458 0,385 0,382 0,388 0,442 0,369 0,358 0,504 0,484 0,739 0,712 0,342 0,295
§ 258,72 1,031 1,135 1,127 1,120 0,988 1,038 0,909 0,905 0,889 0,999 0,885 0,796 1,063 1,092 1,711 1,517 0,850 0,907
% 429,12 1,544 1,645 1,660 1,676 1,459 1,545 1,347 1,343 1,348 1,463 1,432 1,244 1554 1,642 2,453 2,287 1,336 1,379
2 600 2,019 2,162 2,165 2,189 1,926 2,004 1,742 1,729 1,757 1,856 1,599 1,661 2,026 2,020 3,101 3,068 1,906 1,498
ESL-PBT

2ESL-PIS
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Tabela C2. Valores de area do analito/area do padréo interno de agrotoxicos, nos extratos de pimentédo vermelho, pimentdo amarelo e

tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracao, apos 40 dias de armazenamento.

40 dias
Pimentado vermelho Pimentdo amarelo Tomate

Con(iznlf(%géo PBT'1 PBT2 PIS’1 PIS2 DMFS1 DMFS2 PBT1 PBT2 PIS1 PIS2 DMFS1 DMFS2 PBT1 PBT2 PIS1 PIS2 DMFS1 DMFS?2
= 88,32 1,432 1,334 1,314 1,311 1,204 1,251 0,143 1,589 0,153 1,653 0,136 0,137 0,848 0,753 0,743 0,295 0,822 0,980
% 258,72 3,653 3,905 3,648 3,711 3,487 3,706 0,427 4,362 0,437 4,473 0,393 0,363 2,596 2,767 2,585 1,069 1,785 2,941
g 429,12 5,944 6,007 5524 6,141 5,543 5,545 0,696 6,884 0,714 6,994 0,666 0,583 4,850 5,001 4,454 2,209 4,827 4,583
O 600 8,067 8,131 7,922 7,929 7,546 7,753 0,984 8,753 1,007 8,970 0,910 0,897 6,758 6,813 6,325 4,215 6,191 6,690
" 58,88 0,494 0,781 0,521 0,757 0,521 0,539 0,489 0,565 0,616 0,665 0,510 0,647 0,841 0,520 0,567 0,848 0,754 0,656
E 172,48 1,098 1,217 1,136 1,274 1,162 1,283 1,683 1,278 1,301 1,267 1,115 1,031 1,198 1,305 1,379 2,056 1,333 1,303
_g- 286,08 1,691 1,902 1,722 2,095 1,685 1,786 1,688 1,807 1,641 2,044 1,657 1,892 2,058 1,970 1,946 2,831 2,017 2,065
© 400 2,224 2,394 2,289 2,391 2,156 2,319 2,265 2,282 2,219 2,276 2,099 2,038 2,409 2,522 2,531 3,454 2,523 2,513
% 147,2 0,818 0,799 0,767 0,730 0,621 0,767 0,610 0,870 0,648 0,905 0,618 0,588 0,449 0,324 0,617 0,560 0,539 0,834
é 431,2 2,064 2,093 1,926 2,119 1,805 2,206 1,719 2,390 1,731 2,311 1,666 1531 1,140 1,132 1,700 1,563 1,797 1,905
% 715,2 3,242 3,329 3,019 3,453 2,751 3,007 2,876 3,657 2,950 3,835 2,729 2,406 2,212 1,703 2,732 2,143 2,955 3,195
[ 1000 4,335 4,275 4,159 4,144 3,738 4012 3,766 4,646 3,952 4,619 3,386 3,328 3,051 2,388 4,047 2,995 4,015 4,125
© 58,88 0,181 0,166 0,172 0,168 0,174 0,183 0,178 0,224 0,172 0,185 0,177 0,187 0,224 0,236 0,214 0,334 0,272 0,237
,'é 172,48 0,410 0,423 0,422 0,421 0,412 0,439 0,448 0,547 0,428 0,520 0,497 0,426 0,492 0,520 0,505 0,851 0,566 0,521
'g 286,08 0,627 0,615 0,611 0,667 0,632 0,637 0,776 0,781 0,762 0,778 0,712 0,590 0,776 0,789 0,749 1,191 0,893 0,819
o 400 0,822 0,814 0,844 0,837 0,806 0,827 0,935 0,943 0,957 0,854 0,882 0,863 0,966 0,992 0,989 1,450 1,109 0,993
E 177,2 0,064 0,066 0,070 0,062 0,063 0,059 - - - - - - 0,083 0,080 0,109 0,146 0,086 0,130
g 451,2 0,161 0,149 0,178 0,150 0,158 0,156 - - - - - - 0,217 0,210 0,227 0,383 0,296 0,261
§ 725,2 0,266 0,253 0,280 0,234 0,270 0,296 - - - - - - 0,347 0,353 0,319 0,501 0,472 0,438
8- 1000 0,350 0,338 0,381 0,335 0,365 0,379 - - - - - - 0,444 0,444 0,416 0,576 0,615 0,564
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Tabela C2 (continuacéo). Valores de area do analito/area do padrédo interno de agrotoxicos, nos extratos de pimentdo vermelho,
pimentdo amarelo e tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracdo, apos 40 dias de armazenamento.

