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Resumo

Foram desenvolvidos métodos analiticos para a determinacdo de micotoxinas em
bebidas vegetais, comida de bebé e café torrado, pela aplicacdo de um procedimento
fundamentado na técnica de extragdo QUEChERS e no desenvolvimento de técnicas de dSPE
com a utilizacdo de nanotubos de carbono de paredes multiplas e nanoplaquetas de grafeno.
A quantificacdo foi realizada pelo emprego da técnica de cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a espectrometria de massas sequencial, e pelo uso de fonte de
ionizacdo ESI. Foi realizado um estudo metrolégico para avaliacdo comparativa entre 0s
principais procedimentos para estimativa de incerteza de medicédo analitica, método Bottom-
up e método Top-down, em método analitico desenvolvido para controle de residuos e
contaminantes em alimentos empregando extracdo dilute and shoot e analise por
cromatografia liquida e espectrometria de massas sequencial.

Os métodos desenvolvidos foram validados segundo as diretrizes apontadas pelos guias
da EURACHEM, do Manual da Garantia da Qualidade Analitica, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, e da normativa da Unido Europeia 2002/657/EC, e
demostraram desempenho compativel com agqueles demandados para controle de residuos e
contaminantes em alimentos.

Com este trabalho, entende-se que o desenvolvimento de metodologias analiticas
fundamentadas em praticas mais dindmicas e modernas, associados a um entendimento mais
profundo da natureza metroldgica dos ensaios, podem conferir vantagens operacionais de
grande valor aos laboratorios de ensaio, 0 que, no ambiente de amostras de controle de
qualidade de alimentos, reflete em maior qualidade dos produtos oferecidos ao consumidor
e competitividade aos produtores nacionais de alimentos, resultando no fortalecimento da

segurancga alimentar.



Palavras-chave: Micotoxinas; nanotubo de carbono de paredes multiplas; grafeno; café
torrado; extracdo em fase sélida dispersiva; comida de bebé; bebida vegetal; cromatografia

liquida de ultra performance; espectrometria de massa em tandem, incerteza de medicao.



Abstract

Analytical methods were developed for the determination of mycotoxins in vegetable
milks, baby food and roasted coffee, by applying a procedure based on the QUEChERS
extraction technique and the development of dSPE techniques with the use of multi-walled
carbon nanotubes and graphene nanoplatelets. Quantification was performed using the ultra-
efficient liquid chromatography technique coupled with sequential mass spectrometry and
using an ESI ionization source. A metrological study was carried out for comparative
evaluation between the main procedures for estimating uncertainty of analytical
measurement, Bottom-up method and Top-down method, in an analytical method developed
to control residues and contaminants in food using dilute and shoot extraction and analysis
by liquid chromatography and sequential mass spectrometry.

The developed methods were validated according to the guidelines pointed out by the
EURACHEM guides, the Analytical Quality Assurance Manual, the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply, and the European Union regulations 2002/657/EC, showing
performance compatible with those demanded for control of residues and contaminants in
food.

With this work, it is understood that the development of analytical methodologies based
on more dynamic and modern practices, associated with a deeper understanding of the
metrological nature of the tests, can confer operational advantages of great value to the test
laboratories, which, in the environment of food quality control samples, reflects a higher
quality of products offered to consumers and competitiveness to national food producers,

resulting in the strengthening of food security.



Keywords: micotoxins; multi-walled carbon nanotubes; graphene; roasted coffee;
dispersive solid phase extraction; baby food; vegetable milk; ultra-high performance liquid

chromatography; tandem mass spectrometry, measurement uncertainty.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Micotoxinas

Micotoxinas sdo compostos produzidos pelo metabolismo secundario de fungos
filamentosos (Pitt, 2000) e podem ocorrer naturalmente em alimentos infestados por fungos.
Estes compostos apresentam grande diversidade, sendo atualmente estimado o numero de
micotoxinas isoladas e caracterizadas superior a 1000, nimero que tem crescido com o
avanco de técnicas analiticas e da variedade de fungos estudados(Brase et al., 2013).

Dentre os fungos capazes de produzir micotoxinas, as principais classes sdo Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (Brase, et al., 2013). A acdo dos Fusarium sobre as plantacdes é
agressiva, acometendo principalmente o plantio de cereais, podendo produzir micotoxinas
antes, durante e apés a colheita. Ja a ocorréncia de Aspergillus, que pode se dar de forma
destrutiva, levando a perdas de produtividade na lavoura acometida ou de forma branda, com
sua infestacdo ndo trazendo atraso ao desenvolvimento vegetal, ocorre antes e também apds
a colheita, como um fungo de estocagem, enquanto que a contaminacdo por Penicillium se
da, majoritariamente, durante a estocagem de alimentos (IARC, 2012). A producdo de
micotoxinas em alimentos contaminados por fungos estd intimamente relacionada a
condicdes ambientais a que estdo submetidos, como temperatura e umidade, assim como de
fatores de manejo, em pré e pos colheita, como condicBes de armazenamento, de transporte,
ataque de insetos, entre outros (Milani, 2013).

Apesar de haverem centenas de micotoxinas conhecidas, nem todas representam um
risco potencial para 0 homem, em virtude de sua toxicidade reduzida ou baixa ocorréncia em
alimentos. Dentre as micotoxinas conhecidas, as que apresentam maior risco a satde publica
séo as aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, desoxinivalenol e zearalenona. Suas estruturas

quimicas podem ser vistas na Figura 1.



As aflatoxinas foram isoladas no inicio dos anos 1960, como metabolitos dos fungos
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, e podem alcancar alimentos consumidos por um
numero estimado de 4.5 bilhdes de pessoas (Castegnaro et al., 2006). As formas naturais de
ocorréncias das aflatoxinas sao: aflatoxina B1 (AFBL1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1
(AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2), sendo a aflatoxina B1 a mais abundante, téxica e
carcinogénica dentre elas. Ainda pode ocorrer a hidroxilacdo das aflatoxinas B1 e aflatoxina
B2, dando origem as aflatoxina M1 (AFML1) e aflatoxina M2 (AFM2), respectivamente, o
que geralmente ocorre em meio animal, levando a contaminacdo de produtos como leite e
derivados, apds os animais serem alimentadas com racdo contaminada (Turner et al., 2009).Ja
as fumonisinas sdo micotoxinas produzidas por varios fungos da classe Fusarium,
principalmente nas formas da fumonisina B1 (FB1) e Fumonisina B2 (FB2), sua ocorréncia
é ubiqua no milho e, consequentemente, em produtos a base de milho (Shephard, 2016). A
ingestdo de racdo contaminada por fumonisina pode causar inimeras doencas em animais,
como leucoencefalomalacia e edema pulmonar em cavalos e porcos.

No caso da ocratoxina A, que foi isolada em 1965 de uma col6nia de Aspergillus
ochraceus, atualmente € sabido que pode ser produzida por mais de doze espécies de fungos
das classes Aspergillus e Penicillium (International Agency for Research on Cancer, 2002).
A substancia é encontrada em vasta gama de produtos alimenticios, como milho, cevada
trigo, café, feijdo, centeio, uvas e vinhos, além de poder estar presente em produtos de origem
animal (Alshannag and Yu, 2017). Acredita-se que, dentre as patologias humanas que pode
causar, estdo nefropatia, a nefropatia intertiscial crénica e outras doengas que acometem o
sistema renal.

A desoxinivalenol é uma micotoxinas do grupo dos tricotecenos, composto por mais de

180 substancias produzidas por fungos das classes Fusarium e Stachybotrys. Foi isolado na
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década de 1970 a partir de coldnias de Fusarium graminearum e sua ocorréncia se da em
culturas de inverso, majoritariamente trigo e cevada. Em virtude do quadro de vomito que
causa apos sua ingestdo é conhecida como Vomitoxin e, segundo a Organizacdo Mundial da
Saude, em inglés World Health Organization, (WHO), a substancia é considerada um
neurotoxina com caracteristicas imunossupressoras e teratogénicas (Machado et al., 2017).

Ja a zearalenona é uma micotoxina produzida por fungos da classe Fusarium, em
particular F. graminearum, F. culmorum, F. equiseti e F. crookwellense(Berthiller et al.,
2016). A presenca dos fungos capazes de produzir zearalenona é ampla, atingindo quase
todos os continentes, infestando as culturas de cereais, principalmente trigo, centeio, arroz,
milho, entre outras, nas fases de pré e pds colheita. A capacidade de resisténcias destas
toxinas a muitas etapas de processamento, como a moagem e coc¢do de alimentos, permite
que sua presenca seja identificada em diversos produtos alimenticios processados (Herrero-
Latorre et al., 2015). Por sua caracteristica singular € uma micotoxinas altamente estrogénica,
pode acusar doencas relacionadas a disfuncdo hormonal, tais como cancer de prostata, de
ovario ou cervical (Rogowska et al., 2019)(Zinedine et al., 2007).

A enorme dimensdo do mercado mundial de commodites agricolas, tais como trigo, arroz
e milho, que em 2016 alcancou 1,6 trilhdes de ddlares, registrando um crescimento de 6%
referente ao ano de 2015 (FAO, 2018), torna o controle de residuos e contaminantes, como
as micotoxinas, uma questdo de grande importancia. Neste cendrio, 0s paises emergentes,
dentre eles o Brasil, que ocupa a terceira posi¢do entre os maiores exportadores de alimentos
no mundo, tem se tornado cada vez mais relevantes. As grandes perdas econdmicas
associadas as micotoxinas ndo residem apenas da perda de alimentos contaminados, mas
tambeém na reducdo de desempenho de rebanhos alimentados com ra¢do contaminada, bem

como dos custos médicos associados com o tratamento de micotoxicoses, dentre outros, e
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pode alcancar bilhdes de dolares (Yvv et al., 2016), além de potencialmente colocar em risco
a seguranca alimentar pela diminuicéo de alimento disponivel.

Frente ao desafio que as micotoxinas representam para a satde publica, governos tem
instituido normativas que determinam limites para a ocorréncia de micotoxinas em alimentos.
Estes limites sdo norteados por diferentes fatores, tais como dados de toxicidade disponiveis,
dados de ocorréncia, distribuicdo da contaminacdo observada na classe de alimentos,
disponibilidade e capacidade de métodos analiticos para controle da contaminacéo,
legislacdo de paises parceiros comerciais e disponibilidade de alimento (Mili¢evi¢ et al.,
2010). Ja em 2002, 89 nacgdes detinham legislacao especifica para limitar o nivel maximo de
micotoxinas permitido em alimentos(Lerda, 2011). O Brasil conta com a Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 7, de 18 de fevereiro de 2011 (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, 2011), da ANVISA, que determina o Limite Maximo Toleravel (LMT) para
micotoxinas em funcéo das classes de alimentos.

Para o controle da contaminacdo de alimentos por micotoxinas, sdo desenvolvidos uma
série de métodos de ensaio. Os métodos oficiais recomendados pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) para andlise de micotoxinas aplicam Cromatografia Liquida
de Alta Performance, do inglés High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
Cromatografia em Camada Delgada, do inglés Thin Layer Chromatography (TLC), Ensaio
de Imunossorventes Ligado a Enzimas, do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) e para a etapa de purificacdo a Extracdo em Fase Sdlida, do inglés Solid Phase
Extraction (SPE) e Coluna de Imunoafinidade, do inglés Immuno-affinity Columns (IAC).
Porém, estes métodos apresentam limitagbes importantes como a restricdo de escopo,
elevado custo operacional e tempo de analise. Atualmente o desenvolvimento de

metodologias analiticas tendem a aplicar Cromatogréafica Liquida de Ultra Alta Performance
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Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial, do inglés Ultra Performance Liquid
Chromatography - tandem Mass Spectrometer (UHPLC-MS/MS) e aplicacdo de preparo de
amostras fundamentada na metodologia dilute and shoot, QUEChERS e SPE, metodologias
capazes de oferecer uma frequéncia analitica mais elevada e bom desempenho a um custo de
analise reduzido. Porém, fatores complicadores do ensaio, como elevado efeito de matriz
para determinadas matrizes, fazem necessaria a aplicacdo de técnicas de analise e extracao
mais laboriosas.

O desenvolvimento e aplicacdo de novos materiais em dispositivos de SPE ou em
procedimento de Extracdo em Fase Solida Dispersiva, do inglés Dispersive Solid Phase
Extraction (dSPE) tem ganhado espaco com o objetivo de extracdo, limpeza e concentragdo
dos analitos (Tittlemier et al.,, 2019). Para tal, tem sido empregados materiais nano
estruturados de carbono (Dong et al., 2016)(Es’haghi et al., 2014)(Zhang et al., 2018)(Han
et al.,, 2017)(Jiang et al.,, 2017); (Molinero-Fernandez et al., 2018)(Moreno et al.,
2016)(Riberi et al., 2018)(Socas-Rodriguez et al., 2016)(Yu et al., 2018) ou nanoparticulas

de ouro (Di Nardo et al., 2017)(Di Nardo et al., 2017)(Hossain and Maragos, 2018).
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Figura 1: Estrutura das principais micotoxinas
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1.2. Espectrometria de massas

Nos ultimos tempos, a espectrometria de massas tem despontado entre as principais
técnicas analiticas. O desenvolvimento da técnica tem ajudado varios campos da ciéncia,
trazendo solucdes para areas da quimica analitica, como na investigacdo de problemas
relacionados a seguranca alimentar, forense ou identificacdo de produtos naturais ou
sintetizado; como também se mostrando uma ferramenta valiosa para investigacdes no
campo da bioquimica e da medicina, como metabolémica, lipidémica, proteébmica, dentre
outros inimeros campos que se valem da técnica(Hoffmann, 2007).

A espectrometria de massas se fundamenta na distincao de espécies quimica em funcéo
da diferenca entre suas razGes massa/carga. Para isso, convencionalmente, os componentes
de interesse da amostra sdo convertidos em espécies quimica carregadas positiva ou
negativamente, disponibilizadas na fase gasosa, aceleradas e submetidas a um campo
eletromagnético, gerando sobre as espécies quimicas carregadas uma forca dependente de
suas cargas, que se aceleraram diferencialmente em virtude de suas massas. Desta forma,
podem ser separadas em funcdo de sua relacdo massa/carga e detectadas de forma
independente (Skoog, 2005). A evolucgdo da instrumentacdo aplicada para tal procedimento
tem avancado de forma impressionante (Hoffmann, 2007), partindo dos rusticos
equipamentos aplicados por J.J. Thomson para descoberta do elétron e determinacdo de sua
relacdo massa/carga, em 1897, o que lhe rendeu o Prémio Nobel em 1906, e o aplicado por
ele 1910 para a separagdo dos isotopos 20Ne e 22Ne, até os modernos instrumentos e
altissima resolucdo empregados atualmente.

De forma geral, 0 espectrdmetro de massas apresenta a seguinte configuragdo: um
sistema de injecdo de amostras, como um cromatografo, uma seringa de injecdo direta ou

outro dispositivo com finalidade similar; uma fonte de ionizacdo responsavel por produzir
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ions a partir dos analitos e disponibiliza-los na fase gasosa; um ou um arranjo de analisadores
de massas capazes de separar 0s ions em funcéo de sua relagdo massa/carga; e por fim, um
detector para estimar a quantidade de ions que foram separados pelos analisadores.

Algo importante e presente na arquitetura de qualquer espectrdmetro de massas é a
operacdo de regides em alto vacuo. O caminho percorrido pelos ions, desde sua entrada no
espectrometro de massas até o detector deve ser mantido em alto vacuo, uma vez que devesse
evitar a colisdo dos analitos ionizados com moléculas do ar para que suas trajetérias ndo
sejam influenciadas ou que reac6es indesejadas entre os analitos e moléculas espurias ndo
ocorram, desconfigurando a relacdo massa/carga esperada para cada composto.

As fontes de ionizacgdo sdo dispositivos destinados a disponibilizar os analitos na forma
ionizada e em fase gasosa, adequados para serem analisados no espectrdmetro de massas.
Foram desenvolvidas inumeras fontes de ionizacdo, operando sob diversas tecnologias, que
diferem muito na quantidade de energia que transferem aos analitos e nos tipos de analitos e
amostras em que sao capazes de operar. A energia que é conferida ao analito é um parametro
importante durante a ionizacdo, uma vez que, ao se transferir muita energia ao analitos pode-
se causar intensa fragmentacdo do composto tornando mais complexa a interpretacdo do
espectro de massa, enquanto ao se fornecer baixa energia, tem-se quase que exclusivamente
a formacdo do ion da espécie molecular na fonte de ionizacdo. Quanto a condi¢do da amostra,
as fontes de ionizacdo distintas podem operar amostras nas fases gasosa, liquida ou sélida.
As fontes de ionizacdo produzem ou disponibilizam ions na fase gasosa, principalmente pela
ionizacdo de moléculas através da ejecdo de eletros, captura de elétrons, protonagéo,
desprotonacdo, formacdo de adutos ou ainda pela transferéncia de carga entre espécies
(Hoffmann, 2007). Dentre as fontes de ionizacdo para espectrometria de massas, ha aquelas

gue operam a pressao baixa pressdo e as que podem trabalhar a presséo ambiente.
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A utilizacdo de fontes de ionizacdo a pressdo ambiente, do inglés Ambient Pressure
lonization (API) se deu em 1958 por Knewstubb e Sugden (Knestubb and Sugden, 1958),
cujos trabalhos resultaram na primeira fonte a pressdo ambiente produzida comercialmente,
produzida pela empresa Franklin GNO Corp. Apos diversas modificacbes na fonte de
ionizacdo, dentre as quais a insercdo do dispositivo que permitiu a realizacdo de descargas
corona, a fonte foi capaz de ser acoplada ao sistema de cromatografia liquida pela empresa
Sciex, sendo muito Gtil a comunidade cientifica e iniciando sua aplicacdo pela industria
farmacéutica. Na década de 1980, os pesquisadores Yamashita e Fenn desenvolveram a fonte
do tipo Eletrospray lonization (ESI) o que rendeu ao ultimo o Prémio Nobel de Quimica em
2002, permitido uma nova perspectiva de acoplamento entre espectrometria de massas e
cromatografia liquida, tornando viavel a ionizacdo de moléculas de elevada massa molecular,

como proteinas, elevando a espectrometria de massas a uma das técnicas analiticas principais.

1.3. Cromatografia Liquida de Ultra Alta Performance

A cromatografia liquida é uma técnica de separacdo onde a amostra é separada pela
distribuicdo de seus constituintes entre duas fases. Os mecanismos principais pelos quais esta
separacdo pode ser obtida sdo a particao e adsorcdo. A técnica faz uso de duas fases distintas,
a fase movel, liquida, e a fase estacionaria, sélida, que é encapotada em colunas analiticas.

O desenvolvimento da tecnologia UHPLC é o avanco recente mais importante na técnica
de separacdo por cromatografia liquida. Os sistemas que operam esta tecnologia trabalham
com fase movel a altas pressdes, associado a colunas cromatografica com particulas de
tamanho reduzido, inferiores a 2 um, e conseguem atingir uma performance de separacao

superior a aqueles possiveis com tecnologias anteriores(Dong, 2019).

14



Os avancos recentes na técnica de cromatografia liquida tem colaborado para a sua
consolidacdo como uma das principais técnicas analiticas no controle de seguranca e
qualidade de alimentos. Tornando mais simples e eficiente a determinacao dos mais diversos

contaminantes(Quinton and Kennedy, 2001).

1.4. Dispersive Solid Phase Extraction

A Dispersive Solid Phase Extraction (ASPE) é uma técnica de separacdo que faz uso de
um material solido para adsorver seletivamente analitos de interesse presentes na solucdo da
amostra. Inicialmente, o material adsorvente € adicionado a solucdo contendo os analitos,
que sdo adsorvidos em sua superficie. Os interferentes ndo adsorvidos sdo removidos e,
entdo, os analitos sdo dessorvidos da superficie do adsorvente e disponibilizados para anélise.

Geralmente, os materiais utilizados como adsorvente sdo similares a aqueles que séo
empregados como fase estacionaria em cromatografia liquida em fase reversa, usualmente
silica ou polimeros (Islas et al., 2017). A modificacdo e otimizacao destes materiais favorece
a obtencdo de um metodo de melhor performance ao conferir maior seletividade,
maximizacdo da retencdo do analito e a minimizacdo da manutencdo de interferentes.
Portanto, a utilizacdo de material adsorvente adequado é fundamental para se obter um

procedimento de tratamento de amostras adequado.
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2. OBJETIVOS

Pretende-se desenvolver e validar metodologias analiticas para determinacdo de
micotoxinas em alimentos por meio de técnicas fundamentadas em espectrometria de massas.
Sera avaliada a viabilidade de utilizacdo de instrumentacdo dotada de analisadores de baixa
resolucdo, a aplicacao de fontes de ionizacéo a pressdo ambiente e a utilizacao de técnicas de
separacao hifenadas, com o uso de cromatografia liquida.

Serdo avaliadas a viabilidade da aplicacéo de técnicas de extragdo, preparo de amostras
e clean-up diversificadas, tais como dilute and shoot, extracdo liquido-liquido com particéo
em baixa temperatura, do inglés Liquid-Liquid Extraction With Low Temperature
Partitioning (LLE-LTP) ou na implementacdo de adsorventes nanoestruturados na extracao
em fase sélida dispersiva (dSPE).

Os dados analiticos de validacdo serdo empregados na estimativa da incerteza de
medicdo por meio de dois procedimentos antag6nicos, Bottom-up e Top-down, na direcdo de
se identificar diferencas entre os resultados obtidos por meio das duas abordagens e avaliar
a pertinéncia de adoc¢édo de cada uma delas.

Desta forma, pretende-se:

Estudar o comportamento de diferentes condicdes de extracdo tipo dilute and shoot e
sua capacidade de extracdo de analitos de grande diversidade fisico-quimica em amostras
complexas.

Avaliar o desempenho de diferentes materiais nanomeétricos, sobretudo nanotubos de
carbono e grafeno, oxidados, funcionalizados ou quimicamente modificados, como
adsorventes em procedimentos de extracao.

Avaliar as diferencas observadas ao se adotar um tratamento de dados por meio da

metodologia de estimagéo de incertezas Botton-up e Top-down.
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Desenvolver metodologias analiticas de alta performance e robustez, compativeis com

rotinas analiticas.
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3. DETERMINACAO DE MICOTOXINAS EM BEBIDA VEGETAL
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Resumo

A extracdo das micotoxinas, aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, citreoviridina, fumonisinas
B1 e B2, ocratoxina A e zearalenona, foi otimizada por QUEChERS seguida por UHPLC-
MS/MS. A condicdo 6tima consistiu na extracdo de 2 mL de bebida vegetal com 2 mL de
solucdo de acetonitrila acidificada com 2% v/v de &cido acético, seguida da adicdo de 0,5 ¢
de sulfato de magnésio anidro e 0,4 g de cloreto de sodio. O procedimento QUEChERS foi
validado pela primeira vez para a bebida vegetal de amendoim e, em seguida, estendido para
bebidas a base de aveia, arroz, castanha de caju, milho, soja e coco. O método forneceu
limites de quantificacdo entre 0,023 pg L™ para a aflatoxina B1 e 2,166 pg L* para a
fumonisina B1; recuperacges entre 70,5% para fumonisina B2 e 109,5% para ocratoxina A,
desvio padrdo relativo entre 4,0% para a aflatoxina G2 e 19,7% para a aflatoxina B2. As
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e ocratoxina A foram quantificadas nas bebidas vegetais

analisadas acima dos limites de quantificacéo.

Palavras-chave: micotoxinas; bebidas vegetais; QUEChERS; UHPLC -MS/MS.
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Abstract

The extraction of the mycotoxins, aflatoxins B1l, B2, G1 and G2, citreoviridin,
fumonisins B1 and B2, ochratoxin A and zearalenone, was optimized by QUEChERS
followed by UHPLC-MS/MS. The optimum condition consisted in the extraction of 2 mL of
vegetable milk with 2 mL acetonitrile solution acidified with 2% v/v of acetic acid, followed
by addition of 0.5 g of anhydrous magnesium sulfate and 0.4 g of sodium chloride.
QUEChERS procedure was first validated for groundnut milk and, next, extended to oat, rice,
cashew nut, corn, soy and coconut milks. The method provided quantification limits between
0.023 pg L for aflatoxin B1 and 2.166 pg L™ for fumonisin B1; recoveries between 70.5%
for fumonisin B2 and 109.5% for ochratoxin A, relative standard deviations between 4.0%
for aflatoxin G2 and 19.7% for aflatoxin B2. Aflatoxins B1, B2, G1 and G2 and ochratoxin

A were quantified in the analyzed vegetable milks above the quantification limits.

Keywords: mycotoxins; vegetable milks; QUEChERS; UHPLC-MS/MS.
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Introducéo

A constante evolucdo da industria de alimentos tem resultado no desenvolvimento de
novos alimentos, com destaque para as bebidas vegetais. Essas bebidas sdo produzidas a
partir de uma ampla variedade de vegetais, como amendoim, arroz, aveia, nozes, coco, soja,
entre outros. As bebidas vegetais sdo isentas de lactose, proteina do leite de vaca e colesterol,
apresentando alto indice de fibras e baixo indice glicémico. Desta forma, as bebidas vegetais
apresentam-se como uma excelente alternativa nutricional para pessoas intolerantes,
alérgicas, veganas ou que procuram alimentos mais saudaveis. No entanto, devido a sua
origem vegetal, essas bebidas podem ser contaminadas por micotoxinas (Chiralt, 2014).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios de origem fungica, que podem ser
altamente tdxicos se ingeridos, inalados ou absorvidos pela pele. Os fungos micotoxigénicos,
como Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Fusarium e Penicillium, sdo capazes de
produzir diferentes micotoxinas em uma variedade de alimentos. Esses fungos
micotoxigénicos também podem co-ocorrer em alimentos, causando contaminagdo por
maultiplas micotoxinas (Kovalsky et al., 2016).

Os limites méaximos tolerados (LMT) de micotoxinas em diferentes matrizes ja foram
estabelecidos por meio de regulamentos, como o Regulamento da Comissado 1881/2006/CE
(Reg. n°1881/2006, 2006) e a RDC N° 7 de 18 de fevereiro de 2011 da Agéncia Nacional.
Vigilancia Sanitaria (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2011). No entanto, o LMT
ainda néo foi determinado para bebidas vegetais. Esse fato pode ser explicado, em parte, pela
escassez de métodos analiticos capazes de determinar micotoxinas nessas matrizes e pela
falta de dados que mostrem as principais micotoxinas recorrentes e 0s niveis de

contaminagéo.
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3.1. Parte experimental

Padrdes e reagentes

Acetonitrila, metanol e acido acético glacial, todos de grau HPLC, foram adquiridos da
Merck (Darmstadt, Alemanha), acido férmico da Exodo (Sumaré, Brasil) e formiato de
amonio da Riedel-de Haén (Wunstorf, Alemanha). Sulfato de magnésio anidro e clorato de
sodio foram fornecidos pela Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA) e Nuclear (Diadema, Brasil),
respectivamente. Agua ultrapura obtida por um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA).

Os padrGes de aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFGl) e G2 (AFG2),
citreoviridina (CTV) e ocratoxina A (OTA) foram adquiridos a Biopure (Getzersdorf,
Austria), fumonisinas B1 e B2 (FB1 e FB2) e zearalenona (ZON) foram fornecidos pela
Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA).

Solugdes estoque foram preparadas em acetonitrila a 10 mg L para aflatoxinas, 8 mg
Lt para CVT, 50 mg L para OTA e 40 mg L™ para ZON. Para as fumonisinas, a solugéo
estoque foi preparada em acetonitrila/agua (1: 1 v/v) a 50 mg L para o FB1 e 25 para o FB2
mg L. A primeira solugdo de trabalho foi preparada em acetonitrila a partir da dilui¢do de
solucBes estoque a 0,05 mg L para AFB1 e AFB2, 0,1 mg L para AFG1, AFG2 e OTA,
0,3mg L para CTV e 5mg L para ZON. O segundo foi preparado em acetonitrila/agua (1:
1 v/v) a partir da diluicdo da solucdo estoque em 5 e 2,5 mg L™ para FB1 e FB2,
respectivamente. Todas as solucdes foram mantidas em frascos de vidro ambar sob

refrigeragdo a -20 ° C.

Sistema UHPLC-MS/MS
As analises cromatograficas foram realizadas em um sistema da série LC Agilent 1290

Infinity (Santa Clara, EUA) acoplado a um espectrometro de massas QTRAP 6500 da Sciex
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(Toronto, Canada) com uma fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI) operando em modo
positivo. Os softwares Analyst versdo 1.6.3 e MultiQuant versdo 3.0.2 (Sciex) foram
utilizados para aquisicéo e processamento de dados. A separacdo cromatografica foi realizada
em uma coluna C18 Hypersil GOLD (50 x 2,1 mm, tamanho de particula de 1,9 um) da
Thermo Scientific (Waltham, EUA) usando uma pré-coluna Acquity UHPLC BEH C18 (2,1
x 5 mm) da Waters (Milford, EUA), operando a temperatura de 30 °C e um volume de injecéo
de 5 uL. Utilizou-se um gradiente de eluicdo com solvente A (solucdo tampao: 0,1% v/v de
acido formico e 5 mmol L de formato de amonio) e solvente B (metanol acidificado com
0,1% v/v de ido férmico) como se segue: de 0 a 1 min a percentagem de solvente B foi
mantida a 5%; de 1 a 5 min aumentou linearmente para 100% do solvente B e foi mantido
constante até 5,75 min; de 5,75 a 6 min diminuiu linearmente para 5%, o que foi mantido até
7 min. A taxa de fluxo da fase mdvel foi de 350 uL min. Os parametros da fonte foram: lon
Spray Voltage em 4500 V, temperatura a 550 °C, gas nebulizador (Gés 1) a 45 PSI, gés de
dessolvatacdo (Gas 2) a 45 PSI e gas de cortina a 40 PSI. Foram adquiridas duas transicdes
para cada um dos analitos, usando Multiple Reaction Monitoring no modo positivo (Tabela

1).

Tabela 1: Configuracdo ajustada para aquisicdo de dados por MRM na deteccdo de
micotoxinas em bebidas vegetais

Analito Ql(m/z)  Q3(m/z) Rt DP EP CE CXP
AFBL 312.8 285.1 2.8 122 10 32 15
312.8 241.0 2.8 122 10 50 15
315.0 258.9 2.6 30 10 40 15
AFB2 315.0 287.0 2.6 30 10 35 25
328.8 199.9 2.5 70 10 54 15
AFGL 328.8 2429 2.5 70 10 37 15
AFG2 331.0 189.0 2.4 115 10 55 15
331.0 245.2 2.4 115 10 41 15
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722.2 334.3 3.6 151 10 55 14

FBl 722.2 352.2 3.6 151 10 49 16
FB2 706.2 336.2 4.2 126 10 49 14
706.2 318.2 4.2 126 10 51 14
OTA 404.0 239.0 4.0 60 10 33 14
404.0 102.0 4.0 60 10 101 16
CTV 403.0 138.8 4.0 131 10 29 18
403.0 315.0 4.0 131 10 10 16
319.1 283.0 3.9 6 10 15 16
ZON
319.1 185.1 3.9 6 10 31 14

Sublinhando as transi¢des usadas para fins de quantificacdo. Q1 e Q3: quadrupolos 1 e
3, respectivamente; t.: tempo de retencdo; DP: declustering potential; EP: entrance potential,

CE: collision energy; CXP: collision exit potential.

Amostras

Amostras de bebidas vegetais a base de aveia, amendoim, arroz, castanha de caju, milho,
soja e coco foram compradas em supermercados de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
As amostras, apos abertura das embalagens originais, foram mantidas sob refrigeracéo (-8 +

2 ° C) até o momento da analise.

Método analitico desenvolvido

Transfere-se de 2 mL da amostra de bebida vegetal para um tubo Falcon com capacidade
para 15 mL, adiciona-se 2 mL de acetonitrila acidificada a 2% v/v de acido acético, segue
agitacdo manual e posterior adigdo 0,5 g de sulfato de magnésio, e em seguida adi¢édo de 0,4
g de cloreto de sddio. A mistura € entdo agitada em vortex por 1 min. Segue centrifugacéo a
4000 rpm por 10 min e recolhimento da fase superior do sobrenadante e injecao no sistema

UHPLC-MS/MS.
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Otimizacao do método QUEChERS

O procedimento QUEChERS foi otimizado por meio de um planejamento fatorial 2*
avaliando os seguintes fatores: volume de acetonitrila, acidificacao da acetonitrila com &cido
acetico, massa de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sédio utilizado para particdo de
fases (Tabela 2).

Para todos os experimentos, 2 mL de bebida de amendoim foram fortificados com
padrdes de micotoxinas e agitados em vortice por 1 min. Um volume de fase de extracédo foi
adicionado as amostras e a mistura foi submetida a vortice por 1 min. Adicionou-se uma
quantidade de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sddio a mistura, a qual foi entdo agitada
em vortex durante 1 min e centrifugada a 4000 rpm durante 5 min (Tabela 2). Finalmente,
uma aliquota da fase organica foi transferida para um vial e injetada no UHPLC-MS/MS.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

A condicdo otimizada consistiu na extracdo de 2 mL de bebida de amendoim com 2 mL
de acetonitrila acidificada com 2% v/v de acido acético, seguida da adi¢do de 0,5 g de sulfato

de magnésio anidro e 0,4 g de cloreto de sddio para particdo de fases

Tabela 2: Matriz de planejamento fatorial 2* e respostas para otimizacdo do método
QUEChERS

Ensaio Fator Area Normalizada (%)
| I 1 Iv |AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 CTV FB1 FB2 OTA ZON Media
1 1 -1 1 1 52 53 51 52 41 0 0 7 41 33
2 1 -1 -1 -1/( 50 47 46 48 48 0 0 11 45 33
3 -1 1 -1 -1| 80 78 74 78 86 100 100 95 97 88
4 -1 -1 1 -1 98 96 98 98 96 0 0 10 94 66
5 101 -1 -1 91 89 91 88 82 0 0 14 86 60
6 -1 -1 1 1| 100 100 100 100 93 0 0 9 91 66
7 1 -1 -1 1 52 49 49 48 47 0 1 6 43 33
8 11 -1 1 87 83 81 84 80 90 100 100 100 90
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9 1 1 -1 1 48 44 42 46 45 62 58 52 44

10 -1 -1 -1 1 98 98 97 98 100 O 1 7 92
11 1 1 -1 -1] 52 50 48 50 47 73 62 55 55
12 -1 01 1 86 82 79 82 86 73 84 45 091

1
13 1 -1 1 -1] 51 50 49 49 51 0 1 8 44
14 1 1 1 -1 46 42 44 46 43 43 46 44 45
15 -1 1 1 -1| 80 76 73 79 83 59 72 8 87
16 1 1 1 1 48 45 44 46 42 52 54 48 47

49
66
55
79
34
44
77
47

Fator I: Volume de acetonitrila: (-1) 2 e (+1) 4 mL;

Fator 11: Acidificagdo: (-1) 0 e (+1) 2% v/v de &cido acético;

Fator I11: Massa de sulfato de magneésio anidro: (-1) 0,5 e (+1) 1 g;

Fator 1V: Massa de cloreto de sédio: (-1) 0,2 e (+1) 0,4 g;

Area normalizada é a raz&o percentual entre a area do analito em cada experimento e a

area mais alta do analito.

Validagdo

Para avaliar a linearidade, amostras de bebida vegetal de amendoim com e sem adi¢éo
de padrdes de micotoxina foram extraidas e combinadas para preparar curvas de calibracéo
matrizadas (Tabela 3). A regressdo da curva foi realizada pelo método dos minimos
quadrados ponderados, usando o inverso de varidncia como um fator de ponderagdo. A
qualidade do ajuste linear foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo (R2) e pelo teste t
(Abastecimento, 2011)(Magnusson and Ornemark, 2014). A recuperagao e a precisdo foram
estimadas pela fortificacdo de amostras de bebida vegetal de amendoim com padrdes de
micotoxinas em trés niveis de concentracdo distintos, e posteriormente extraidas. As
concentracdes de micotoxinas foram estimadas, as recuperagcdes e 0s desvios padrbes
relativos (DPR) foram calculados. As concentragdes teoricas nos trés niveis foram: 1, 2 e 3

ug L para AFB1 e AFB2; 2, 4 e 6 ug L para AFG1 e AFG2; 200, 300 e 400 pg L™ para o
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FB1; 100, 150 e 200 pg L para o FB2; 8, 11 e 14 pg L para OTA; 100, 200 e 300 pg L
para ZON; 9, 18 e 27 pg L para CTV. Cada nivel foi avaliado em quintuplicado por trés
dias.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estimados a partir de
procedimentos adaptados do Guia Eurachem (Magnusson and Ornemark, 2014). Para a
estimativa do Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo foram estimados pela divisao
do desvio padrédo da concentracao, em um nivel mais baixo da cura de calibracdo, pelo desvio
padréo do intercepto da curva de calibragdo So, aplicando o fator multiplicador de 3 e 10
respectivamente.

A incerteza de medicdo foi estimada pela abordagem Bottom-up de acordo com a
Avaliacdo de dados de medicdo - Guia para a expressdo de incerteza na medicdo (Joint
Committee For Guides In Metrology, 2008). As principais fontes de incerteza foram
definidas a partir das resultantes da curva de calibracdo, da medi¢do do volume da solucao
de extracdo e da amostra, bem como dos fatores de correcdo para recuperacdo e precisao

interna. A equacdo do mensurando foi definida como:

Equacéo 1

_ g % 1
C= b W R+F;9

Onde: C é a concentracdo de micotoxina na amostra (ug L™); A ¢é a area do pico
cromatografico; a € o intercepto da curva de calibracdo; b é a inclinacdo da curva de
calibracédo; Vo é o volume acidificado de acetonitrila (mL); V1 € o volume da amostra (mL);

R e o percentual de recuperacdo; Fp é o fator de correcdo para a precisao interna.
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A incerteza padrdo combinada (uc) foi obtida pela estimativa do coeficiente de

sensibilidade, onde cov (a, b) € a correlacao entre a e b:

Equacéo 2

W2 = (uy)? (Z_z:)Z + (u,)? (6%)2 + (u,)? (%y + (uvo)2 <&)2

du, ou,, duy,

2 2
du ou\* 2 0u ou ou
+ (uV )2 — +(uR)2 (—C> +(uF ) — + 2cov(a, b) ( C) (—C>
o\ ouy, duy P/ \Oug, ou,/ \ou,

As incertezas de medicdo foram calculadas usando dados no nivel de concentragcdo mais

baixo de cada curva de calibracao.

Extenséo do escopo

O escopo do método foi estendido para bebidas vegetais de aveia, arroz, castanha de
caju, milho, soja e coco. Para cada amostra, curvas de calibracdo matrizadas foram
preparadas pela mistura dos extratos obtidos de amostras com e sem adi¢cdo de padrdes de
micotoxinas, em sete niveis de concentracdo distintos. As concentra¢fes de micotoxinas
nestas amostras foram determinadas pelo método de adicdo padrdo. Para estimar a
recuperacdo e a repetibilidade, 2 mL das bebidas vegetais foram contaminados com padrdes
nas seguintes concentragoes: 1,5 pg L™ para AFB1 e AFB2; 3 ug L™ para AFG1 e AFG2;
250 pg L para FB1; 125 pg L™ para FB2; 9 pug L™ para OTA; 150 pg L™ para ZON e ug L

! para 15 CTV, extraidos e quantificados pelo método validado.
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3.2. Resultados e discussao

Otimizacao do método QUEChERS

Um planejamento fatorial 2* (Tabela 2) foi utilizado para otimizar o procedimento
QUEChERS para a extracdo de micotoxinas a partir da bebida vegetal de amendoim. A
melhor condicdo de extracdo foi selecionada pela avaliacdo da area normalizada, ou seja,
razao percentual entre a rea do analito em cada experimento e a area mais alta desse analito.
Como pode ser observado na Tabela 2, a acidificacdo foi indispensavel para a extracdo da
fumonisina, e as condi¢bes dos experimentos 3 e 8 favoreceram a extracdo simultanea de
todas as micotoxinas. No entanto, o experimento 8 foi mais favoravel para a extracdo de
aflatoxina e esses analitos apresentaram menor LMT. As médias das areas normalizadas de
todas as micotoxinas foram tratadas estatisticamente pelo Software Design Expert. A funcao
de desejabilidade indicou que a extracdo com 2 mL de acetonitrila acidificada com 2% v/v
de acido acético e parti¢do de fases com 0,5 g de sulfato de magnésio anidro e 0,4 g de cloreto
de sddio foi a melhor condicdo (Figura 2) e, portanto, selecionada. Comparando o presente
método com o descrito por Mir6-Abella et al. e Hamed et al. (Lahouar et al., 2017) (Mir6-
Abella et al., 2017), observou-se que menor quantidade de amostras, solventes e sais foram
necessarios, bem como a auséncia das etapas de evaporacao e filtracdo da extracdo. Quanto
aos analitos ndo comuns, Miro-Abella et al. apresentaram toxinas desoxinivalenol, T2 e HT2,
enguanto, neste trabalho, FB1, FB2 e CTV foram analisados; Hamed et al. estudaram as
toxinas HT2 e T2, desoxinivalenol e fusarenon-X, enquanto, no presente método, AFB1,
AFB2, AFG1, AFG2, OTA e CTV foram determinados. Quanto aos tipos de bebidas vegetais
analisadas, o presente trabalho inseriu pela primeira vez produtos a base de amendoim,
castanha de caju, milho e coco, entretanto, a bebida vegetal produzida a partir de semente de

aveia ndo foi analisada.
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Figura 2: Resultados para otimizagdo da extracdo de micotoxinas em bebida vegetal

Validacado

Os resultados estatisticos para linearidade (Tabela 3) mostraram que as curvas ajustadas
pelo método dos minimos quadrados ponderados apresentaram linearidade adequada para
todos os analitos apresentando R2>0,9997 e tr maior que o critico-t (19; 0,05 (Abastecimento,

2011).
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Tabela 3 Preparacdo das curvas de calibracdo matrizadas e resultados estatisticos para
avaliagdo da linearidade

Nivel eX?a:g;?)e(ﬂi) Concentracéo (ug L?)