117,76 0,133 0,125 0,154 0,133 0,234 0,178 0,178 0,229 0,187 0,201 0,283 0,280 0,537 0,559 0,534 0,554 0,291 0,267

,g 344,96 0,338 0,363 0,417 0,360 0,529 0,433 0,447 0,547 0,475 0,522 0,700 0,651 1,168 1,259 1,232 1,326 0,723 0,594
-g 572,16 0,539 0,500 0,617 0,564 0,899 0,747 0,709 0,838 0,748 0,819 1,033 0,869 1,843 1,908 1,760 2,094 1,198 0,975
800 0,734 0,661 0,886 0,785 1,086 1,029 0,898 1,014 1,021 1,076 1,355 1,307 2,331 2,400 2,231 2,690 1,501 1,227
© 88,32 0,346 0,291 0,314 0,276 0,302 0,278 0,336 0,388 0,345 0,397 0,257 0,236 0,322 0,309 0,422 0,717 0,395 0,335
E 258,72 0,716 0,701 0,714 0,696 0,677 0,670 0,685 0,831 0,699 0,868 0,650 0,581 0,728 0,741 0,913 1,457 0,804 0,734
é 429,12 1,081 1,011 1,027 1,034 1,010 0,969 1,058 1,224 1,044 1,280 0,953 0,818 1,187 1,162 1,310 2,034 1,265 1,123
- 600 1,426 1,376 1,425 1,338 1,325 1,279 1,336 1,515 1,381 1,595 1,220 1,173 1,530 1,457 1,651 2,310 1,626 1,410
_E 88,32 0,473 0,452 0,407 0,449 0,408 0,410 0,379 0,390 0,399 0,441 0,363 0,322 0,411 0,408 0,544 0,746 0,419 0,410
:’é 258,72 1,008 1,098 0,937 1,075 0,891 0,950 0,899 2,301 0,913 1,025 0,879 0,764 0,891 0,969 1,204 1,705 0,832 0,849
'% 429,12 1,480 1,577 1,337 1,591 1,298 1,337 1,414 1,416 1,417 1,517 1,294 1,105 1,392 1,491 1,738 2,627 1,284 1,343
I 600 1,938 2,051 1,845 1,988 1,669 1,741 1,848 1,768 1,902 1,868 1,712 1,607 1,780 1,862 2,228 3,312 1,579 1,664
ESL-PBT
2ESL-PIS
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Tabela C3. Valores de area do analito/area do padréo interno de agrotoxicos, nos extratos de pimentédo vermelho, pimentdo amarelo e

tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracao, apos 60 dias de armazenamento.