Fortificado Branco| AFB1 AFB2 AFGl1 AFG2 FB1 FB2 OTA ZON CTV
1 20 980 0.17 0.17 0.34 0.34 25.0 12.5 1.25 16.9 15
2 30 970 0.34 0.34 0.67 0.67 50.0 25.0 2.50 33.3 2.9
3 50 950 0.64 0.64 1.25 1.25 100.0 50.0 5.00 62.4 55
4 100 900 1.28 1.28 2.50 2.50 150.0 75.0 7.50 124.8 11.0
5 200 800 3.19 3.19 6.25 6.25 250.0 1250 1250 311.9 27.5
6 500 500 6.38 6.38 1250 1250 500.0 250.0 25.00 623.8 55.0
7 1000 0 1275 1275 2500 25.00 1000.0 500.0 50.00 12475 110.0
8 Inclinagéo 163834 115011 90415 66279 554 2643 109140 4244 6132
E Sinclinagéo 476 232 759 227 9 19 1164 67 59
% Intercepto 372 -4711  -4650  -4807 -13203 -31914 -24801 -4761 -1801
= sintercepto 256 252 573 211 258 394 2037 3195 483
(% R2 0.9998 0.9997 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
s *tr 327 242 545 517 493 463 158 478 465

" t-critico 0.05:19=2.09

A recuperacdo foi avaliada em trés niveis de concentragdo durante trés dias. As
recuperacdes médias globais em cada nivel (Tabela 4) para cada analito encontravam-se
dentro do intervalo de aceitabilidade recomendado pelo Regulamento (CE) n.° 401/2006 da
Comissdo Europeia, que é de 70-110% a estes niveis de concentracdo (European
Commission, 2006).

A precisdo foi avaliada em trés niveis de concentracdo intra-dia (repetibilidade) e inter-
dia (precisdo intermediaria). Os valores de RSD (Tabela 4) foram inferiores a 20% e
cumpriram os critérios de aceitabilidade do Regulamento (CE) N° 401/2006 (European
Commission, 2006).

Considerando que o LMT estabelecido pelo Regulamento (CE) n.° 1881/2006 da
Comissio Europeia para o amendoim foi de 8 pug kg™ para AFB1 e 15 ug kg™ para a soma

de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, e que uma diluigdo de 5 vezes foi utilizada durante a
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preparacdo da bebida, o LOD e LOQ do método (Tabela 4) foram capazes de identificar e

quantificar essas micotoxinas na bebida vegetal de amendoim.

As incertezas padrdo combinadas, para o menor nivel de concentracdo de cada curva de

calibracdo, foram menores que a incerteza padrdo maxima. Por conseguinte, o critério de

aceitabilidade do Regulamento (CE) n.° 401/2006 foi cumprido (Tabela 4) (European

Commission, 2006).

Tabela 4: Resultados para recuperacao, precisdo intermediaria, LOD, LOQ, uc e Umax

Analito

Recuperacdo média (%)

RSD (%)

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

AFB1
AFB2
AFG1
AFG2
FB1
FB2
OTA
ZON
CTVv

85.0
93.0
98.9
96.6
75.5
70.5
72.0
107.1
97.2

80.1
86.4
91.0
89.2
76.5
96.2
97.9
99.6
89.5

77.6
86.1
88.5
86.4
95.5
955
109.5
95.4
82.0

9.2
4.8
5.5
4.1
16.8
11.9
5.1
6.4
7.3

10.2
6.8
7.8
5.5

11.8

10.8
6.7
9.2
8.1

9.2
19.7
6.2
4.0
15.2
9.4
8.5
7.7
8.2

LOD LOQ uc Umax
(ML) (ugL?h) (MgL™) (ugL™)
0.007 0.023 0.7 0.15
0.007 0024  0.02 0.08
0.017 0057  0.02 0.08
0.009 0031  0.02 0.08
0650 2.166 12.61 1353
0332 1105 891 1352
0031 0104 0.9 0.75
2428 8.093 0.8 1.93
0392 1.305  0.02 1.51

Extensdo do escopo

O método otimizado teve seu escopo ampliado para bebidas vegetais produzidas a partir

de aveia, arroz, castanha de caju, milho, soja e coco. As contaminacdes observadas na

amostra sdo mostradas na Tabela 5. Como pode ser observado (Tabela 5), a contaminacéo

das amostras com aflatoxinas e OTA foi bastante frequente. Tendo em vista a toxicidade

dessas micotoxinas e a frequente contaminacao, o estabelecimento de LMT pelas agéncias

reguladoras e 0 monitoramento dessas substancias em bebidas vegetais sdo importantes.
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Tabela 5: Resultados da ocorréncia de contaminagdo em sete bebidas vegetais analisadas

Analito AFB1 ZON FB1 AFG2 OTA
Cactat 154 | ™ 0.650 5 0.980
astanha stoo 10000 s
de caju D 95% D 91% D 83%
T?r:a.nin * 7% 8 Tim::.omin * 17% T?"D\E.Nin “ 3%
210 0.034
Coco - i 80%
Del - 3-0 3%
sl s 110 | e 0.175 B 0.128
Milho | = A 81% | = L 82% . A 96%
B 1% TEww 7% T 18%
1000 1287 1.19
Aveia B 95%
v {1.D . 45 2%
o -- 0.619
Arroz | 104%
v T:}.D . 35 11%
ol [F* 0.320 w 0.116
Soja w0 A 85% =1 ) 76%
’ N 5% ’ R 8%
0.089 0.055 S . 0.060 | 0.079 | o 0.25
AmendOim jzzs A 85% 500 A 92% 500 & 98% zggg 95% ‘Z‘EE & 71%
° T;D 35 13% ° B 20 7% o 1th: 20 7% Dj';— 7% ° TA.D T 2%

Os valores mostrados ao lado do cromatograma sdo concentragdes em pg L2, recuperacdes e desvios padréo relativos.



3.3. Concluséao
Um método QUEChERS foi otimizado e validado utilizando pequenas quantidades de
amostras, solventes e sais e sem etapas adicionais de limpeza e pré-concentracdo. O presente
método foi capaz de extrair e quantificar AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, FB1, FB2, OTA,CTV
e ZON em bebidas vegetais produzidas a partir de amendoim, aveia, arroz, castanha de caju,
milho, soja e coco. Amostras preparadas a partir de amendoim, castanha de caju, milho e
coco foram analisados pela primeira vez neste trabalho. Aflatoxinas e OTA foram

frequentemente quantificadas nas amostras de bebidas vegetais analisadas.
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4. DETERMINACAO DE MICOTOXINAS EM COMIDA DE BEBE
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Resumo

Uma metodologia analitica utilizando extracdo em fase solida dispersiva (dSPE) com
nanotubos de carbono de paredes multiplas, do inglés Multi-Walled Carbon Nanotubes
(MWCNT) como adsorvente para quantificar aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em amostras de
alimentos para bebés é descrita. Esta metodologia consistiu nos seguintes passos otimizados:
(a) diluicdo da amostra com um solvente apropriado; (b) adi¢cdo do material MWCNT seguido
de agitacdo e centrifugacdo; (c) eluicdo com um solvente selecionado; (d) analises por
UHPLC-MS/MS. O procedimento analitico foi totalmente validado de acordo com as
diretivas CE/657/2002 e SANCO/12571/2013. Valores aceitaveis foram obtidos para os
numeros de mérito, (recuperacgdes: 75,8 a 120,6%) e limites de quantificacdo (LOQs: 60,0 a
560,0 ng kg?), sem efeitos de matriz perceptiveis. A metodologia foi testada em amostras
reais (n = 4) com deteccdo de AFB1 em apenas uma delas. Finalmente, este procedimento
analitico tem enorme potencial para ser aplicado na analise de aflatoxinas (e outras

micotoxinas) em diferentes tipos de amostras complexas.

Palavras-chave: Aflatoxinas; nanotubo de carbono de paredes multiplas; extracdo em

fase solida dispersiva; cromatografia liquida de ultra alta performance; espectrometria de

massas sequencial.
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Abstract

An analytical methodology using dispersive solid phase extraction (dSPE) with multi-
walled carbon nanotubes (MWCNT) as adsorbent to quantify aflatoxins B1, B2, G1 and G2
in baby food samples is described. This methodology consisted of the following optimized
steps: (a) sample dilution with an appropriate solvent; (b) addition of the MWCNT material
followed by stirring and centrifugation; (c) elution with a selected solvent; (d) analyzes by
UHPLC-MS/MS. The analytical procedure was fully validated according to the EC/657/2002
and SANTE/12571/2015 directives. Acceptable values were obtained for the figures of merit,
mainly veracity (recoveries: 75.8 to 120.6 %) and quantification limits (LOQs: 60.0 to 560.0
ng kg1), with no noticeable matrix effects. The methodology was tested in real samples (n =
4) with detection of AFBL1 in just one of them. Finally, this analytical procedure has enormous
potential to be applied to analyze aflatoxins (and other mycotoxins) in distinct types of

complex samples.

Keywords: Aflatoxins; multi-walled carbon nanotube; dispersive solid phase

extraction; ultra-high performance liquid chromatography; tandem mass spectrometry
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Introducéo

Devido ao baixo peso corporal (Oueslati et al., 2018), taxas metabdlicas muito altas e
um organismo ainda em desenvolvimento (Raiola et al., 2015), as criancas sdo bastante
vulneraveis a exposicdo a contaminantes alimentares (Juan et al., 2014), principalmente
micotoxinas (Movassagh et al., 2017). Entre as micotoxinas, as aflatoxinas sdo as espécies
mais toxicas e integram o grupo 1A da lista da Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer
(IARC) (IARC, 2012). As aflatoxinas apresentam reconhecida atividade imunossupressora,
estando também associadas a ocorréncia de carcinoma hepatocelular, bem como a neoplasia
gastrointestinal e hepética. Atualmente, a aflatoxina B1 € a substancia natural com maior
potencial carcinogénico (Bennett and Klich, 2003).

A Comunidade Europeia estabelece limites maximos permitidos para as aflatoxinas em
diferentes matrizes, sendo igual a 0,1 pg kg™* de aflatoxina B1 em comida de bebé (European
Commission, 2006). No entanto, a operacdo em um nivel tdo baixo representa um desafio
para os metodos analiticos. Diversas publicacfes descreveram procedimentos que foram
testados para atender aos rigidos requisitos, como: extracdo solido liquido, do inglés Solid
Liquid Extraction (SLE) com LOQs (limites de quantificacdo) variando de 0,5 pug kg™ a 1,2
ug kg (Andrade et al., 2017) (Spanjer et al., 2008); dispersdo de matriz em fase solida, do
inglés Matrix Solid Dispersion Phase (MSDP) com LOQs superiores a 0,05 pg kg (Rubert
et al., 2012); extracdo em fase solida (SPE) com LOQs entre 0,3 e 1,0 ug kg*; dilute and
shoot com LOQs entre 0,6 e 10,0 pg kg (Malachova et al., 2014); (Martinez-Dominguez et
al., 2016a) e SPE com aplicacéo de colunas de imunoafinidade, produzindo LOQs entre 18,0
e 500,0 ng kg* (Beltran et al., 2011)(Juan et al., 2014).

A Extracdo em Fase Sdlida Dispersiva (dSPE) (Buszewski and Szultka, 2012) tem sido

empregada com sucesso na preparacdo de amostras, sendo uma alternativa & SPE. O néo uso
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de cartuchos torna 0 dSPE mais atraente do que o SPE em muitos aspectos, tais como: (a)
auséncia de dificeis estagios de empacotamento, (b) ndo dependéncia de cartuchos
previamente fabricados; (c) menor quantidade de adsorvente e eluente utilizado. O dSPE
baseia-se na exposi¢ao do material adsorvente a um extrato para a adsorcdo de analitos alvo
ou para a retencdo de espécies quimicas indesejaveis (Romero-Gonzélez et al., 2011).
Convencionalmente, silica, silica funcionalizada e polimeros sdo utilizados como
adsorventes para dSPE. Mais recentemente, nanotubos de carbono de paredes mdltiplas
(MWCNT) tem sido usado como material adsorvente em dSPE (La Barbera et al., 2017)(Han
et al., 2017)(Uclés Moreno et al., 2015)(Socas-Rodriguez et al., 2016). O MWCNT adsorve
os analitos-alvo através das seguintes interagdes: n-w, ligacdes de hidrogénio, hidrofobicas,
acido-base de Lewis e eletrostaticas(Ma and Agarwal, 2016). O desempenho dos MWCNT
depende de suas caracteristicas de superficie, das propriedades fisico-quimicas dos analitos-
alvo e das condices de extracdo, como pH e forca idnica (Ma and Agarwal, 2016).

O presente trabalho tem como objetivo utilizar o MWCNT como adsorvente para extrair
seletivamente aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) de amostras de alimentos para bebés em um
procedimento de dSPE. A analise das aflatoxinas é realizada por UHPLC-MS/MS e o
procedimento analitico € validado de acordo com as diretivas CE/657/2002 (European
Commission, 2002) e SANTE/12571/2015 (SANTE/EU, 2015).

4.1. Parte experimental
Padrdes e reagentes

Os padroes de aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e
aflatoxina G2 (AFG2) foram comprados na Biopure (Biopure, Getzersdorf, Austria) e usados
para preparar solucdes de estoque via diluicdo com acetonitrila (Merck, Darmstadt,

Alemanha). Estas solugdes foram mantidas sob refrigeracéo a -20 °C. Para a preparagédo da
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fase movel de cromatografia liquida, foram utilizados acido acético glacial de grau HPLC e
metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 4gua de grau Milli-Q (Milli-pore, Billeria, MA,
EUA). Para a otimizacdo do procedimento de dSPE, os seguintes solventes de grau HPLC
foram empregados: acetonitrila, diclorometano, cloroférmio (Tedia, Fairfield, OH, EUA), n-
propanol, acetona e acetato de etila (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, EUA), tolueno, metanol
(Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, NJ, EUA) e isooctano (Panreac, Castellar del Valles,
Espanha). O MWCNT foi fornecido pelo Laboratorio de Nanomateriais do Departamento de
Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil, com pureza superior a 95%,
didmetro médio de 17 um e comprimento maximo de 30 um. Este material foi sintetizado e
caracterizado como descrito noutro local (Ortega, Trigueiro, Santos, Denadai, Oliveira,

Teixeira, et al., 2017).

Instrumentacéo

Durante o tratamento das amostras foi utilizado um agitador de tubos (Eberbach,
Alemanha) e uma centrifuga (Thermo Scientific, Waltham, EUA). Foram utilizadas
micropipetas com capacidade de 20 a 10000 uL (Gilson, Middleton, EUA) e membranas
hidrofébicas de PTFE com diametro poroso de 0,22 um (Thermo Scientific, Waltham, EUA).
A quantificacdo foi realizada usando um sistema de cromatografia liquida da Agilent
UHPLC, modelo 1290 (Santa Clara, EUA) acoplado a um espectrémetro de massas da Sciex,
modelo QTRAP 6500 (Toronto, Canada). Os softwares (Analyst versdo 1.6.3 e MultiQuant
versdo 3.0.2), ambos fornecidos pela Sciex, foram utilizados para aquisi¢cdo e processamento

de dados.
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Amostras

As amostras que serdo tratadas neste trabalho como “comida para beb&” sao, conforme
legislacdo brasileira atual (ANVISA, 2002), designadas como “Alimentos para Lactentes e
Criangas de Primeira Infancia” e “Alimento a base de cereais para lactentes e criancas de
primeira infancia”. As amostras foram adquiridas em mercados locais da cidade de Belo
Horizonte, Estado de Minas Gerais, Brasil. As amostras branco foram armazenadas em

frascos plasticos inertes e acondicionadas em geladeira (-8 + 2 ° C) até 0 momento da analise.

Método analitico desenvolvido

Uma massa de amostra (5 g) foi pesada e transferida para um tubo falcon com
capacidade para 15 mL, seguido da adicdo de 10 mL do solvente de extracdo (18,75% v/v
acetonitrila/dgua). A mistura foi submetida a agitacdo por 90 min em mesa agitadora e
posteriormente centrifugada a 4000 rpm por 5 min. Uma aliquota de 2 mL do sobrenadante
foi coletada e transferida para um baldo volumétrico com capacidade para 25 mL e seu
volume completado com agua ultrapura. Em seguida, 5 mL desta solucdo foi transferida para
um tubo Falcon com capacidade para 15 mL contendo 20 mg de MWCNT. A suspensdo
formada foi agitada em vortex por 3 min e centrifugada a 4000 rpm durante 10 min a 10 °C.
O sobrenadante foi entdo removido e ao precipitado sdo adicionados 10 mL de
diclorometano, seguido de agitacdo em vortex durante 3 min e centrifugacdo a 4000 rpm por

10 min a 10 °C. O sobrenadante obtido foi recolhido e injetado no sistema UHPLC-MS/MS.

Otimizacéo das condi¢cdes UHPLC-MS/MS
Foram utilizadas as seguintes condi¢fes cromatograficas: coluna C18 (Zorbax RRHD,

Agilent, Santa Clara, EUA) com dimensdes de 50 mm x 2,1 mm x 1,8 um, C18 pré-coluna
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(Phenomenex, Torrance, California, EUA) a 30 °C e um volume de injecdo de 5 uL. A fase
movel consistiu em agua com 0,5% v/v de acido acético (A) e metanol com 0,5% v/v de
acido acético (B), que foi infundido a uma vaz&o de 350 pL min. O gradiente comegou com
40% de B seguido por um aumento linear na concentracdo de B até 90% de 0,0 a 5,0 min e
esta condicdo manteve-se até 5,5 min. Na sequéncia, uma diminuicgéo linear na concentracéo
de B de 5,5 para 6,0 min até 40% de B ocorreu e esta condicdo foi mantida até 7,0 min.

O espectrometro de massas foi ajustado para operar no modo positivo e no modo de
varredura de Multiple Reaction Monitoring (MRM). A voltagem aplicada na probe de
ionizacao foi de 5000 V e a temperatura da fonte foi de 500 °C. Outros parametros da fonte
foram os seguintes: Curtin gas (40 psi), collision-activated dissociation (Médium), sheath gas
1 (45 psi) e sheath gas 2 (45 psi). Parametros de fonte adicionais sao apresentados na Tabela

6.

Tabela 6: Pardmetros do espectrometro de massas utilizados na anélise de aflatoxinas em
comida de bebé.

Analito Q1 (m/2) Q3 (m/2) DP EP CE CXP
AFB 312.8 285.1 122 10 32 15
! 312.8 241.0 122 10 50 15
315.0 258.9 30 10 40 15
AFB; 315.0 287.0 30 10 35 25
328.8 199.9 70 10 54 15
ARGy 328.8 242.9 70 10 37 15
ARG 331.0 2452 115 10 41 15
2 331.0 189.0 115 10 55 15

As transicOes de quantificacdo estdo sublinhadas; Q1 e Q3: quadrupolos 1 e 3,
respectivamente; DP: declustering potential (V); EP: entrance potential (V); CE: collision

energy (V); CXP: collision exit potential (V).
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Otimizacao do procedimento dSPE

Para determinar as melhores condicdes para a adsorcao de aflatoxinas na superficie do
MWCNT, diferentes composic¢Ges da solucdo extratora foram testadas. Assim, misturas de
acetonitrila/dgua (6,25; 12,50; 18,75; 25,00 e 50,00% v/v) foram preparadas e fortificadas
em 5,0 ng mL! de cada aflatoxina. As solucdes (5 mL) foram expostas a 20 mg de MWCNT,
e as suspensoes resultantes foram submetidas a vortex durante 3 min e centrifugadas a 4000
rpm durante 10 min (3925 x g). Para verificar as melhores condi¢cfes para a dessor¢édo de
aflatoxinas, o sobrenadante foi descartado e 0o MWCNT foi isolado e tratado com 10 mL de
solventes organicos distintos (acetato de etila, acetonitrila, diclorometano, isooctano,
isopropanol, metanol ou cloroférmio). As suspensdes resultantes foram submetidas a
agitacdo por vortice durante 3 min e posteriormente centrifugadas a 4000 rpm (3925 x @)
durante 10 min. O sobrenadante foi coletado e injetado no sistema UHPLC-MS/MS a ser
analisado. Os ensaios foram realizados em duplicata, sendo as recuperacfes estimadas e
expressas em porcentagem.

Os valores 6timos para as variaveis: massa de MWCNT, acidificacdo da solucéo
extrativa (6,25% v/v de acetonitrila) e volume de diclorometano, foram determinados por
meio de um planejamento fatorial 22 (Tabela 7). Os ensaios foram realizados em triplicata

em ordem aleatoria, e as respostas foram medidas como recuperacdes.

Tabela 7: Planejamento fatorial (2°) empregado para a otimizagéo do procedimento dSPE.

Ensaio ngﬁi‘zfng) Volume de(r‘:']'Sorometa“O Acidificagio (% viv)
1 10 5 0
2 20 5 0
3 10 10 0
4 20 10 0
5 10 5 2
6 20 5 2
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7 10 10 2
8 20 10 2

A acidificacdo indica a presenca (2% v/v) ou auséncia (0% v/v) de acido aceético.

As condicdes otimizadas para o procedimento dSPE foram as seguintes: a amostra (5 g)
foi transferida para um tubo Falcon (15 mL) seguido pela adi¢do de 10 mL da solucéo de
extracdo (18,75% v/v acetonitrila/agua). A mistura foi agitada durante 90 min num agitador
de bancada e centrifugada a 4000 rpm durante 5 min. Assim, o sobrenadante (2 mL) foi
coletado e transferido para um baldo volumétrico (25 mL) e o volume completado com &gua
ultrapura. Subsequentemente, 5 mL desta solugdo foram transferidos para um tubo Falcon de
15 mL contendo 20 mg de MWCNT. A suspenséo foi submetida a vortice durante 3 min e
centrifugada a 4000 rpm (3925 x g) durante 10 min a 10 °C. O sobrenadante foi descartado
e as micotoxinas foram dessorvidas a partir do MWCNT com 10 mL de diclorometano. Ap6s
vortex durante 3 min e centrifugacdo a 4000 rpm (3925 x g) durante 5 mina 10 ° C, o

sobrenadante foi recolhido e analisado por UHPLC-MS/MS.

Validagdo

As figuras de mérito (seletividade, linearidade, recuperacdo, precisdo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, limite de decisdo, capacidade de deteccdo e incerteza de
medicdo) foram estimadas de acordo com o protocolo de validagdo especificado na
SANTE/12571/2015 (SANTE/EU, 2015) e 2002/657/CE (European Commission, 2002). As
incertezas foram calculadas seguindo as instru¢es do Guia para a Expressdo da Incerteza
em MedicGes(Joint Committee For Guides In Metrology, 2008). Os Limites Maximos
Tolerados (LMT) para aflatoxinas foram estipulados com base nos regulamentos europeus

atuais.
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Para o estabelecimento da seletividade, seis amostras branco foram analisadas no
sistema cromatografico para verificar a presenca de compostos interferentes. A seletividade
aceitavel foi atribuida somente se o sinal de interferéncia fosse inferior a 30% da resposta do
analito no respectivo limite de deteccao.

As curvas de calibracdo em solvente e matriz foram preparadas diluindo as solucdes de
estoque de aflatoxinas com acetonitrila e o extrato em branco, respectivamente. As curvas
foram preparadas em sete niveis de concentracéo (0; 30; 80; 250; 420; 840 e 1670 ng kg
para aflatoxina B1 e aflatoxina B2; 0; 70; 160; 490; 820; 1640 e 3280 ng kg™ para aflatoxina
G1 e aflatoxina G2). Cada solucéo foi preparada em triplicata e injetada em duplicata, durante
trés dias distintos, resultando em 18 determinacGes por nivel.

Para estimar o efeito da matriz, a supressdo/aumento de sinal para cada aflatoxina foi
calculada como a razdo entre as inclinagdes das curvas de calibracdo de matriz e de solvente.

Para avaliar a linearidade, o teste de Grubbs foi aplicado primeiramente para identificar
outliers nos dados (areas de pico cromatografico) usados para construir as curvas de
calibracdo. A distribuicdo normal dos residuos foi avaliada pelo teste Ryan-Joiner, que foi
confirmado para todos os analitos. A regressdo foi realizada pelo método dos minimos
quadrados ponderados, utilizando a dispersdo como fator de ponderacédo. Este procedimento
foi adotado devido ao comportamento heteroscedastico da resposta instrumental. A qualidade
do ajuste linear foi avaliada pela aplicacdo do teste t. O teste de independéncia de Durbin-
Watson foi aplicado para comprovar a inexisténcia de pontos de alavancagem ao longo da
curva de calibracéo.

A precisdo do método foi estimada pela obtengéo das recuperacdes para as aflatoxinas.
A precisdo foi avaliada pelos resultados de repetibilidade e reprodutibilidade intra-

laboratorial, que foram avaliados pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD) das
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amostras fortificadas. Para a avaliacdo da recuperacdo, seis amostras em branco foram
fortificadas e extraidas em trés niveis de concentragdo (100, 200 e 300 ng kg™ para AFB1 e
AFB2; e 200, 400 e 600 ng kg* para AFG1 e AFG2), em trés dias distintos. Os valores médios
de recuperacao foram considerados aceitaveis apenas se compreendidos dentro do intervalo
de 50 a 120%. Como critérios de aceitabilidade para os testes de precisdo, os valores
calculados pela equacdo de Horwitz foram utilizados como limite para cada nivel de
fortificacdo. Assim, a RSD obtida sob condicdes de reprodutibilidade intra-laboratorial ndo
deve exceder a obtida pela funcdo de Horwitz. Para reprodutibilidade, o RSD néo deve ser

superior a 2/3 do valor fornecido pela fungdo Horwitz.

Equacdo 3

RSDyorwitz = 2(1-05log )

Onde RSDHomit: € 0 desvio padréo relativo previsto pela equacdo de Horwitz e C é a
concentracdo na fracdo de massa.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estimados de acordo com o
Guia Eurachem(Magnusson and Ornemark, 2014). A precisdo foi estimada usando 0s
parametros de regressdo das curvas de calibracdo matrizadas combinadas construidas com os
dados obtidos em trés dias distintos.

Para estimar as incertezas da medicao, a funcéo de medicéo foi estabelecida. Esta funcao
descreve detalhadamente as operacdes realizadas para obter os valores de medigdo. A funcédo
de medicéo identifica as fontes de incerteza associadas a cada determinacdo e suporta a
estimativa dos coeficientes de sensibilidade. Este € um passo importante para avaliar as
incertezas ndo apenas de cada contribuicdo, mas tambeém da medicdo expandida (Joint
Committee For Guides In Metrology, 2008).
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Equacéo 4

_ (A—a) . Vextraction . Vextract

1
"=+ Cprec

c
b Msample Vextract + Vwater R

Onde A ¢ a area do pico cromatografico; a é o intercepto da curva de calibragéo; b é a
inclinagéo da curva de calibragdo; Vextraction € 0 Volume da solugéo extrativa (mL); Msample € @
massa da amostra (Kg); Vextract € 0 Volume de extrato utilizado durante o processo (mL); Vwater
é 0 volume de agua utilizado durante o processo (mL); R é a recuperacédo obtida no processo
de controle; C é a concentragdo do analito (ug kg?); Cpec € a correcdo devido a
reprodutibilidade interna.

Os coeficientes de sensibilidade para cada um das componentes principais identificadas
pela funcdo de medicdo sdo expressos nas Equacao 5 a Equacdo 13 . Estes coeficientes foram

utilizados para estimar a incerteza total de medi¢do dos resultados analiticos pela abordagem

Bottom-up.
Equacdo 5
i _ Vextraction * Vextract
0A b- Msample Vextract "R+ b+ Msample * Vwater * R
Equacédo 6
i __ Vextraction * Vextract
da b- Msample Vextracte "R+ b+ Msgmple Vwater * R
Equacdo 7
i — _ Vextraction * Vextract * (A — @)
db Msample R-b%- (Vextract + Vwater)
Equacdo 8

d A Vextract — @ " Vextract

OVextraction b- Msample Vextract "R+ b+ Msample Vwater * R
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Equacdo 9

d __ Vextraction * Vextract * (A - a)
aTnsample b-R-b?- (Vextract + Vwater)

Equacéo 10
d _ Vextraction Vwater(A - a)
aVextractf b - Msample R- (Vwater + Vextract)2
Equacéo 11
0 _ _ Vextraction " Vextract (A - a)
anater b - Msample R- (Vextract + Vwater)2
Equacédo 12
i _ Vextraction * Vextract (A — a)
oR b- Msample RZ- (Vextract + Vwater)
Equacéo 13
g =1
aCpreci

4.2. Resultados e discusséo
Otimizacao das condi¢cdes UHPLC-MS/MS
As andlises das aflatoxinas foram realizadas utilizando o MRM (Multiple Reaction
Monitoring) no modo de ionizagéo positivo. Duas transi¢des de massa foram escolhidas para
confirmacéo e quantificacdo de cada analito. Cromatogramas tipicos obtidos pela aplicacéo
das transi¢Oes de quantificacdo e confirmacao de cada aflatoxina sdo mostrados na Figura 3.
Esses cromatogramas foram obtidos pela injecdo de extratos branco fortificados em uma

concentragéo de 0,02 pg kg™ de cada aflatoxina.
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Figura 3: Cromatogramas de ions extraidos obtidos para as aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1
e AFG2 apds andlise de amostras branco fortificadas em 2,0 ng kg de cada analito.

Otimizacao do procedimento dSPE

A melhor solucdo extratora utilizada para a adsorcao de aflatoxinas pelo MWCNT foi
determinada pela avaliacdo de soluces de acetonitrila/agua: 6,25; 12,50; 18,75; 25,00 e
50,00% v/v, o que rendeu recuperacbes de 79; 44; 16; 20 e 21%, respectivamente. Os
resultados indicam que aumentando o teor de acetonitrila de 6,25 para 18,75% v/v resultou
em uma reducdo de recuperacdo de 60%. Para solucBes com maiores proporcdes de
acetonitrila, as recuperacGes permaneceram praticamente constantes. Esses resultados
sugerem que a adsorcdo de aflatoxinas é claramente prejudicada pela elevagdo do teor de
solvente organico. Assim, a solugdo extrativa com acetonitrila 6,25% v/v foi escolhida.

Para a selecdo do solvente utilizado para a dessor¢do das aflatoxinas do MWCNT,
constatou-se que apenas o diclorometano proporcionou recuperacfes adequadas (Figura 4).
Esse resultado pode ser explicado levando-se em conta a capacidade superior de solventes
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menos polares (por exemplo, o diclorometano) de perturbar as interacdes hidrofébicas entre
as aflatoxinas e o material adsorvente (Ayazi and Rafighi, 2015)). Portanto, o diclorometano

foi escolhido como o solvente de dessorcdo das aflatoxinas aderidas a superficie do

MWCNT.
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Figura 4: Recuperages obtidas ap0s a dessor¢éo da aflatoxina B1 (AFB1) MWCNT usando
diferentes solventes.

Afim de se obter melhor condicdo para o processo de adsor¢édo/dessorcéo, foi utilizado
um planejamento fatorial 23, sendo analisadas as seguintes variaveis: massa de MWCNT,
acidificacdo da solucdo extrativa (acetonitrila/agua 6,25% v/v) e volume de diclorometano
(Tabela 7). As recuperacdes das 4 aflatoxinas obtidas em cada uma das 8 condicdes avaliadas
estdo apresentadas na Figura 5. Entre os 8 testes realizados, 0 ensaio 4 (20 mg de MWCNT,

solucgéo extrativa sem acidificacdo e dessor¢do com 10 mL de diclorometano) apresentou a
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melhor desempenho. Observa-se que, sob essa condi¢do, as recuperacfes para 0s quatro

analitos estavam dentro da faixa de aceitabilidade, portanto, essa foi a condi¢do selecionada.
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Figura 5: Recuperagdes obtidas para as aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 nos distintos
experimentos de otimizacao realizados.

Validagdo

A Tabela 8 exibe os valores das figuras de mérito resultantes do protocolo de validacéo.
Assim, os coeficientes de determinagdo (R2) das curvas de calibracdo matrizadas foram
considerados adequados, pois valores superiores a 0,994 foram obtidos. O ajuste linear de
cada curva de calibragcdo também foi adequado, pois os valores calculados de t foram maiores
que os t criticos (6,4). Os testes de recuperacdo também mostraram taxas variando de 75,8 e
120,6%, dentro dos critérios estabelecidos pelo guia Eurachem, com excecéo do resultado de
recuperacao de 120,6%, que supera em pequena proporcao o critério apresentado de 120,0%
(Magnusson and Ornemark, 2014). Os testes de precisdo, expressos como RSD, forneceram

resultados de reprodutibilidade interna de 10,4 a 35,8%, que estdo dentro da faixa aceitavel
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para um metodo analitico de acordo com a equacgédo de Horwitz. Os valores de LOD e LOQ
estimados foram respectivamente: 15,0 e 30,0 ng kg* para AFB1 e AFB2; e 45,0 e 70,0 ng
kg™ para AFG1; e AFG2, 0 que torna a presente metodologia analitica adequada para ser
aplicada em amostras reais. O efeito de matriz foi calculado como a razao entre as inclinagdes
das curvas de calibracdo de matriz e solvente. Foram obtidos valores entre 1,02 a 1,16 para
as quatro aflatoxinas, dentro do intervalo tolerado, de acordo com o guia Eurachem
(Magnusson and Ornemark, 2014) . Esses resultados, portanto, desconsideram esse efeito
como um fator relevante na aplicacdo do presente método analitico. No entanto, devido a alta
diversidade de amostras de alimentos para bebés, recomenda-se o0 uso de curvas de calibracdo
matrizadas. A seletividade do método foi investigada através da analise de amostras branco
fortificadas. Picos cromatograficos para as quatro aflatoxinas foram claramente observados
nas amostras fortificadas, mas ausentes nas amostras em branco. Além disso, o uso do modo
MRM para a deteccdo das aflatoxinas, com quatro pontos de identificacdo por analito,
permitiu a identificacdo inequivoca de cada analito. As incertezas expandidas variaram de
17% a 28% para as aflatoxinas B1 e B2, respectivamente. Mais uma vez, esses valores sdo
consistentes com as diretivas de 1881/2006/EC (Reg. n°1881/2006, 2006) para baixos niveis
de contaminacdo, como descrito aqui. Esses resultados indicam, portanto, que o presente
método analitico é totalmente adequado para ser aplicado na determinacéo de aflatoxinas B1,

B2, G1 e G2 em alimentos para bebés, conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8: Valores para figuras de mérito resultantes da validacdo do método de método para
determinagdo de micotoxinas em comida de bebé.

Analito a b R? t n T R RSD LOD LOQ
AFB1  201.3 8439.1 0999 6655 6 6.4 75.8% 358% 29.0 58.0
AFB2 2141 5810.7 0.999 3492 6 6.4 79.6% 20.7% 353 70.6
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AFG1 846 26493 0994 278 6 6.4 105.3% 9.7% 133.2 266.3
AFG2 -1314 1556.3 0.999 1125 6 6.4 120.6% 10.4% 282.1 564.3
a e b sdo a inclinacdo e o intercepto das curvas de calibragdo matrizadas,

respectivamente; R2 é o coeficiente de determinacdo para cada curva de calibracdo
matrizada; t € o valor de t obtido para cada curva de calibragdo matrizada; T é o valor critico

(6.4); R € a recuperacéo; LOD e LOQ sdo expressos em ng kg™.

Analise de amostras reais

Com o objetivo de avaliar a capacidade do método analitico de quantificar aflatoxinas
em comida de bebé, foram analisadas quatro amostras de diferentes composi¢des (legumes e
carne, verduras e massas, banana e macd, mamao e laranja). As amostras sao produzidas por
marcas comumente disponiveis para 0s consumidores brasileiros no mercado local. Curvas
de calibracdo matrizadas para cada uma das amostras foram construidas e o procedimento
analitico foi conduzido. Os resultados mostraram que apenas na amostra contendo macarrao

foi determinada contaminacédo por AFB1 em 80,0 ng kg™

4.3. Conclusao
Os nanotubos de carbono foram aplicados com sucesso na extracdo de aflatoxinas a
partir de amostras de comida de bebé. O procedimento de extracdo proposto, dSPE (extracdo
por fase solida dispersiva), foi eficiente e robusto, além de trazer vantagens operacionais aos
métodos atuais que utilizam colunas de imunoafinidade. O uso de material de carbono
nanoestruturado, como os nanotubos, tem se mostrado uma ferramenta importante no avanco
das técnicas de preparo de amostras, principalmente devido a sua alta estabilidade quimica,

permitindo sua aplicacdo em diversos ambientes quimicos, além de sua alta area superficial,
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0 que o torna um excelente material adsorvente. Por fim, os limites de quantificacdo obtidos

atendem aos rigidos critérios exigidos pelas agéncias reguladoras mundiais.
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5. DETERMINACAO DE ZEARALENONA EM CAFE TORRADO
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Resumo

Foi desenvolvida uma metodologia para determinacdo de zearalenona em amostras de
café torrado pela aplicacdo de extracdo em fase solida dispersiva (dSPE) empregando
nanoplaquetas de grafeno como adsorvente. Para o desenvolvimento do método analitico,
inicialmente realizou-se a otimizacdo das condicdes de extracdo de micotoxinas nas
amostras, posteriormente as condi¢des de adsorcdo dos analitos na superficie do adsorvente,
e em seguida a otimizacéo das condicdes de dessor¢do dos analitos e sua disponibilizacdo em
uma solucéo passivel de ser ensaiada no sistema de UHPLC-MS/MS. A capacidade analitica
do procedimento foi investigada, obtendo-se recuperacdes entre 89,4 % e 112,5 %, precisdo
intermediaria estimada em funcdo do desvio padrdo relativo entre 32 % e 16 %, limites de
deteccdo e quantificacio de 0,06 e 0,09 ug kg?' respectivamente. Entende-se que o
procedimento analitico descrito apresenta performance adequada para ser empregado como
ferramenta analitica no controle de zearalenona em amostras de café torrado em substituicdo

ao método principal, mais caro e laborioso.

Palavras-chave: micotoxinas; grafeno; extracdo em fase solida dispersiva;

cromatografia liquida de ultra alta performance; espectrometria de massas sequencial.
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Abstract

A methodology for the determination of zearalenone in roasted coffee samples was
developed by the application of dispersive solid phase extraction (dSPE) using graphene
nanoplaquets as adsorbent. For the development of the analytical method, initially mycotoxin
extraction conditions were optimized for the samples, later the adsorption conditions of the
analytes on the adsorbent surface, followed by the optimization of the desorption conditions
of the analytes to be analyzed in UHPLC-MS/MS system. The analytical capacity of the
procedure was investigated, obtaining recoveries between 89,4 % e 112,5 %, intermediate
precision, estimated by relative standard deviation, between 16 and 32%, limits of detection
and quantitation between 0.06 and 0,09 pg kg™, respectively. It is understood that the
described analytical procedure presents adequate performance to be used as an analytical tool
in the control of mycotoxins in roasted coffee samples, in substitution of the more expensive

and laborious main method.

Keywords: Mycotoxins; graphene; solid phase extraction dispersive; ultra high

performance liquid chromatography; sequential mass spectrometry.
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Introducéo

O cafe é o fruto do cafeeiro. Uma planta tropical da familia das Rubiaceas e pertencente
ao género Coffea. As variedades mais exploradas economicamente sdo a Coffea arabica e
Coffea canefora, representando, respectivamente, cerca de 70 e 30% da producdo mundial.
A planta é perene e de folhagem persistente, alcangando entre 2 a 5 metros na fase adulta.

Seu cultivo para producao da bebida, hoje consagrada, se iniciou no século 15, na regido
sudoeste da peninsula ardbica, com plantas oriundas da Etiopia. O seu consumo foi
rapidamente incorporado aos habitos do povo arabe e, apos se consolidar na Europa, durante
os séculos 16 e 17, se estendeu para a Asia, Oceania e América, disseminadas pelas poténcias
coloniais europeias, encontrando nestas regias condi¢es ideias de cultivo.

Atualmente o cultivo de café esta disseminado por todo 0 mundo, porém se concentra
no continente americano, onde se encontra 55% da producdo mundial de café, seguido pela
Asia, cuja producao representa 32 % da producdo mundial. Dentre os grandes produtores de
café, o Brasil se destaca, com uma producdo de café verde que, em 2017, alcancou 2,68
milhGes de toneladas, significando 29,1% da producdo mundial neste periodo (European
Commission, 2011) (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2017). A
importancia do produto para o Brasil é tamanha que alcanc¢a hoje a quinta posi¢cdo como o
produto que mais rende dividendos na pauta de exportacoes, tendo movimentado US$ 5,2
bilhGes em 2017, e responsavel pela geracdo de 8 milhGes de empregos(Carlos Magno
Mesquita, 2016).

O cultivo do café esta distribuido por vérias regides do Brasil, sendo Minas Gerais o
estado com a maior producdo nacional de café, representando cerca de 50 % da producéo, e
a principal fonte de cafés especiais. As principais regides cafeicultoras em Minas Gerais sao

0 Sul de Minas, Cerrado de Minas, Chapada de Minas e Matas de Minas.
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Ja o Espirito Santo é o segundo maior produtor de café no Brasil, e 0 maior produtor de
café Conilon (Robusta). A regido norte do estado, de temperatura média mais quente, abriga
as plantacdes de Conilon, enquanto no sul se concentra o cultivo de Arabica.

O estado de Sdo Paulo também é um tradicional produtor de café, majoritariamente
arabica, que se distribui pelas regides Mogiana e Centro-Oeste Paulista. A producdo paulista
¢ caracterizada por grandes cafeicultores, porém ha pequenas propriedades que se
especializaram em producdo de cafés especiais. No estado ainda se encontra o Porto de
Santos, principal rota de exportagdo do produto nacional, escoando cerca de 2/3 das
exportacOes brasileiras de café. Ainda héa significante producao de café nos estados da Bahia,
Parana e Rondonia (Café, 2019).

A porcdo utilizada do café sdo as sementes presentes nas frutas do cafeeiro, chamadas
de cereja, que ocorrem nas frutas normalmente aos pares. Apos a colheita da fruta do cafeeiro,
gue pode ser executada de forma manual ou maquinizada, se da o processamento. Para esta
etapa, geralmente sdo aplicadas umas das trés técnicas: secagem a seco ou natural, ondo os
grdos de café sdo dispostos para remocdo de humidade em terreiros ao céu aberto, o
processamento Umido, ou um intermediario entres os dois, chamado processamento
semiumido.

Apds esta etapa, o café verde é submetido a torrefacdo, uma etapa fundamental que altera
drasticamente as caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais do produto. A torra é um
processamento térmico intenso, no qual os grdos de café sdo submetidos a temperaturas
elevadas, entre 160 e 240 °C, por intervalos de tempo entre 8 e 20 minutos (Fabbri et al.,
2011). A torrefacdo pode ser executada de diversas maneiras, obtendo produtos mais claros

ou escuros, dotadas de propriedades distintas, como terrosas ou defumadas (Grosch, 1998).
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Os gréos verdes do café sdo compostos, majoritariamente por carboidratos, que
representam cerca de 60 % do peso seco deste produto, incluindo polissacarideos soluveis e
insolUveis, oligossacarideos, dissacarideos e monossacarideos. Os lipideos representam cerca
de 8 a 18 % do peso seco dos grdos e consistem de triglicerideos e esterois, por sua vez,
proteinas, peptideos e aminoacidos livres representam cerca de 9 a 16 % do peso seco dos
grédos (Ludwig et al., 2014).