60 dias
Pimentao vermelho Pimentdo amarelo Tomate

Con(iznlf(%géo PBT'1 PBT2 PIS’1 PIS2 DMFS1 DMFS2 PBT1 PBT2 PIS1 PIS2 DMFS1 DMFS2 PBT1 PBT2 PIS1 PIS2 DMFS1 DMFS2
= 88,32 1,276 1,100 1,245 1,244 1,218 1,244 0,097 1,234 0,122 1,427 0,070 0,095 1,517 1,520 1,798 1,487 1,521 1,470
TS: 258,72 3,291 3,649 3,693 3,240 3,342 3,890 0,346 3,753 0,366 4,019 0,242 0,258 4,206 4,259 4,355 3,468 4,426 4,218
g 429,12 5,635 5,658 5,396 5,809 5,670 5,771 0,614 6,101 0,612 6,384 0,466 0,495 6,302 6,914 6,698 5,497 6,730 6,607
O 600 7,991 7,850 7,884 7,762 7,881 7,852 0,912 8,051 0,912 8,235 2,284 0,689 8,924 9,023 8,747 8,711 8,964 9,213
" 58,88 0,489 0,810 0,524 0,624 0,630 0,544 0,729 0,580 0,767 0,674 0,546 0,754 0,588 0,513 0,548 0,619 0,495 0,547
“E 172,48 1,145 1,201 1,167 1,314 1,217 1,330 1,159 1,284 1,517 1,278 1,168 1,219 1,163 1,271 1,225 1,220 1,199 1,269
_g' 286,08 1,662 1,875 1,754 1,981 1,643 1,759 1,752 1,833 1,982 2,080 1,874 2,117 1,852 1,899 1,822 1,766 1,760 1,816
© 400 2,259 2,418 2,289 2,320 2,215 2,276 2,359 2,316 2,377 2,325 2,370 2,165 2,413 2,456 2,509 2,545 2,226 2,516
£ 147,2 0,565 0,750 0,571 0,529 0,332 0,622 0,602 0,698 0,646 0,830 0,490 0,603 0,960 0,803 0,991 1,123 0,800 0,961
3 431,2 1,472 1,704 1,766 1,830 1,540 2,038 1,565 2,056 1,656 2,174 1,536 1,613 2,295 2,317 2,365 2,438 2,294 2,453
% 715,2 2,316 3,090 2,507 2,740 2,247 2,289 2,702 3,298 2,899 3,584 2,480 2,449 3,522 3,444 3,616 3,574 3,775 3,561
= 1000 3,296 3,968 3,160 3,867 3,778 3,690 3,833 4,337 3,982 4,481 3,416 3,262 5,277 4,519 5,038 5,209 4,933 4,937
© 58,88 0,188 0,191 0,176 0,175 0,187 0,174 0,181 0,195 0,185 0,205 0,181 0,182 0,176 0,185 0,193 0,219 0,193 0,173
é 172,48 0,448 0,457 0,448 0,440 0,430 0,465 0,453 0,529 0,449 0,479 0,490 0,459 0,440 0,443 0,429 0,381 0,487 0,449
g 286,08 0,646 0,701 0,626 0,617 0,652 0,647 0,764 0,781 0,775 0,785 0,714 0,620 0,649 0,671 0,639 0,583 0,691 0,675
a 400 0,877 0,911 0,885 0,854 0,867 0,842 1,000 0,938 1,027 0,973 0,963 0,897 0,883 0,867 0,828 0,854 0,897 0,893
S 177,2 0,075 0,075 0,073 0,064 0,062 0,061 - - - - - - 0,072 0,067 0,071 0,057 0,063 0,130
g 451,2 0,189 0,186 0,192 0,157 0,179 0,164 - - - - - - 0,171 0,162 0,163 0,138 0,224 0,186
§ 725,2 - 0,287 - 0,233 - 0,285 - - - - - - 0,283 0,300 0,251 0,217 0,333 0,298
'(% 1000 0,400 0,361 0,407 0,339 0,381 0,369 - - - - - - 0,355 0,378 0,315 0,319 0,462 0,477
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Tabela C3 (continuacéo). Valores de area do analito/area do padrédo interno de agrotoxicos, nos extratos de pimentdo vermelho,
pimentdo amarelo e tomate, obtidos pelas trés técnicas de extracdo, apos 60 dias de armazenamento.

117,76 0,258 0,336 0,254 0,219 0,356 0,311 0,381 0,458 0,349 0,383 0,436 0442 0,133 0,131 0,122 0,100 0,130 0,079

,g 344,96 0,678 0,657 0,627 0,468 0,662 0,706 0,861 1,012 0,824 0,914 0,988 0,922 0,359 0,359 0,314 0,290 0,420 0,293
-g 572,16 0,979 0,906 0,806 0,730 1,132 1,030 1,304 1,476 1,329 1,387 1,481 1,315 0,599 0,556 0,513 0,484 0,542 0,457
800 1,366 1,278 1,274 1,033 1,421 1,260 1,744 1,707 1,808 1,765 2,054 1,813 0,807 0,741 0,635 0,765 0,790 0,684
© 88,32 0,333 0,306 0,324 0,294 0,323 0,268 0,329 0,379 0,378 0,437 0,241 0,241 0,292 0,277 0,338 0,278 0,292 0,266
E 258,72 0,720 0,712 0,750 0,698 0,678 0,686 0,707 0,805 0,769 0,910 0,621 0,588 0,729 0,675 0,771 0,743 0,717 0,651
é 429,12 1,059 1,015 1,024 1,018 1,006 0,951 1,076 1,205 1,161 1,333 0,945 0,865 1,085 1,042 1,153 1,034 1,043 0,919
- 600 1,445 1,330 1,433 1,330 1,375 1,271 1,439 1,496 1537 1,660 1,333 1,188 1,492 1,339 1,513 1,496 1,362 1,359
_E 88,32 0,394 0,404 0,414 0,409 0,428 0,385 0,422 0,222 0,435 0,473 0,405 0,400 0,494 0,401 0,487 0,475 0,350 0,339
:’é 258,72 0,902 0,987 0,999 0,978 0,898 0,981 1,029 0,966 1,031 1,094 0,959 0,875 1,099 0,956 1,158 1,163 0,848 0,811
'% 429,12 1,300 1,441 1,330 1,493 1,269 1,303 1,607 1,469 1,617 1,622 1,432 1,336 1545 1,454 1,684 1,691 1,178 1,210
I 600 1,771 1,898 1,829 1,921 1,733 1,732 2,198 1,859 2,170 2,018 1,924 1,850 2,136 1,893 2,128 2,542 1,534 1,672
ESL-PBT
2ESL-PIS
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