Ap0s o processo de torra do café, ha profundas modificacdes fisico- quimicas no produto
e alteracdo dos compostos disponiveis, principalmente devido as reacbes de Maillard,
caramelizacdo de carboidratos e piréolise de compostos organicos, levando a formacéao de
compostos organicos volateis, responsaveis pelo aroma caracteristico do café torrado e
diminuicdo nos teores de proteinas e carboidratos, porém, mantendo grande concentracéo de
compostos bioativos, como melanoidinas, cafeina, trigonelina e os diterpenos cafestol e
kahweol. Em virtude de suas propriedades, pesquisas tem demostrado que a ingestao de café
pode ajudar na prevencdo de doencgas, tais como diabetes tipo 2, doenca de Parkinson, e
doencas do figado (Cano-Marquina et al., 2013)(Higdon and Frei, 2006).

No café torrado, a determinacdo de micotoxinas € um desafio analitico, devido a
complexidade da matriz(Nielsen et al., 2015). As micotoxinas frequentemente associadas aos
grdos de café sdo a ocratoxina A e aflatoxinas, sendo a primeira a mais reportada na literatura,
devido a quantidade significativa da mesma encontrada em diferentes fases da producédo
(Vatinno et al., 2008). A Tabela 9 mostra uma breve descri¢do dos métodos encontrados na

literatura para determinacdo de micotoxinas em diferentes tipos de café.
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Tabela 9: Resumo dos métodos descritos na literatura para determinagdo de micotoxinas em café

Tecnica de Faixa de
Analito Matriz Extracdo/Purificacéo e trabalho/ LQ Referéncia
quantificacdo x
Recuperacao
25 g de café torrado foram
extraidos com uma mistura de
metanol e solucdo aquosa de
) bicarbonato de sédio a 3% 3-7 ng g'V89- 1 (Bandeira et al.,
OTA Café torrado m/v (1:1, v/v). O extrato foi LC/MSIMS 108% 30ngg 2012)
purificado numa coluna de
imunoafinidade e eluido com
metanol.
5 g de amostra foram
extraidos em um
Café verde,  vidificador com NaHCO, & 013-10.26 mg
OTA torrado e 79 TV HPLC -FD kg/100- 0,056 mgkg! (Motaetal., 2014)
. purificado numa coluna de
solGvel . L . 104%
imunoafinidade e eluido com
metanol:acido acético (98:2,
v/v).
5 g de café verde ou torrado
ou 2 g de café instantaneo
foram extraidos empregando o
método QUEChERS: a
mistura
. SOSAE OTAO0-10pg 2,0 ug kgt
Café verde, acetonitrila:agua:acido 1 0 .
OTA, FB2, FB4 torrado e formico (49:49:2, viviv) foi UHPLC-MS/MS kg™/>75% e para OT'A_‘; (Nielsen et al., 2015)
e FB6 . A FB0-100 ug 13 pg kg
instantdneo  usada como solvente extrator,
kg-1/ > 40% para FB

e a particao foi feita com
MgSOs4 e NaCl O extrato foi
purificado usando um
cartucho de 200 mg de Oasis
Max 60 um, e eluido com
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acetonitrila acidificada com
2% v/v de acido formico.

OTA

Café torrado

20 g de café torrado foram
extraidos com a mistura
metano:solucdo aquosa de
NaHCOs (1:1, v/v) . O extrato
passou por uma coluna NH;
Sep Pak, e apos eluicdo e
diluigdo foi purificado numa
coluna de imunoafinidade.

HPLC-FD

72-84%

(Lobeau et al., 2005)

OTA

Café verde

0,5 g de gréos finamente
moidos foram extraidas com
solucéo 1% m/v de NaHCOs

sob agitacdo magnética por 30
min. O extrato foi filtrado sob
pressdo reduzida, e em
seguida, diluido em
cloroférmio. Apds
centrifugacdo, a fase organica
foi descartada e a fase aquosa
foi purificada usando SPME
com fibra de silica revestida
com uma pelicula de
polidimetilsiloxano/
divinilbenzeno de 60 um de
espessura.

LC-FD

2-32ng g

2ngg?

(Vatinno et al., 2008)

OTA

Café
instantaneo

2 g de amostra foi extraida
com uma solucéo aquosa
contendo polietilenoglicol e
hidrogenocarbonato de sédio. HPLC-FD
O extrato foi purificado numa
coluna Ochraprep e eluido
com metanol.

2-256 ng mL"

1/83-92%

(De Almeida et al.,
2007)
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25 g de amostra foram
extraidos com mistura de
metanol e solucdo de NaHCO;

a 1% m/v. O extrato foi HPLC-FD

purificado numa coluna de
imunofluorescéncia
ochratest® e eluido com
metanol.

OTA Café torrado

0,15-2,15 ng
mLY/58-115%

0,7 ug kg

(Mota et al., 2014)

As amostras foram
inicialmente clarificadas com
a solucdo de Carrez. Em
seguida, a solucéo clarificada
foi adicionada a uma mistura
Café expresso de gcet_ato de etila/acido
, ’ férmico (95:5 v/v) e LC-MS/MS-IT
solavel e turco ;
homogeneizada com Ultra-
Turrax por 5 min. O
sobrenadante (fase orgéanica)
foi separado, evaporado e
reconstituido com 1 mL de
metanol:agua (50:50 v/v).

21 micotoxinas

90-98%

0,42 ug kg*

(Garcia-Moraleja et
al., 2015a)

5 g de amostra foram
extraidos com
acetonitrila:H20 (80:20, v/v).
O extrato foi centrifugado, e 0
21 micotoxinas Café sobrenadante foi evaporado. O LC-MS/MS
residuo foi reconstituido com
metanol e purificado usando
colunas C18 e carbono
ativado.

1,45 ug kg

(Garcia-Moraleja et
al., 2015b)
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5.1. Parte experimental
Padrdes e reagentes

O padrao de zearalenona (ZON) foi adquirido junto a Biopure (Biopure, Getzersdorf,
Austria) e usado para preparar solucdes estoque por diluicdo com acetonitrila (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Estas solu¢des foram mantidas sob refrigeracédo a -20 °C.

Para os experimentos de adsor¢édo foram utilizadas nanoplaquetas de grafeno adquiridas
junto a Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), acido acético glacial P.A, metanol,
acetonitrila e acetona com grau de pureza HPLC foram adquiridos da Merck (Merck,
Darmstadt, Alemanha. Para a preparacdo de fase mdvel de cromatografia, utilizou-se acido
acetico glacial de grau de HPLC e metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) e agua de

qualidade Milli-Q (Milli-pore, Billeria, MA, EUA).

Amostras
As amostras de café torrado foram disponibilizadas pelo banco de amostras branco
mantido pelo LACQSA. As amostras foram dispostas em frascos de plasticos inertes,

impermedveis e resistentes a luz, e foram acondicionados em camaras térmicas (2-8°C).

Método analitico desenvolvido

O método de extracdo otimizado consiste, primeiramente, na extracdo dos analitos da
matriz, para isto, foi realizada a pesagem de 2,5 g de café torrado em um tubo Falcon com
capacidade para 50 mL, em seguida foram adicionados 25 mL de solucdo extratora, uma
solugdo com a composicdo de acetonitrila/dgua 9:1 (v/v). A mistura foi agitada durante 90
min em mesa agitadora e, em seguida, centrifugada a 4000 rpm por 10 min. Posteriormente

0 solido foi descartado e 1 mL do sobrenadante foi transferido para um eppendorf com
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capacidade para 2 mL, ao qual foi adicionado 1 mL de suspensdo aquosa de nanoplaquetas
de grafeno com concentragéo de 10 mg mL™. A mistura foi submetida a agitacdo em vortex
por 5 min para adsorcdo dos analitos na superficie do nanomaterial e submetida a
centrifugacdo a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante € eliminado e os analitos
dessorvidos da superficie das nanoplaquetas de grafeno pela adi¢do de 1 mL de solucgéo de
dessorcdo com a composicdo acetona/acido acético (85/15 v/v), e posterior agitacdo em
banho de ultrassom por 10 min. O sistema € centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos e 0

sobrenadante obtido filtrado a 0,22 um e analisado.

Sistema UHPLC-MS/MS

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando um sistema da Agilent, modelo
1290 Infinity (Agilent Technologies, Palo Alto, California, USA) operando em conjunto com
0 espectrometro de massas da SCIEX, modelo QTRAP 6500 (Concord, Ontario, Canada).
Utilizou-se uma coluna cromatogréafica da Agilent, com fase estacionaria em C18, modelo
Zorbax RRHD e dimensdes 50 mm x 2,1 mm x 1,8 um (Concord, Ontario, Canada); pré-
coluna em C18 da Phenomenex, modelo SecurityGuard (Torrance, Califérnia, EUA).
Trabalhou-se com um volume de injecéo de 5 pL; temperatura do forno da coluna igual a 30
°C; fases mdveis: (A) agua acidificada em 0,5% v/v de acido acético e (B) metanol
acidificado em 0,5% v/v de &cido acético; vazio da fase movel de 350 uL mint. O gradiente
empregado na eluicdo foi: 40% de B em 0 min; incremento linear de 40-90% de B até 5 min,
mantendo constante até 5,5 min; reducdo linear de 90-40% de B até 6 min, mantendo

constante até 7 min.
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Os parametros da fonte foram: lon Spray Voltage em 4500 V, temperatura a 500 °C, gas
nebulizador (Gés 1) a 50 PSI, gas de dessolvatacdo (Géas 2) a 45 PSI e gas de cortina a 30
PSI. Foram adquiridas duas transi¢fes para o analito, usando experimentos do tipo Multiple
Reaction Monitoring no modo positivo. As transicdes sdo descritas na Tabela 10: Parametros

do espectrometro de massas utilizados na analise de zearalenona em café torrado.

Tabela 10: Parametros do espectrémetro de massas utilizados na analise de zearalenona em
café torrado

Analito Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP EP CE CXP
319.1 283.0 6 10 15 16
ZON
319.1 185.1 6 10 31 14

As transicOes de quantificacdo estdo sublinhadas; Q1 e Q3: quadrupolos 1 e 3,
respectivamente; DP: declustering potential (V); EP: entrance potential (V); CE: collision

energy (V); CXP: collision exit potential (V).

Otimizacao do procedimento dSPE

Condicgéo de extragéo
Foram pesados 2,5 g de amostra branco de café torrado em um tubo Falcon com

capacidade para 50 mL. As amostras destinadas a estimativa da eficiéncia de foram
fortificadas pela adicdo de solucdo padrdo de zearalenona até uma concentracdo de 10 pg kg
! e seguiu-se entdo adicdo 25 mL das solucdes extratoras avaliadas. Foram testadas solugGes
compostas por acetonitrila e agua, nas proporgdes de 5:5, 7:3 e 9:1 (acetonitrila/dgua v/v).
As misturas foram agitadas durante 90 min em mesa agitadora e, em seguida, centrifugadas
a 4000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos Falcon com
capacidade para 15 mL e os solidos descartados. Nesta etapa foi tomado cuidado especial

com os extratos obtidos, uma vez que apresentam elevada presenca de coextrativos e
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interferentes. Estas substancias sdo capazes de dificultar a identificacdo e a quantificacdo do
analito, assim como podem causar elevado estresse aos equipamentos analiticos. Portanto 0s
sobrenadantes foram diluidos 20 vezes pela adicdo de acetonitrila e entdo analisados no
sistema UHPLC-MS/MS. Para fins de comparacéo e escolha da melhor condi¢éo de extracao,
as areas cromatograficas referentes a cada ensaio foram ponderadas pela maior area obtida

na condicao de extracdo. Os ensaios foram conduzidos em triplicata.

Condigao de adsorcéo

A fim de se obter a melhor condicdo para adsor¢do dos analitos na superficie das
nanoplaquetas de grafeno, foram avaliadas a influéncia de duas varidveis: a massa de
adsorvente a ser utilizada e o tempo de exposi¢éo do adsorvente ao extrato.

Para se avaliar qual a massa otimizada de nanoplaquetas de grafeno a se empregar no
procedimento, 2,5 g de café torrado foram extraidos pela adicdo de 25 mL de solugdo de
acetonitrila e 4gua na proporcéo de 9:1 (v/v) e agitacdo em mesa agitadora por 90 min,
seguida de centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi recolhido e fortificado
pela adicdo de solucdo padrédo de zearalenona até uma concentracdo equivalente a 10 pg kg
! Aliquotas de 1 mL do extrato fortificado foram transferidas para tubos eppendorf com
capacidade de 2 mL, aos quais foram adicionados 1 mL de suspensdo aquosa de
nanoplatequas de grafeno de concentragdo 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 mg mL™. Os
sistemas foram submetidos a agitacdo em vortex por 10 minutos e centrifugados a velocidade
de 4000 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados a 0,22 um e analisados para
se avaliar a presenca de analitos ndo adsorvidos. O experimento foi realizado em triplicata.

Posteriormente, foi avaliado qual o tempo de exposicdo das nanoplaquetas de grafeno

que é necessario para favorecer uma adsorcdo quantitativa e reprodutivel dos analitos na
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superficie do adsorvente. Para isto, o extrato de café torrado foi fortificado pela adicdo de
solugdo padrdo de micotoxina até concentragdo de 10 ug kg™. Aliquotas de 1 mL do extrato
fortificado foram transferidas para tubos eppendorf com capacidade para 2 mL, as quais foi
adicionado 1 mL de suspensdo aquosa de nanoplatequas de grafeno na concentragdo 10 mg
mL? e submetidos a agitagdo por vortex, em temperatura ambiente, por intervalos de 0, 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Apos este periodo seguiram para centrifugacéo a 4000 rpm por
10 minutos e o sobrenadante resultante foi filtrado a 0,22 um. Os sobrenadantes foram
analisados para se investigar a permanéncia de analitos ndo adsorvidos no sobrenadante. Este

experimento foi realizado em triplicata.

Condicéo de dessorc¢do

Para se alcancar a melhor condicdo para a remoc¢do das micotoxinas adsorvidas na
superficie das nanoplaquetas de grafeno, foram avaliados dois fatores: a solucao de dessor¢édo
a se empregar e 0 tempo necessario para uma dessorcdo quantitativa.

Para se otimizar a solucdo de dessorcao, foi avaliada a utilizacdo de trés solventes
organicos comumente empregados em experimentos de dSPE, acetonitrila, acetona e
metanol, aos quais foi adicionada duas quantidades distintas de acido acético, totalizando seis
condicdes para a extracdo: acetonitrila/acido acético (85/15 v/v), acetonitrila/acido acético
(95/5 viv), acetona/acido acético (85/15 v/v), acetona/acido acético (95/5), metanol/acido
acético (85/15 v/v) e metanol/acido acético (95/5). Utilizou-se extrato branco de café torrado,
obtido pela extracdo de 2,5 g de amostra por 25 mL de solugéo de extracdo, de composicéo
acetonitrila/agua 9:1, que foram agitados em mesa agitadora por 90 min e posteriormente
centrifugada a 4000 rpm por 10 min. Ao sobrenadante foi adicionada solugéo padrdo de

zearalenona até concentragio equivalente a 10 pg kg*. Uma aliquota de 1 mL do extrato

68



branco fortificado foi transferida para um eppendrof com capacidade para 2 mL, ao qual foi
adicionado 1 mL de suspenséo de nanoplaquetas de grafeno de concentragdo 10 mg mL™ e
submetido a agitacdo em vortex por 5 min, seguido de centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min
e posterior descarte do sobrenadante. Ao precipitado, as nanoplaquetas de grafeno em cuja
superficie estdo adsorvidos os analitos, foi adicionado 1 ml das solucdes de dessorcéao
avaliadas. O sistema foi submetido a agitacdo em banho de ultrassom por 10 minutos e, em
seguida, centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado a 0,22 pum e
analisado. O experimento foi realizado em triplicata.

Para se avaliar qual o tempo necessario para remocao completa dos analitos da superficie
do adsorvente, 1 mL de extrato branco fortificado a concentracdo equivalente de 10 ug kg*
foi transferido para um eppendorf com capacidade para 2 mL, ao qual foi adicionado 1 mL
de suspensdo de nanoplaquetas de grafeno com concentragéo de 10 mg mL™. O sistema foi
agitado em vortex por 5 minuto e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi retirado e ao precipitado foi adicionado 1 ml da solucdo de dessorcdo, de composicédo
acetona/acido acético (85/15 v/v). O sistema foi submetido a banho de ultrassom por
intervalos de 0, 5, 10, 15 e 20 minutos, e posteriormente centrifugado a 4000 rpm. Os
sobrenadantes foram filtrados a 0,22 um e analisados. O experimento foi realizado em

triplicata.

Validagdo
A fim de verificar a capacidade do método analitico em desenvolvimento, foram estimadas
as seguintes figuras de mérito: seletividade, efeito de matriz, faixa de trabalho, recuperacao,

precisdo, limite de deteccdo e limite de quantificagdo, em acordo com as propostas dos

69



documentos SANTE/12571/2015 (SANTE/EU, 2015), 2002/657/CE (European
Commission, 2002) e Eurachem (Magnusson and Ornemark, 2014).

Para a apuracao da seletividade do método de ensaio, amostra de café torrado branco foi
previamente analisada, sendo investigada a presenca de pico cromatografico no tempo de
retencdo designado para os analitos. Entendeu-se como seletivo se 0 método analitico nédo
apresentar sinal cromatografico no tempo de retencédo dos analitos superior a 30% do sinal
cromatografico referente a menor concentracdo da curva de calibracao.

A fim de se estudar o efeito de matriz no método de ensaio, optou-se por avaliar as
curvas de calibracdo. Preparou-se curvas de calibracdo pela adicdo de solugdo padrdo de
zearalenona em solvente puro, acetonitrila, e em paralelo, pela adicdo de solucdo padréo de
zearalenona em extrato de amostra branco, preparado conforme o procedimento analitico
desenvolvido. As inclinag¢6es das curvas foram comparadas utilizando a equacao (Thompson
etal., 2002) . O efeito de matriz foi considerado pouco significante em resultados entre 0,8 e
1,2.

Optou-se por trabalhar, neste método analitico com curvas de calibracdo obtidas pela
adicdo de solucdo padrdo de zearalenona em acetonitrila, nas concentracdes equivalentes a
0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 5,0; 8,0 e 10 g kg™. Foram preparadas 3 curvas de calibragdo para
com preparo distinto para cada um do trés dias, desta forma, se somam 9 dados para nivel de
concentracdo da curva de calibracdo. Em virtude da elevada variacao de resposta instrumental
obtida entre os dias de ensaio, 0s dados das curvas de calibracdo de dias distintos ndo foram
combinados. Os dados das curvas de calibracdo preparadas no mesmo dia foram combinadas
e um curva de calibracdo obtida pela aplicacdo do método de regressdo linear por Minimos
Mudltiplos Quadrados Ponderados (MMQP), usando como ponderador 1/x. A adequacédo da

faixa calibrada foi investigada pela aplicacdo do teste de t.
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Para se estimar a recuperacao e precisao do método, amostras brancas de café torrado
foram fortificadas pela adicdo de solucdo padrdo de micotoxinas até concentracfes
equivalentes a 1,5; 2,0 e 2,5 pug kg. Foram preparadas 6 replicatas reais de fortificagio para
cada um dos niveis de concentracdo em trabalho, para cada um dos trés dias, totalizando 18
replicatas para cada uma das concentracdes em condicdo de reprodutibilidade interna.
Estimou-se a recuperacdo do método analitico pelo célculo da recuperacdo das amostras
branco fortificadas e como estimados de precisao calculou-se o desvio padrdo ponderado
obtido em condicdes de repetibilidade e reprodutibilidade interna.

Para a estimativa do Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo, optou-se por adotar
a proposta expressa no Eurachem(Magnusson and Ornemark, 2014). Para tal, calculou-se o
desvio padréo dos resultados de concentracdo obtidos pela interpolacdo dos dados de area
cromatografica do menor nivel de concentracédo a curva de calibragdo. Este desvio padrdo foi
multiplicado por um multiplicador, 3 para a estimativa do Limite de Deteccéo e 5 para calculo

do Limite de Quantificacéo.

5.2. Resultados e discussao

Otimizacao do procedimento dSPE

Condicgéo de extragéo

Para a otimizacdo da condicdo de extracdo, foram avaliadas diversas proporcGes da
solucdo de acetonitrila e &gua empregadas na técnica de dilute and shoot para obtengéo de
extrato com elevada eficiéncia de extracdo de micotoxinas em amostras de café torrado. Os
resultados obtidos séo expressos na Figura 6, ponderados pela resposta mais elevada para

cada condicdo a fim de se facilitar a identificacdo da melhor condi¢do, uma vez que as
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respostas instrumentais entre os analitos variam em funcéo de seus desempenhos relativos
no método de anélise.
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Figura 6: Eficiéncia de extracdo de micotoxinas de amostras de café torrado

Como pode ser observado na Figura 6, a condicdo de extracdo que oferece melhor
eficiéncia de extragdo € a que aplica a solugdo composta por 9:1 (v/v), esta condi¢do ainda
apresenta dispersdo reduzida de seus resultados, estimados pelo desvio padrdo relativo

expresso na figura. Esta condicéo, portanto, foi escolhida para o método analitico.

Condicéo de adsorc¢éo

A fim de se otimizar a massa de adsorvente a ser empregada no procedimento de dSPE,
foi avaliado o uso de suspens@es de nanoplaquetas de grafeno com diversas concentracdes.
Ao se analisar os resultados expressos na Figura 7, podemos concluir que a quantidade de
micotoxinas presente na solugdo apds a exposicdo ao adsorvente é reduzida a valores
proximos a 0 quando utilizado 10 mg de nanoplaquetas de grafeno. Esta a quantidade foi
apontada como suficiente para a adsor¢do quantitativa dos analitos presentes no extrato e foi
adotada no procedimento em desenvolvimento.

72



110%

90%

70%

50%

30%

extrato(%)

10%

-10% 0 20 30 40 50 60 70 80 90

Quantidade de micotoxina restante no

-30%
Massa de grafeno (mg)

Figura 7: Otimizagdo da massa de nanoplaquetas de grafeno utilizada para desenvolvimento
de metodo de extracdo dSPE para quantificagdo de zearalenona em café torrado

A fim de obter a o tempo de exposicdo necessario para que as nanoplaquetas de grafeno
sejam capazes de adsorver quantitativamente os analitos presentes no extrato, 0 nanomaterial
foi exposto ao extrato por periodos de tempo variados. Como pode ser observado na Figura
8, ap6s 5 minutos de exposicdo, ndo foi possivel quantificar zearalenona no sobrenadante,
evidenciando a sua completa adsorcdo ap06s este periodo. Portanto, este foi o tempo de

exposicao escolhido para o método de ensaio em desenvolvimento.
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Figura 8: Otimizagdo do tempo de exposi¢do das nanoplaquetas de grafeno ao extrato de
café torrado para desenvolvimento de método de extracdo dSPE para quantificacdo de zearalenona
em café torrado

Condicéo de dessorcao

Para a avaliagdo do melhor solvente para dessorcdo de micotoxinas da superficie das
nanoplaquetas de grafeno, foi avaliada a aplicacdo de metanol, acetonitrila e acetona
acidificados. Pela andlise da Figura 9, pode-se observar claramente que a aplicacdo da

solucdo com a composi¢do acetona/acido acético (85/15 v/v) oferece a melhor condicdo para
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remocdo de micotoxinas da superficie do adsorvente utilizado. Este solvente entdo foi

escolhido para o método de ensaio.

120%

)
= 100% =
]
-g 80%
2
n 609
9 %
5 —
0,
g 40% I
‘©
c 20% L =
<
0%
o o o o o o
o o L = B 8=
R S = = = =
<, 3 <,3 g 3 : 3
S 9 S o c = © — T = © —
L 9 e < > R >
= 5 In =5 (SIS o oS o
238 d 28~ B 5 s = 2 A T >
LN o o un o S un
g«;& g“’cn < Z << ~ < 2 <L ~
3 3 C g2 S ® 2
< < S S @© @©
(3] [3) - -
It It 3] 3]
< < = =

Figura 9: Avaliacdo da melhor solugdo para dessor¢do dos analitos da superficie das
nanoplaquetas de grafeno.

A fim de se otimizar o tempo necessario para que a solucdo de dessorcdo otimizada
desorva quantitativamente os analitos, nanoplaquetas de grafeno previamente expostas a
extrato de café torrado fortificado com zearalenona foram submetidas a adi¢éo da solucéo de
dessorcdo e agitacdo em banho de ultrassom por intervalos de tempo distintos, e a mistura,
apos centrifugada e filtrada teve seu sobrenadante analisado. Como pode ser observado na
Figura 10, ao se aplicar um tempo de dessorcdo igual a 10 minutos obtém-se maior eficiéncia.
ApoOs este periodo, observa-se uma reducdo na quantidade de micotoxinas presentes em
solucgéo, que poderia indicar uma possivel readsor¢do dos analitos na superficie do material

adsorvente. Esta condi¢éo foi a escolhida para o método em desenvolvimento.
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Figura 10: Otimizacdo do tempo necessario para dessor¢do do analito da superficie das
nanoplaquetas de grafeno
Validagdo

A investigagdo dos cromatogramas obtidos pela anélise de amostras branco revelou a
auséncia de picos cromatograficos nos tempos de retencéo referentes ao analito, demostrando
a capacidade do método de aquisi¢cdo de dados baseado em MRM, com o0 monitoramento de
duas reacgdes de fragmentacgdo por analito, na identificacdo inequivoca do alvo.

O efeito de matriz foi avaliado ao se preparar curvas de calibracdo em solvente puro e
em extrato de matriz branco. Os resultados foram avaliados pela comparacdo de suas
inclinacdes.

A curva de calibracdo, que foi construida pelo método de regressao linear por Minimos
Multiplos Quadrados Ponderados (MMQP) utilizando como ponderador 1/x, apresentou
valor de coeficientes de determinacédo (R2) igual a 0,997, a curva ainda apresenta ajuste linear
adequado, com valor calculado (203,46) para t superior ao valor critico (2,53). Os resultados
de recuperacgéo apresentam valores médios de 98,9%, 89,4 % e 112,5 % para as fortificacdes

nas concentragdes de 1, 2 e 3 ug kg, respectivamente. A precisdo, avaliada em funcdo dos
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valores de desvio padréo relativo dos resultados das analises de amostras branco fortificadas,
em condicdo de repetibilidade apresentam valores entre 32%, 31% e 16%, respectivamente
para as fortificages nas concentracdes de 1, 2 e 3 ug kg, enquanto em condicio de precisio
intermediaria apresentou valor de 31% para a concentragio de 1 ug kg™*. Os valores de LOD
e LOQ estimados foram, respectivamente, 0,06 e 0,09 ug kg®. Desta forma, o método
avaliado tem capacidade para investigacdo da contaminacao de café torrado por zearalenona
em concentracGes baixas o suficiente para emprego como ferramenta de fiscalizacdo e

prospecc¢édo de dados.

5.3. Concluséao

O trabalho demostra a viabilidade da aplicacdo de nanoplaquetas de grafeno na extracao
de zearalenona presente em amostras de café torrado. O procedimento desenvolvido,
fundamentado na técnica dSPE (extracdo em fase solida dispersiva), se mostrou eficiente e
capaz de analisar com seguranca 0s contaminantes em matriz de elevada complexidade, como
o café torrado, cujo extrato é carregado de coextrativos, sem a necessidade de recorrer a
utilizacdo de colunas de imunoafinidade. A validacdo foi conduzida empregando curvas de
calibracdo preparadas pela adicdo de solucdo padrdo em solvente puro, demonstrando a
capacidade do procedimento em remover coextrativos a ponto de tornar o efeito de matriz
ndo significativo.

Por fim, acredita-se que o desenvolvimento de metodologias analiticas modernas,
capazes de oferecer elevado desempenho a analitico a um custo operacional reduzido, como
0 método proposto por este trabalho, é uma ferramenta valiosa na ampliacdo da capacidade

de fiscalizagdo de produtos por parte de organismos governamentais, além de facilitar aos
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produtores de alimentos o monitoramento da qualidade de seu produto, com o intuito de

oferecer ao consumir alimentos de elevada qualidade.
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6. COMPARACAO DAS ESTRATEGIAS " BOTTON-UP" E "TOP-DOWN'" PARA
A ESTIMATIVA DA INCERTEZA DE MEDICAO NA ANALISE
MULTIANALITO DE RESIDUOS E CONTAMINANTES EM ALIMENTOS

POR UHPLC-MS/MS

79



Resumo

Foi validado um procedimento analitico para a quantificacdo de micotoxinas, pesticidas
e medicamentos veterinarios em trés matrizes distintas: arroz, damasco e feijdo, empregando
um método de extracdo fundamentado em dilute and shoot e quantificagdo por UHPLC-
MS/MS. Os dados de validacao subsidiaram a estimativa de incerteza de medicéo, que foi
realizada por duas metodologias distintas, Bottom-up e Top-down. Os valores de incerteza
expandida obtidos pelas duas metodologias foram comparados e discutidos, sendo

demostrada similaridade entre os valores obtidos pelas duas estratégias de calculo.

Palavras-chave: micotoxinas; pesticidas; medicamentos veterinarios; incerteza de

medicdo; cromatografia liquida de ultra alta performance; espectrometria de massas

sequencial.
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Abstract

An analytical procedure for the quantification of mycotoxins, pesticides and veterinary
drugs in three different matrices was validated: rice, apricot and beans, using an extraction
method based on dilute and shoot and quantification by UHPLC-MS / MS. The validation
data supported the measurement uncertainty estimate, which was performed by two different
methodologies, Bottom-up and Top-down. The values of expanded uncertainty obtained by
the two methodologies were compared and discussed, showing similarity between the values

obtained by the two calculation strategies.

Keywords: mycotoxins; pesticides; veterinary drugs; measurement uncertainty; ultra-

high performance liquid chromatography; sequential mass spectrometry.
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Introducéo

O controle da presenca de contaminantes nos alimentos é uma questdo que esta a
aumentar em atencdo da comunidade cientifica e politica(Kleter and Marvin, 2009). A
presenca de substancias nocivas, como agrotoxicos, micotoxinas e residuos de medicamentos
veterinarios nos alimentos € um fator importante para o adoecimento das populaces e leva
a importantes perdas econémicas(Mesnage and Séralini, 2018)(Richard, 2007)(Baynes et al.,
2016)(Beyene, 2016). Diante desse risco, muito esforco é dedicado pela comunidade
cientifica no desenvolvimento de métodos analiticos mais completos e abrangentes para
aumentar a capacidade de programas de prospeccdo e controle da contaminacao de alimentos.

Muitos destes esfor¢os se concentram no desenvolvimento de métodos multianalitos,
capazes de condensar a determinacdo de um ndmero crescente de contaminantes em uma
unica analise(Frenich et al., 2014), e este fenémeno ¢é observado especialmente na detec¢édo
de micotoxinas, pesticidas e residuos de medicamentos veterinarios(Varga et al., 2013) (da
Silva et al.,, 2019)(Abreu et al., 2020)(Vaclavikova et al., 2013)(Malachova et al.,
2018)(Romero-Gonzalez et al., 2011)(Martinez-Dominguez et al., 2016b)(Kuang et al.,
2013)(Kuang et al., 2013)(Yu et al., 2013)(Burns and Borts, 2019)(Kang et al., 2017) . No
entanto, 0 aumento no escopo dos métodos também traz como consequéncia a elevacédo da
complexidade do processamento de dados, entre eles, a estimativa da incerteza de medicédo
(Hampel et al., 2018)(Hall, 2016).

Para estimar a incerteza de medicdo, o Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement (GUM) é entendido como o principal documento de orientacdo sobre calculos
de incerteza de medigéo(Joint Committee For Guides In Metrology, 2008). No entanto, este
documento apresenta uma metodologia que as vezes € vista como inconveniente para

aplicacdo em métodos analiticos complexos, como os que séo frequentes na préatica da anélise
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quimica moderna (Marco et al., 2007)(Carvalho et al., 2012). O prodimento de célculo que
apresenta, entendido como Bottom-up, exige a combinacédo extensiva das fontes de incerteza
individuais que influenciam de forma significativa a medicéo. Existem propostas de outras
metodologias de céalculo com enfoque na avaliacdo holistica do desempenho analitico, os
procedimentos Top-down (European Commission, 2011)(European Commission DG-
SANTE, 2019).

Ambas as metodologias fazem uso da lei de propagacéo da incerteza, que consiste na
combinacdo das fontes de incertezas identificadas e classificadas como relevantes para a
medicdo. No entanto, eles diferem em larga escala no detalhamento e especificacao das fontes
de incerteza contempladas, bem como nas etapas de célculo envolvidas em suas estimativas
(Abastecimento, 2011).

A adocdo de cada uma das diferentes metodologias apresenta vantagens. Ao trabalhar
com uma abordagem Bottom-up existe a possibilidade de mapear de forma individual as
fontes de incerteza que mais impactam as analises, proporcionando uma melhor condicao de
controle e aprimoramento da metodologia de ensaio. No caso da adocdo da estratégia Top-
down, existe a possibilidade de utilizar os dados gerados em ensaios colaborativos e dados
historicos, no sentido de se obter uma estimativa de incerteza de medi¢do mais robusta(Marcé
etal., 2007).

Neste capitulo, dados de validacdo de uma metodologia analitica foram obtidos para a
determinacdo simultanea de micotoxinas, pesticidas e residuos de medicamentos veterinarios
em vérias classes de alimentos, pela aplicacdo de Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Performance acoplada a Espectrometria Massas Sequencial (UHPLC-MS/MS). Esses dados
foram usados para estimar a incerteza de medi¢do usando duas metodologias distintas

recomendadas por normativas amplamente adotadas no tratamento de dados de quimica
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analitica, uma usando a estratégia Botton-up e a outra usando a estratégia de Top-down. Os

resultados obtidos pelas duas metodologias de calculo foram comparados e discutidos.
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6.1. Parte experimental

Padrdes e reagentes

PadrGes de micotoxinas, pesticidas e medicamentos veterinarios foram adquiridos a
partir de Biopure (Biopure, Getzersdorf, Austria) e foram preparados em acetonitrila (Merck,
Darmstadt, Alemanha) ou uma solucdo de acetonitrila/agua (1/1 v/v) para preparo das
solucdes estoque. As solucbes foram armazenadas sob refrigeracéo a -20 ° C. Na preparacédo
da fase mdvel para uso no cromatografo liquido foram utilizados acido acético glacial grau
HPLC, metanol, acetonitrila (Merck, Darmstadt, Alemanha) grau HPLC e agua de qualidade

Milli-Q (Milli-pore, Billerica, MA, EUA).

Amostras

Amostras branco de arroz, damasco e feijdo foram recebidas do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento do Brasil. As amostras foram primeiramente moidas
sucessivas vezes até um tamanho de particula médio igual ou inferior a 100 um e
subsequentemente homogeneizada. Em seguida, uma fraccdo desta amostra, 100 g, foi
posteriormente moida até se obter particulas de tamanho igual ou inferior a de 8 um. As
amostras foram armazenadas em frascos de plastico inerte sob refrigeracdo (- 8 + 2 ° C) até

serem utilizadas nas analises.

Meétodo analitico empregado

Procedimento de extracéo

Foi aplicado um método de extracdo adaptado a partir da literatura(Malachova et al.,

2014) que demostrou um bom desempenho para um grande ndmero de analitos. Este
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procedimento foi miniaturizado visando uma reducdo no consumo da solucdo padréo. Os
detalhes podem ser encontrados na literatura mencionada.

Para a etapa de extracdo, 1 g de amostra previamente moida e homogeneizada foi pesada
em frascos de polimero inerte, ao qual foram adicionados 4 mL de uma solucéo de extracdo
(acetonitrila/agua/acido acético 79: 20: 1, v/ v/ v). A mistura foi agitada durante 90 minutos
usando um agitador rotativo (GFL, Burgwedel, Alemanha) e deixada em repouso durante 30
min para precipitacdo do solido em suspensdo. Em seguida, uma aliquota de 500 uL da
amostra foi retirada e transferida para um vial, ao qual foram adicionados 500 pL de

acetonitrila para fins de diluicdo, seguido de analise em um sistema LC-MS/MS.

Método LC-MS/MS
Foi aplicado um procedimento de analise que faz uso de um sistema de cromatografia

liquida acoplada a um espectrometro de massas sequencial desenvolvido previamente,
reportado em detalhes na literatura (Malachova et al., 2014). Utilizou-se um espectrometro
de massas com analisador tipo triplo quadrupolo da marca SCIEX, modelo QTRP 6500
(SCIEX, Foster City, CA, EUA) e um sistema UHPLC da Agilent, modelo 1290 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha)

Para a etapa de separacdo de cromatografia, foi aplicando uma coluna Gemini C18, 150
x 4,6mm, com um tamanho de particula de 5 um, que foi operada com uma coluna em C18,
4 x 3mm (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A eluigéo foi realizada utilizando um gradiente
binario com fluxo de 1000 mL min?, as fases mdveis foram: metanol/agua/acido acético
10:89:1 (v/v/v) como um eluente A e metanol/agua/acido acético 97:2:1 (v/v/v) como eluente
B, ambos contendo 5 mM de acetato de amonio. Para realizar a eluicdo, um fluxo composto

por 100% A € inicialmente ajustado e mantido por 2 min, entdo a propor¢édo de B é aumentada
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para 50% entre 0 minuto 2 e 0 minuto 5, seguido por um novo incremento de B para 100%
entre 0 minuto 5 e 0 minuto 14, proporcdo mantida até o minuto 18. Depois disso, a coluna
é reequilibrada a 100% de A por 2,5 min.

O espectrometro de massa foi operado em um regime programado de MRM, no modo
positivo. Para assegurar a seletividade do sistema e evitar o risco de falsa deteccdo e
quantificacdo dos analitos, foram monitoradas duas transicdes de massa para cada analito.
Uma transicdo foi utilizada como quantificador, a transicdo com a qual se calcula a curva de
calibracdo e realiza os calculos de concentracdo. E a segunda transicdo é utilizada como
qualificadora, cuja resposta instrumental alimenta um sistema de identificacdo da resposta

instrumental.

Quantificacéo

Para a quantificacdo, optou-se por trabalhar com curvas de calibracdo preparadas em
solvente, construidas pela diluicdo de solucdes padrdo dos analitos numa solucdo de
solventes, cuja composicao de acetonitrila/agua/acido acético (49,5/49,5/1, viviv), a fim de
se obter cinco niveis de concentracéo nas concentrages de 1:3:10:30:100:300 ug kg?. As
curvas de calibracdo foram obtidas pelo método dos Minimos Quadrados Ponderados
utilizando como ponderador a fator 1/x. As curvas de calibracdo foram preparadas em
triplicata diariamente em triplicata real, e a linearidade foi garantida pela aplicacao do teste

t.

Amostras controle

Para a estimativa das figuras de mérito associadas a validacao analitica, coma finalidade

de evidenciar o desempenho do procedimento adotado, foi empregado um conjunto de
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amostras branco fortificadas. As amostras foram previamente analisadas pelo meétodo
analitico apresentado anteriormente para a investigacdo da presenca dos analitos em
concentracdo capaz de afetar os ensaios. Uma vez que tenha sido verificada a auséncia de
sinais analiticos capazes de sobrepor os dos analitos, ou a sua presenca em quantidades
capazes de causar uma resposta instrumental ndo superior a 30% do sinal presentes nas
amostras fortificadas na concentracdo mais baixa, as matrizes foram consideradas branco.
Tendo em vista a quantidade de analitos a serem avaliados e a ocorréncia natural de muitos
deles nas matrizes estudadas, entendeu-se muito improvavel a obtencdo de amostras
totalmente isentas da presenca de todos analitos. Ao todo, foram utilizados 680 substancias
para a validacdo, dentre elas micotoxinas, pesticidas e medicamentos veterinarios.

Em seguida, foram retiradas aliquotas dessas amostras branco, que posteriormente foram
fortificadas com a adi¢cdo de uma determinada quantidade de solucdo padréo dos analitos para
obter uma amostra de concentragdo equivalente a 2 ug kg? de cada um dos analitos. Esta
fortificacdo foi realizada em quintuplicata, durante trés dias diferentes, totalizando 15

repeticdes reais.

Estimativa de incerteza de medicao

Os dados gerados na validacdo do método foram usados para estimar a incerteza de
medicdo por duas diferentes metodologias, que sdo normalmente utilizadas no tratamento de
dados de andlises quimicas para seguranca alimentar. Os dados podem ser encontrados no
Anexo | deste texto. Primeiramente, foi utilizada a metodologia Bottom-up, identificando
individualmente as principais fontes de incerteza e suas realizando combinagGes
subsequentes(Bich et al., 2006), para tal foi utilizada como base a metodologia apresentada

pelo Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement (Joint Committee For Guides
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In Metrology, 2008). Posteriormente, foi aplicado um método Top-down, no qual a incerteza
de medicéo foi estimada com base nos resultados de amostras de controle preparadas a partir
de amostras branco fortificadas, 0 método de calculo aplicado foi o apresentado pelas
Guidelines on Estimation of Uncertainty of Results (European Commission, 2011). As duas
estratégias aplicam a lei de propagacao de incerteza (Vuolo, 1996) para a combinacéo de
fontes de incerteza que foram identificadas em cada caso, mas diferem substancialmente no
detalhando das fontes a serem consideradas. Os valores de incerteza de medicao obtidos pelas
duas metodologias foram entdo comparados para verificar suas equivaléncias. O céalculo da
estimativa da incerteza foi realizado por meio do software Microsoft Excel 2016 (Microsoft,

NY, EUA).

Estimativa da incerteza de medicao usando a abordagem de Bottom-up

Ao estimar incertezas usando o método Bottom-up, uma combinacgédo exaustiva de fontes
de incerteza associadas a medicdo € buscada. Para isso, primeiramente foi especificada a
equacdo do mensurando, a funcdo matematica que relaciona as grandezas de entrada, que sao
obtidas nas medi¢des, com a grandeza de saida, que neste caso se trata da concentracdo do
analito na amostra. Em uma segunda etapa seguida, na qual sdo identificadas as fontes de
incertezas relacionadas a andlise. Foi utilizado um diagrama de causa e efeito para apoiar a
identificacdo das fontes de incerteza que foram consideradas relevantes. Seguido por uma
préxima etapa onde foram estimadas as incertezas padrdo para cada uma das fontes de
incerteza identificadas. Foram empregadas estimativas do Tipo A, relativas as medidas
repetitivas realizadas durante as analises, e estimativas do Tipo B, quando foram utilizadas
informacdes obtidas por outros meios, como certificados de calibracdo, dados providos por

fabricantes de instrumentos de medigé&o, entre outros (Taylor, Barry N and Kuyatt, 1994). Na
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ultima etapa, as incertezas padréo relacionadas as fontes de incerteza serdo combinadas pela
aplicacdo da lei de propagacéo da incerteza e os coeficientes de sensibilidade serdo aplicados.
Os coeficientes de sensibilidade foram calculados como as derivadas parciais da grandeza de
saida em funcdo de cada uma das grandezas de entrada especificadas na equacdo do
mensurando. Finalmente, a incerteza expandida foi estimada multiplicando a incerteza
combinada pelo fator de abrangéncia, o multiplicador escolhido para definir um nivel de
confianca de 95% sobre o intervalo representado pela incerteza expandida (Taylor, Barry N

and Kuyatt, 1994).

Estimativa da incerteza de medicao usando a abordagem de Top-down

Para a estimativa da incerteza pela metodologia Top-down, devido a incapacidade de
utilizacdo de material de referéncia certificado ou testes colaborativos, indisponiveis para
ensaios com tantos analitos, foram utilizadas amostras branco fortificadas. Para isso, foram
entendidas como relevantes as fontes associadas a precisao intermediaria e fonte de incerteza
associada a recuperacdo, uma vez que os resultados emitidos pelo método analitico em estudo

sdo corrigidos por um fator de recuperacéo.

6.2. Resultados e discussao
Estimativa da incerteza de medi¢ao usando o método Bottom-up
Neste método de tratamento de dados em que a relagdo de causa e efeito na propagacéo
de incertezas é determinada extensivamente, inicialmente foi feita a defini¢do da funcéo de
medicéo, sequida da identificag&o das fontes de incerteza e sua posterior quantificagéo, pela
combinacéo destas diferentes fontes e, finalmente, a estimativa da incerteza expandida(Joint

Committee For Guides In Metrology, 2008).
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Modelando a medigdo

Nesta etapa, foi estabelecida uma equacdo matematica que relaciona as grandezas de
entrada ao mensurando. Foram incluidos os fatores de correcdo para expressar todas as
grandezas que podem trazer uma contribuicdo relevante para a incerteza de medicdo do
resultado analitico. A funcdo de medicdo obtido € apresentado pela Equacéo 14

Equacéo 14

_ (A B a) . Vextraction . Vextract t Vaitution . 1
b msample Vextract Rec

+ Crepro

Sendo que X representa a concentracdo do analito (ug kg?t), A representa a érea
cromatografica obtida no ensaio da amostra, a representa a intercepto da curva de calibracéo,
b representa a inclinagdo da curva de calibragdo (L ug™), Vextraction representa o volume
usado na extracdo (L), msample representa a massa da amostra (kg), Vextract representa o
volume do extrato usado na diluicdo (L) , Vdilution representa o volume da solucdo usada na
diluicdo (L), Rec representa a recuperacdo estimada para o ensaio e Crepro representa a
correcdo nula para a precisdo intermediaria (ug kg) que estima a variabilidade dos resultados
oferecidos pelo método analitico em termos de erros aleatorios, apesar desta Ultima correcéo

ter valor nulo, mas ndo uma fonte de incerteza nula.

Identificacdo das fontes de incerteza

Para apoiar a identificagdo das fontes de incerteza de medicdo pertinentes, um diagrama
de causa e efeito, ou diagrama de Ishikawa, foi elaborado (Figura 11). As fontes de incerteza
identificadas e suas representacdes no diagrama de Ishikawa sdo, no caso daquelas as
associadas a elaboragéo da curva de calibracdo, a representando a incerteza na estimagao do
intercepto da curva de calibragdo; b representando a incerteza na estimacgéo da inclinagdo da
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curva de calibracéo; cov (a, b), representando a covariancia entre o intercepto a e a inclinacéo
b da curva de calibracdo; Area, representando a incerteza na obtencéo da resposta analitica
na forma da area cromatografica referente ao analito. Foram identificadas as fontes
associadas as medicGes de volume realizadas para adicionar a solugdo de extracdo e para
coletar aliquotas para diluir o extrato, como a Resolucdo, referente a resolugdo do
instrumento de medicdo; Calibracdo, referente a calibracdo do instrumento de medicao;
Repetibilidade, referente a variacdo observada no uso de instrumentos de medicdo em
condicdo de repetibilidade. Foram identificadas aquelas associadas a operacdo da balanca,
como a Excentricidade, referente a variacdo observada dos valores de massa obtidos em
pesagens sob condicdo de repetibilidade decorrente da excentricidade do instrumento de
medida, e as ja citadas Resolucéo, Calibracdo e Repetibilidade, representando dispersédo
da mesma natureza daquelas na operacdo de equipamentos de medi¢cdo volumétrica. Foi
apontada a fonte Recuperacao, referente a dispersdo observada nos valores de recuperacdo
e utilizados para operar corre¢fes nas determinacfes. E por fim, a fonte representada por

Precisdo, referente a reprodutibilidade intermediéria.
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Excentricidacle

Resolugdo Resolugdo

Resolugdo

Calibragdo Calibragio Calibragio

Repetibilidade Repetibilidade Repetibilidade

Concentragio

Excentricidade Resolugdo

Resolugdo Calibragdo

Calibragéo Repetibilidade

Repetibilidade

Figura 11: Diagrama de Ishikawa para representar a relacdo de causa e efeito de fontes de
incerteza na determinagdo multianalito

Quantificacdo de incertezas padréo

A quantificacdo das incertezas padrdo sera realizada para cada uma das fontes de

incerteza.

Incerteza padréo de volume

Para as fontes de incerteza associadas a medicdo de volume, Vextraction, Vextract e
Vdilution foram identificados, para cada uma delas, tres outras fontes secundarias de
incerteza, das quais uma é do Tipo A, referente a repetibilidade (L), e duas do Tipo B,
resolucdo (L) e calibracdo (L). As incertezas padrao associadas a resolucdo foram aquelas
relatadas pelo fabricante dos instrumentos usados, as incertezas padrdo em relacdo a
calibracdo utilizada foram aquelas obtidas em certificados de calibragdo das micropipetas
utilizadas, as incertezas padrdo em relacdo a repetibilidade foram estimadas em uma
verificagdo realizada no préprio laboratorio, sob a condigdo de repetibilidade e em volume

igual aquele em que o instrumento foi utilizado para a analise.
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As incertezas de cada uma das fontes foram combinadas, aplicando a lei de propagacéo
de incerteza. As informacgdes metrologicas das micropipetas utilizadas em procedimentos
analiticos relativos a estas medidas de volume sdo apresentadas na Tabela 11 e as fungdes
utilizadas para combinar as incertezas padrdo de fontes secundarias para a estimativa da
incerteza padrdo das fontes relacionadas com as medi¢des de volume sdo expressas nas

equacdes Equacéo 15 a Equacdo 17.

Tabela 11: Dados metroldgicos dos instrumentos de medigdo

Categoria Fonte Incerteza / unidade Tipo f.d.p.*
Resolucao 0,00005 (L) B Retangular
Volume de
Calibracao 0,00015 (L) B Normal
diluicdo
Repetibilidade 0,0003 (L) A Normal
Resolucao 0,00005 (L) B Retangular
Volume de
Calibracao 0,00015 (L) B Normal
extracao
Repetibilidade 0,0003 (L) A Normal
Resolucao 0,00005 (L) B Retangular
Volume de
Calibracao 0,00015 (L) B Normal
extrato
Repetibilidade 0,0003 (L) A Normal
Resolucao 0,00000005 (kg) B Retangular
Calibracao 0,000075(kg) B Normal
Massa da amostra
Excentricidade 0,000075(kg) B Normal
Repetitividade 0,00015(kg) A Normal

*Funcéo de distribuicio de probabilidade
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Equacéo 15

uVextraction

— 2 2 2 2
- \/(Vextraction)urepeatability + (Vextraction)ucalibration + (Vextraction)uresolution + (Vextraction)uvar.temperature

Equacéo 16

UWWextract

— 2 2 2 2
- \/(VextTaCt)urepeatability + (VextTaCt)ucalibration + (VextTaCt)uresolution + (Vextract)uvar.temperature

Equacéo 17

WWaitution

— 2 2 2 2
= \/(Vdilution)urepeatability + (Vaitueion) Ueativration + Vaitution) Uresonution + (Vdilution)uvar.temperature

Sendo uVextraction a incerteza padrdo em relacdo a etapa de adicdo do volume de
solucdo de extracdo e Vextracdo é o volume da solucdo de extracdo usado; uVextract a
incerteza padrdo quanto a etapa de adicdo do extrato para diluicdo e Vextract o volume de
extrato utilizado; uVdilution a incerteza padrdo quanto a adi¢cdo da solucdo de diluicdo ao
extrato e Vdilution o volume da solucdo de diluicdo utilizada; urepeatability referindo-se a
incerteza do padrdo de repetibilidade; ucalibration referente a incerteza do padrdo de
calibracdo; uresolution referindo-se a incerteza do padrao de resolucdo e uvar.temperature

referindo-se a incerteza do padrdo associada a variacdo de temperatura.

Incerteza padréo de massa

Foram identificadas quatro fontes de incerteza associadas a medi¢do de massa da
amostra, elas séo a resolucdo, do Tipo A (kg), e as fontes da calibracdo Tipo B (kg),
excentricidade (kg) e repetibilidade (kg). As informagdes fornecidas pelo fabricante da

balanca operada foram usadas para estabelecer a incerteza padrdo associada a resolucdo, a
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incerteza padréo associada a calibragéo e excentricidade foram obtidas a partir do certificado
de calibracdo do instrumento, e a incerteza associada a repetibilidade foi calculada a partir
de medicOes de massa realizada na balanca, em condic¢des de repetibilidade com peso padréao
em massa proxima a utilizada na coleta da amostra para analise.

Foi entdo utilizada a lei de propagacédo da incerteza, para combinar as incertezas-padréo
de cada uma das fontes acima mencionadas que compdem a incerteza padrdo da massa e
estdo presentes na Equacao 18:

Equagéo 18

umsample

= (msam le)u2 + (msam le)u2 + (msam le)u2 + (msam le)u2
p repeatability p calibration p resolution p eccentricity

Onde umsample representa a incerteza padrdo da medigdo da massa da amostra,
urepeatability representando a incerteza padrdo da repetibilidade, ucalibration representando
a incerteza padrao da calibracdo; uresolution representa a incerteza padrdo da resolucéo e a

ueccentricity representa a incerteza da excentricidade padrao.

Curva de calibracéo

No procedimento adotado para determinar a concentracdo de residuos e contaminantes
em alimentos, optou-se por utilizar uma curva de calibragdo que relaciona a resposta
instrumental a uma determinada concentracdo utilizando uma fun¢do matematica obtida pelo
método de Minimos Quadrados Lineares, que é descrita aqui como uma curva de calibragéo
analitica. Foram identificadas quatro fontes de incerteza que contribuem para a incerteza da

estimativa da concentragdo usando a curva de calibracdo, uma associada a obtencdo da area
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do pico cromatografico relacionado com o analito, cuja incerteza padrdo foi obtida por
calculo do desvio padrdo da area cromatografia, deste modo do Tipo A. As outras fontes de
incerteza associadas a curva de calibracdo identificadas sdo: a incerteza do calculo do
intercepto a e a incerteza associada ao céalculo da inclinago b (L ug™) e a incerteza associada
a covariancia entre a e b cov(a,b), fontes de incerteza do Tipo A. Paraa estimativa da
incerteza padrdo de cada uma dessas fontes uma curva de calibracdo foi preparada em

triplicata em uma condicéo de precisdo intermediéria.

Recuperacéo

O método analitico em estudo corrige os resultados pelo fator de recuperacéo, igual ao
inverso da recuperacdo aparente estimada na analise de amostras controle, amostras em
branco enriquecidas em concentracdes conhecidas. A incerteza associada a esta fonte foi
estimada usando o desvio padrdo calculado entre os fatores de correcdo de recuperacédo

obtidos da analise de amostras de controle em condigdes de precisdo intermediéria.

Precisdo intermediaria

Embora sejam as fontes de incerteza associadas a repetibilidade dos instrumentos de
medicdo de massa e volume contempladas individualmente, bem como aquelas associadas a
obtencdo de picos cromatograficos e sua integracdo, incluiu-se uma fonte de incerteza
denominada de precisdo intermedidria puPrec, do Tipo A, que visa abordar as incertezas
associado a variagdo entre os lotes de amostras, preparacdo de amostras, a variagdo inerente
ao ensaio realizado por varios analistas, entre outros. A incerteza padrao para esta fonte foi
calculada estimando o desvio padréo das amostras de controle preparadas e testadas durante

trés dias diferentes, por dois analistas.
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Calculando a incerteza combinada e expandida do mensurando
Para estimar a incerteza de medi¢cdo combinada em relacéo as determinacdes feitas sob

este método analitico, as incertezas padrdo de cada fonte foram combinadas pela aplicacéo
da lei de propagacédo da incerteza e os coeficientes de sensibilidade para cada uma dessas
fontes foram calculados como a derivada parcial para as grandezas de entrada representadas

na funcdo de medicao, expressa na Equacéo 19 a Equacéo 26

Equagéo 19

Ox _ Vextraction * Vextract T Vextraction * Vaitution

da b- Vextract " Rec Msample

Equagéo 20

0x _ (A Vextraction — @ * Vextraction) * Vextract + Vaitution)

- . . . h2
db Msample * Vextract * Rec b

Equacédo 21

0x _ A Vextract = @ Vextract + A Vainution — @ Vaiution

aVextraction b- Vextract " Rec Msample

Equacéo 22

0x _ (A ’ Vextraction —a: Vextraction) ' (Vextract + Vdilution)

- . . . 2
a7nsample b Vextract Rec msample

Equacéo 23

0x _ (A ' Vextraction —a: Vextraction) ' Vdilution
2

Wextract b- Msample Rec  Veyerace

Equacéo 24

Ox _ A Vextraction — @ * Vextraction

WVaitution b * Vextract - Rec - Msample
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Equacéo 25

0x __ (A " Vextraction — @ Vextraction) ' (Vextract + Vdilution)
dRec b- Msample * Vextract * Rec?
Equagéo 26
ox 1
aCrepro

Em seguida, a incerteza expandida foi calculada usando uma probabilidade de 95% e

um fator de abrangéncia igual a 2,00 foi aplicado.

Estimativa da incerteza de medicao usando o método Top-down

Em contraponto ao método Bottom-up apresentado acima, a incerteza de medicédo
também foi estimada pela estratégia Top-down e, para tanto, foi usada a publicacdo CAC/GL
59-2006 (European Commission, 2011). Dentre as varias metodologias de estimativa da
incerteza de medicdo apresentadas por este guia, foi escolhida aquela que utiliza dados de
amostras de controle. A utilizagéo de resultados obtidos em ensaios de proficiéncia seria a
opcdo mais recomendada, mas devido a disponibilidade limitada de estudos colaborativos
para ensaios multianalitos na diversidade de matrizes e analitos necessarios, seu uso ndo foi
uma opcao viavel para este estudo.

Para a estimativa da incerteza com base na metodologia selecionada, foram utilizados
dados de validacdo, onde amostras em branco foram fortificadas em concentracdo controlada
e submetidas a testes de repetibilidade e precisdo intermediéria.

A incerteza de medicéo relativa sera o resultado da combinacgdo das incertezas padrao
relativas associadas a recuperagéo urec, estimada pelo desvio padréo relativo dos valores de
recuperacao obtidos nos testes de validagéo; e a incerteza relativa padréo associada a precisao

intermediaria uprec, estimada pelo desvio padrdo relativo dos valores de concentracdo,
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obtidos nos testes de validacdo em condicdes de precisao intermediaria, ao longo de trés dias
de testes e realizados por diferentes analistas. A combinacéo dessas duas fontes é apresentada
pela Equacéo 27

Equacéo 27

r— 2 2
u = ’urec + Uprec

Sendo que u' representa a incerteza combinada, urec representa a incerteza de
recuperacao uprec representa a incerteza de precisdo intermediéria.

Apds esta etapa, a incerteza expandida relativa (U) é calculada multiplicando-se a
incerteza combinada relativa pelo fator de abrangéncia (k), que, neste caso, para uma
probabilidade de 95%, sera adotado valor igual a 2. A Equacéo 28 representa esta operacao.

Equagéo 28

Valores de incerteza de medicao obtidos

Apbs aplicar o método de estimativa de incerteza de medi¢do Bottom-up (Figura 12,
Figura 14 e Figura 16), e Top-down (Figura 13, Figura 15 e Figura 17), descritos
anteriormente, sobre os dados de validacdo para 0os 680 compostos, nas matrizes de alimentos
arroz, damasco e feijao.

As figuras (da Figura 12 a Figura 17) apresentam a distribuicdo dos valores de incerteza
de medicdo relativa estimados para a determinacdo dos 680 analitos em estudo, para cada
uma das matrizes. Ao se analisar 0s histogramas, podemos observar que ha pouca diferenca

entre aqueles que descrevem os resultados obtidos por metodologias de calculo distintas, em
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todas as matrizes. Isso se da em virtude da relevancia que a fonte de incerteza referente a
estimativa da precisdo intermediaria possui sobre as duas metodologias de calculo. Como as

duas abordagens tem nesta fonte a maior contribuicdo para a incerteza combinada total, a sua

variacdo modula o resultado em ambas.
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Figura 12: Distribui¢do dos valores de incerteza de medigdo relativa obtidos pelo método
Bottom-up para dados de validagdo em arroz.
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Figura 13: Distribui¢do dos valores de incerteza de medigdo relativa obtidos pelo método

Top-down para dados de validagdo em arroz
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Figura 14: Distribuicdo dos valores de incerteza de medig&o relativa obtidos pelo método

Bottom-up para dados de validacdo em damasco.
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Figura 15: Distribuicdo dos valores de incerteza de medigéo relativa obtidos pelo método

Top-down para dados de validagdo em damasco
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Figura 16: Distribuicdo dos valores de incerteza de medic&o relativa obtidos pelo método

Bottom-up para dados de validacéo em feijéo.
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Figura 17: Distribuicdo dos valores de incerteza de medigdo relativa obtidos pelo método
Top-down para dados de validag&o em feijéo

Porém, ao analisarmos as medias dos valores de incerteza de medicao relativa obtidos
para cada um para os métodos de calculo Bottom-up e Top-down, respectivamente 33 e 30 %
para a validacdo em arroz, 52 e 53 % para 0s dados obtidos em damasco e 32 e 28 % para 0s
dados obtidos em feijdo; podemos observar valores de incerteza de medicao levemente mais

baixos ao se adotar a abordagem Top-down.

6.3. Concluséo
Diversas metodologias para a estimativa da incerteza de medicdo foram propostas ao
longo do tempo, e guardam metodologias de célculo distintas, se tornando de grande
importéncia a selecdo dos procedimentos mais adequados a finalidade das medicdes.
Neste trabalho foram utilizados dados de validagdo de um método analitico

desenvolvido para a determinacdo multianalito de micotoxinas pesticidas e medicamentos

104



veterinarios alimentos pelo emprego de metodo de dextracdo dilute and shoot e
cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas sequencial.
Estes dados subsidiaram a estimativa da incerteza de medi¢cdo por duas metodologias
distintas que se destacam na literatura, 0 método Bottom-up proposto pelo GUM, mais
laborioso, e 0 método Top-down proposto pelo CODEX, mais simples.

A andlise dos resultados apontou pequena diferenca estre os resultados obtidos pelas
duas metodologias e grande similaridade na distribuicdo dos valores de incerteza de medicédo
relativa obtidos para os diversos analitos em estudo.

Portanto, é possivel concluir que a opcdo por qualquer um dos dois métodos de
estimacdo de incerteza de medicdo avaliados levaria a resultados semelhantes, ndo havendo
riscos de subestimacao da incerteza de medicao pela adocdo do método Top-down, tendo em
vista o sistema analitico em estudo.

E ainda importante apontar que a estimativa de incerteza pode constituir uma ferramenta
importante para o controle da qualidade de ensaios e a conformidade do sistema de analise,
em especial se as fontes de incerteza sdo estudadas de forma independente e exaustiva, uma
particularidade da abordagem Bottom-up. Cabendo ao analista o julgamento de quais

estratégias sdo mais convenientes ambiente analitico em que sdo realizadas as determinacdes.
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ANEXO |

Neste anexo encontra-se apresentada a tabela contendo os valores de incerteza estimados

para na se¢do “COMPARACAO DAS ESTRATEGIAS " BOTTON-UP" E "TOP-DOWN"

PARA A ESTIMATIVA DA

INCERTEZA DE MEDICAO NA ANALISE

MULTIANALITO DE RESIDUOS E CONTAMINANTES EM ALIMENTOS POR

UHPLC-MS/MS”

Tabela S1: Incerteza de medicéo expandida estimada para cada um dos analitos por duas

metodologias distintas.

Analito

15-Acetyldeoxynivalenol
15-Desoxyoxalicine B
15-Hydroxyculmorin
15-Hydroxyculmoron
16-Ketoaspergillimide
2,4-Dimethylanilin
3-Hydroxycarbofuran
4-Methoxycyclopeptin
5-Methylmellein
7-Hydroxykaurenolide
7-Hydroxypestalotin
Acephate
Acetamiprid
Aflatoxicol
Aflatoxin B1
Aflatoxin B2
Aflatoxin G1
Aflatoxin G2
Aflatoxin M1
Aflatoxin P1

Incerteza expandida estimada

pelo método Bottom-up

Incerteza expandida estimada

pelo método Top-down

Arroz Damasco Feijao Arroz Damasco  Feijéo
38 % 91 % 113 % 37 % 70 % 54 %
35 % 88 % 43 % 33% 60 % 26 %
36 % 64 % 65 % 27 % 57 % 45 %
85 % 98 % 80 % 61 % 96 % 61 %
16 % 29 % 30 % 13% 28 % 24 %
64 % 61 % 36 % 61 % 59 % 31 %
25 % 15 % 22 % 20 % 15 % 17 %
32% 56 % 36 % 27 % 54 % 31 %
87 % 89 % 59 % 58 % 79 % 47 %
39 % 41 % 53 % 30 % 40 % 44 %
27 % 20 % 28 % 21% 20 % 28 %
13 % 55 % 19 % 12 % 55 % 16 %
14 % 12 % 20 % 11 % 9% 17 %
22 % 37 % 38 % 20 % 35% 33%
24 % 42 % 30 % 23% 40 % 28 %
15 % 35 % 27 % 14 % 30 % 23 %
34 % 26 % 37 % 34 % 24 % 31 %
26 % 22 % 41% 25 % 22 % 28 %
20 % 47 % 24 % 19 % 46 % 22 %
24 % 23 % 28 % 21% 16 % 20 %
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Aflatoxin Q1
Agistatin D
Agroclavine
Albendazole sulfone
Albendazole-2-aminosulfone
Aldicarb
Aldicarb sulfone
Aldicarb-Sulfoxide
Allethrin
Amauromine
Ametoctradin
Ametryn
Amidosulfuron
Aminodimethyloctadecanol
Amygdalin
Ancymidol
Anilofos
Anisodamine
Anisomycin
Antibiotic F 1849 A
Antibiotic Y
Aristolochic acid A
Aspergillimide
Asperloxine A
Aspinolid B
Aspinonene
Aspochalasin D
Aspochalasin |
Aspochalasin J
Aspochracin
Aspon
Asteltoxin
Asterriquinonedimethylether
Asulam
Atrazin
Atrazin-Desisopropyl
Atrazine-desethyl

41 %
23 %
27 %
14 %
26 %
37 %
14 %
64 %
23 %
26 %
29 %
18 %
18 %
15 %
25 %
28 %
20 %
15 %
18 %
35 %
140 %
68 %
15 %
21 %
44 %
20 %
37 %
20 %
26 %
22 %
15 %
42 %
60 %
20 %
43 %
25 %
35 %

27 %
29 %
27 %
12 %
8 %
55 %
37 %
68 %
43 %
42 %
38 %
37 %
65 %
62 %
193 %
39 %
31%
23 %
15 %
48 %
235 %
65 %
21 %
56 %
67 %
7%
48 %
43 %
50 %
55 %
41 %
63 %
97 %
58 %
60 %
24 %
18 %

44 %
29 %
36 %
12 %
21 %
46 %
17 %
60 %
39%
18 %
28 %
21 %
33%
24 %
34 %
24 %
25 %
25 %
26 %
23 %

128 %

49 %
23%
33 %
40 %
18 %
30 %
34 %
29 %
35 %
31%
65 %
49 %
13 %
31%
15%
31%

33%
20%
26 %
11%
24 %
31%
12%
62 %
19 %
18 %
26 %
16 %
15%
11%
23%
24%
16 %
14 %
16 %
26 %

130 %

46 %
13%
19%
36 %
16 %
34 %
17 %
22%
21%
15%
35%
55 %
19 %
41 %
19%
33%

26 %
24 %
26 %
11%
6 %
44 %
35 %
68 %
43 %
39 %
38 %
35%
65 %
60 %
193 %
38 %
30 %
23 %
14 %
43 %
265 %
60 %
16 %
56 %
66 %
6 %
38 %
42 %
48 %
51 %
40 %
61 %
94 %
56 %
57 %
23 %
17%

30 %
16 %
30 %
10 %
13 %
36 %
12%
58 %
26 %
15%
25%
17%
28 %
16 %
22%
22%
21%
24 %
25%
18 %
135 %
40 %
20 %
31%
38 %
13 %
22%
26 %
22%
28 %
29 %
49 %
31%
10 %
27 %
8 %
21%
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Austalide A
Austalide B

Austalide Derivative

Austalide F
Austamide
Austocystin A
Austocystin B
Austocystin |
Australide D
Australide F
Averufin Derivat
Azaconazol
Azamethiphos
Azinphos-ethyl
Azinphos-methyl
Azoxystrobin
Bassianolide
Beauvericin
Beflubutamid
Benalaxyl
Bendiocarb
Benodanil

Benoxacor

Benthiavalicarb-isopropyl

Benzomalvin A
Benzomalvin B

Benzomalvin C

Bis(methylthio)gliotoxin

Bitertanol
Bixafen
Boscalid

Brasiliamide A
Brefeldin A
Brevianamid F
Brevicompanine B
Bromobutid

Bromuconazol

13 %
12 %
21 %
24 %
21 %
32%
14 %
66 %
33%
42 %
10 %
44 %
24 %
70 %
30 %
20 %
22%
17 %
55 %
26 %
29 %
25%
32%
23 %
38 %
12 %
20 %
39 %
25%
29 %
31%
15%
317 %
48 %
51 %
22%
46 %

51 %
50 %
61 %
38 %
78 %
55 %
52 %
90 %
58 %
36 %
55 %
70 %
43 %
57 %
51 %
43 %
47 %
36 %
53 %
38 %
43 %
43 %
51 %
45 %
50 %
42 %
54 %
53 %
49 %
43 %
62 %
50 %
56 %
44 %
67 %
31 %
47 %

42%
18 %
25 %
44 %
48 %
26 %
21 %
16 %
34%
49 %
20 %
34%
27 %
65 %
33%
20 %
40 %
44 %
41 %
29 %
28 %
25 %
35%
24 %
58 %
20 %
33%
50 %
29 %
18 %
36 %
34%
63 %
24 %
18 %
30 %
24 %

11%
11%
19 %
22%
19 %
31%
9%
45 %
29 %
40 %
9%
43 %
23%
46 %
28 %
18 %
21%
15%
44 %
24 %
21%
22%
26 %
21%
35%
11%
17 %
35%
24%
26 %
28 %
14 %
331 %
41 %
45 %
18 %
41 %

50 %
49 %
59 %
36 %
76 %
55 %
46 %
73%
57 %
34 %
55 %
66 %
43 %
54 %
49 %
42 %
46 %
29 %
47 %
38 %
42 %
43 %
48 %
44 %
48 %
42 %
52 %
49 %
48 %
42 %
62 %
47 %
49 %
36 %
64 %
30 %
45 %

12 %
10 %
14 %
32 %
37 %
23 %
15 %
13 %
28 %
37 %
15 %
30 %
26 %
46 %
24 %
18 %
34 %
41 %
33%
28 %
25 %
22 %
27 %
19 %
44 %
18 %
26 %
41 %
20 %
14 %
20 %
23 %
51 %
13 %
15 %
24 %
22 %
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BTS 40348
BTS 44595
BTS 44596
Bupirimat
Buprofezin
Butafenacil
Butamifos
Butocarboxim
Butocarboxim-sulfoxid
Butoxycarboxim
Butralin
Buturon
Cadusafos
Cambendazole
Carbaryl
Carbendazim
Carbetamide
Carbofuran
Carbofuran 3-oh
Carbophenothion
Carboxin
Carfentrazon-ethyl
Carnequinazolin A
Carnidazole
Cereulide
Chaconin
Chanoclavin
Chevalone B
Chevalone C
Chlamydospordiol
Chlorantraniliprole
Chlorbromuron
Chlorfenvinphos
Chloridazon
Chlorotoluron
Chloroxuron

Chlorpyrifos

24 %
18 %
21 %
26 %
25 %
27 %
18 %
31%
12 %
32%
11%
19 %
22%
16 %
33%
20 %
20 %
28 %
29 %
27 %
20 %
20 %
43 %
20 %
20 %
28 %
19 %
28 %
35%
17 %
22%
40 %
29 %
35 %
40 %
33%
26 %

22 %
45 %
46 %
40 %
47 %
48 %
40 %
39 %
17 %
44 %
14 %
41 %
44 %
8 %
47 %
292 %
42 %
24 %
21 %
75 %
37 %
43 %
41 %
25%
59 %
30 %
36 %
49 %
55 %
16 %
49 %
38 %
41 %
27 %
60 %
35%
60 %

26 %
14 %
19 %
29 %
28 %
24 %
18 %
25%
22%
20 %
24%
30 %
29 %
15%
27 %
21%
27 %
33%
29 %
39 %
26 %
19 %
40 %
17%
70 %
38 %
20 %
29 %
27 %
20%
18 %
24 %
32 %
37 %
34 %
28 %
33 %

20 %
18 %
19 %
25%
24 %
24%
16 %
271 %
11%
28 %
7%
18 %
20 %
15%
30 %
16 %
19 %
271 %
22%
21%
19%
17%
37 %
16 %
15%
24 %
18 %
22%
33%
13%
16 %
35%
24 %
30 %
38 %
31%
24 %

19 %
44 %
45 %
39 %
47 %
47 %
40 %
38 %
16 %
42 %
10 %
41 %
44 %
8 %
46 %
292 %
42 %
23 %
18 %
64 %
37%
43 %
40 %
19%
58 %
29 %
35 %
49 %
51 %
13%
46 %
37 %
40 %
18 %
58 %
34 %
52 %

21%
7%
8 %
26 %
24 %
22%
17%
24%
17%
16 %
15%
25%
25%
11%
25%
21%
24 %
31%
21%
30 %
24 %
16 %
35%
10 %
22%
29 %
17 %
15 %
20%
18 %
13%
21%
27 %
23 %
30 %
21%
30 %
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Chlorthiophos
Chrysogin
Cinerin_I

Cinidon-ethyl

Cinosulfuron

Citreoviridinol

Cladosporone Derivat
Clodinafop-propargyl
Clofentezine
Clomazon
Clonostachydiol
Clopidol
Cloquintocet-Mexyl
Clothianidin

CNM 115443

Colchicin
Communesin B
Coumaphos
Crufomate

Cucurbitacin E
Culmorin
Cyanazin

Cyanofenphos

Cyazofamid
cyclo(L-Pro-L-Tyr)
cyclo(L-Pro-L-Val)

Cycloaspeptide A

Cyclopenin

Cyclopenol

Cyclopeptine

Cyclosporin H

Cycloxydim

Cycluron
Cyflufenamid
Cyhalofop-butyl
Cymiazole

Cymoxanil

29 %
11%
50 %
38 %
17 %
47 %
19 %
15%
31%
24 %
20 %
15 %
18 %
21 %
17 %
19 %
32%
14 %
22%
20 %
35%
39 %
56 %
33%
11 %
33%
48 %
25 %
44 %
20 %
55 %
43 %
38 %
33%
59 %
28 %
27 %

45 %
17 %
69 %
49 %
83 %
85 %
45 %
37 %
51 %
42 %
49 %
20 %
43 %
26 %
45 %
40 %
59 %
36 %
39 %
69 %
53 %
53 %
96 %
56 %
42 %
438 %
101 %
35 %
52 %
46 %
82 %
63 %
57 %
48 %
82 %
52 %
48 %

55 %
33%
83 %
42 %
24%
57 %
60 %
22%
28 %
25%
42 %
21%
20 %
25%
22%
26 %
25%
20 %
21%
54 %
27 %
35 %
7%
24%
35%
53 %
28 %
28 %
30 %
21%
50 %
30 %
31%
19 %
61 %
26 %
31%

24 %
9%
33%
31%
14 %
37 %
18 %
14 %
28 %
22%
18 %
14 %
18 %
16 %
15%
16 %
23 %
13%
21%
18 %
32%
35%
41 %
31%
9%
30 %
40 %
22%
36 %
18 %
49 %
38 %
36 %
27 %
42 %
20%
21%

40 %
13%
59 %
42 %
83 %
71%
43 %
37%
49 %
41 %
49 %
16 %
43 %
16 %
42 %
39 %
56 %
36 %
38 %
66 %
52 %
51 %
79 %
55 %
38 %
440 %
99 %
34 %
46 %
44 %
80 %
62 %
54 %
47 %
75 %
50 %
44 %

35%
33%
62 %
23%
23%
43 %
39 %
20%
21%
22%
41 %
13 %
19%
14 %
20%
22%
23%
11%
18 %
32%
22%
31%
37 %
21%
37%
57 %
19 %
271 %
21%
19%
57 %
19 %
26 %
8 %
43 %
20 %
23%
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Cyproconazol
Cyprodinil
Cytochalasin B
Cytochalasin C
Cytochalasin D
Cytochalasin E
Cytochalasin J
Dechlorogriseofulvin
Dechloroisochromophilon 1V
DEET (Diethyltoluamid)
Dehydrocyclopeptine
Dehydrogriseofulvin
Demeton-S-Methylsulfon
Deoxynortryptoquivalin
Deoxytryptoquivaline A
Desmedipham
Desmethyl-pirimicarb
Destruxin A
Destruxin B
Destruxin D
Diacetoxyscirpenol
Dialifos
Diazinon
Diclobutrazol
Dicrotophos
Didecyldimethylammonium
chlorid (DDAC)
Diethofencarb
Difenoconazole
Diflufenican
Dihydrocompactin
Dihydrogriseofulvin
Dihydrolysergol
Dimefuron
Dimepiperate
Dimethachlor

Dimethenamid

34 %
39 %
25 %
24 %
32%
27 %
25%
17%
27 %
35%
42 %
13 %
23 %
43 %
27 %
18 %
32%
30 %
29 %
41 %
22%
17 %
59 %
40 %
17 %

18 %

45 %
17 %
24 %
34 %
21 %
31%
21 %
32%
17 %
43 %

51 %
53 %
59 %
63 %
61 %
65 %
29 %
47 %
79 %
60 %
59 %
39 %
28 %
70 %
62 %
45 %
26 %
56 %
49 %
84 %
45 %
41 %
51 %
48 %
36 %

56 %

72 %
43 %
53 %
42 %
41 %
27 %
56 %
39 %
41 %
63 %

23%
22 %
89 %
26 %
37%
28 %
19 %
37%
22 %
36 %
39 %
23 %
25 %
31%
44 %
22 %
22 %
30 %
30 %
52 %
25 %
23 %
43%
25 %
30%

57 %

28 %
27 %
31%
47 %
24 %
25%
24 %
37 %
29 %
38 %

33%
32%
21%
20%
21%
22%
20%
17%
25%
32%
37%
12%
18 %
34 %
24%
16 %
28 %
23 %
26 %
32%
19%
14 %
53 %
35%
15%

16 %

42 %
16 %
22%
21%
19 %
26 %
20 %
25%
16 %
41 %

49 %
50 %
56 %
53 %
57 %
58 %
28 %
46 %
78 %
57 %
57 %
39 %
26 %
68 %
59 %
45 %
25 %
55 %
48 %
81 %
44 %
39 %
50 %
44 %
33 %

55 %

69 %
43 %
50 %
40 %
39 %
19 %
55 %
35%
40 %
62 %

18 %
11%
89 %
22%
34 %
21 %
15%
31%
21%
31%
32%
22%
23%
26 %
37 %
18 %
18 %
23%
26 %
46 %
24 %
18 %
39 %
22%
27 %

271 %

25%
19%
21%
31%
22%
22%
24 %
27 %
26 %
32%
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Dimethoat
Dimethomorph
Dimoxystrobin

Diniconazole
Dinotefuran
Diplodiatoxin
Disulfoton-Sulfon
Disulfuton-Sulfoxid
Ditalimfos
Dithiopyr
DMSA
DMST
Dodemorph
Dodine
Edifenphos
Elymoclavine
Elymoclavine-Fructoside
Emindole SA
Enniatin Al
Enniatin B
Enniatin B1
Enniatin B3
Enrofloxacin
Epoxyagroclavin
Epoxycytochalsin C
Eremofortin A
Ergine
Ergocorninin
Ergometrine
Ergometrinine
Erucifolin
Erucifolin-N-Oxid
Ethametsulfuron-methyl
Ethidimuron
Ethiofencarb
Ethiofencarb-sulfon
Ethiofencarb-Sulfoxid

31%
25 %
19 %
41 %
23 %
34 %
21 %
21 %
48 %
55 %
57 %
34 %
27 %
46 %
39 %
110 %
25 %
26 %
16 %
27 %
22%
18 %
34 %
16 %
28 %
50 %
27 %
42 %
22%
23 %
45 %
14 %
13 %
20 %
45 %
21 %
14 %

22 %
48 %
43 %
55 %
43 %
45 %
42 %
44 %
57 %
83 %
40 %
44 %
46 %
108 %
55 %
107 %
95 %
68 %
39 %
41 %
47 %
43 %
31%
22 %
63 %
60 %
32%
46 %
45 %
29 %
74 %
87 %
56 %
14 %
55 %
27 %
33%

23 %
25%
27 %
24%
24%
30 %
33 %
32%
42 %
55 %
55 %
35%
27 %
27 %
110 %
50 %
59 %
38 %
39 %
45 %
36 %
34 %
38 %
28 %
42 %
39 %
28 %
61 %
24%
28 %
1%
21%
20 %
26 %
36 %
30 %
23 %

29 %
23%
17%
36 %
22%
26 %
19%
19%
44 %
49 %
56 %
33%
24%
39 %
34 %
108 %
23 %
23 %
14 %
20 %
16 %
15%
21%
15%
22%
42 %
21%
35%
20%
21%
45 %
12 %
11 %
17 %
41 %
19%
11%

18 %
47 %
42 %
54 %
39 %
43 %
42 %
43 %
56 %
81 %
38 %
42 %
44 %
107 %
52 %
106 %
95 %
64 %
36 %
38 %
42 %
42 %
21%
20 %
59 %
52 %
29 %
38 %
40 %
27 %
14 %
87 %
56 %
12%
54 %
27 %
32 %

21%
19 %
25%
17%
17%
25%
31%
28 %
36 %
47 %
54 %
35%
24 %
17%
136 %
50 %
57 %
18 %
33%
34 %
26 %
32%
30 %
21 %
35%
32%
27 %
33%
20%
25%
50 %
19 %
17 %
22%
32%
28 %
20%
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Ethion
Ethiprole
Ethirimol

Ethofumesat
Ethopabate
Ethoprophos
Etofenprox
Europin-N-Oxid
FO1 1358-A
Famoxadon
Fenamidon
Fenamiphos
Fenamiphos-sulfon
Fenamiphos-sulfoxid
Fenarimol
Fenazaquin
Fenbendazole sulfone
Fenchlorphos-oxon
Fenhexamid
Fenobucarb
Fenothiocarb
Fenoxaprop-ethyl
Fenoxycarb
Fenpiclonil
Fenpropathrin
Fenpropidin
Fenpropimorph
Fenpyroximat
Fensulfothion
Fenthion
Fenthion Oxon
Fenthion-Oxonsulfoxid
Fenthion-sulfon
Fenthion-sulfoxid
Fentinacetat
Fenuron

Festuclavine

19 %
52 %
18 %
37 %
23 %
29 %
23 %
27 %
13 %
43 %
28 %
44 %
17 %
23 %
36 %
94 %
23 %
24 %
39 %
41 %
40 %
47 %
22%
50 %
32%
19 %
26 %
28 %
22%
60 %
18 %
12 %
33%
17 %
34 %
26 %
28 %

42 %
62 %
15 %
64 %
37 %
49 %
83 %
27 %
39 %
49 %
53 %
60 %
45 %
49 %
40 %
142 %
20 %
31%
47 %
54 %
52 %
68 %
45 %
81 %
62 %
42 %
40 %
45 %
45 %
63 %
48 %
31%
49 %
50 %
50 %
22%
27 %

22%
29 %
15%
46 %
32%
27 %
29 %
89 %
26 %
57 %
26 %
33%
32 %
34 %
24%
68 %
19 %
38 %
29 %
37 %
32 %
35 %
32 %
42 %
86 %
26 %
36 %
26 %
31%
28 %
23 %
22%
31%
36 %
97 %
23 %
17%

15%
45 %
15%
33%
22%
26 %
20%
30 %
11%
35%
26 %
41 %
16 %
22%
34 %
92 %
22%
23 %
37%
38 %
36 %
47 %
19%
49 %
27 %
17 %
22%
25%
21%
51 %
16 %
12 %
31%
16 %
33%
23%
24 %

40 %
60 %
12%
62 %
37%
49 %
77 %
34 %
36 %
46 %
53 %
59 %
43 %
48 %
37%
136 %
18 %
31%
43 %
53 %
49 %
67 %
45 %
76 %
52 %
42 %
38 %
44 %
44 %
61 %
47 %
30 %
47 %
49 %
41 %
20 %
25%

16 %
27 %
11%
35%
31%
25%
14 %
95 %
21%
23%
22%
29 %
30 %
31%
21%
62 %
14 %
32%
18 %
30 %
21 %
33%
24 %
24 %
56 %
24 %
29 %
19 %
26 %
21 %
19%
20 %
28 %
32%
63 %
18 %
11%
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Firocoxib
Flamprop-methy!l
Flazasulfuron
Flonicamid
Florasulam
Fluacrypyrim
Fluazifop-P-butyl
Fluazuron
Flubendazole
Flufenoxuron
Flumetsulam
Fluometuron
Fluopicolid
Fluopyram
Fluotrimazole
Fluoxastrobin
Flupyradifurone
Fluguinconazol
Fluroxypyr
Flurtamone
Flusilazol
Flutolanil
Flutriafol
Fomesafen
Foramsulfuron
Formetanate HCI
Fosthiazat
Fuberidazol
Fumigaclavine
Fumigaclavine C
Fumiquinazolin D
Fungerin
Furalaxyl
Furathiocarb
Fusapyron
Geodin hydrate
Gibberellin A14

20 %
35%
19 %
35%
22%
29 %
25%
19 %
32%
20 %
15 %
43 %
23 %
27 %
-57 %
34 %
10 %
32%
57 %
20 %
51 %
19 %
27 %
24 %
122 %
36 %
13 %
15 %
25%
21 %
14 %
45 %
50 %
16 %
35 %
45 %
14 %

51 %
43 %
75 %
31%
25 %
33 %
47 %
65 %
20 %
66 %
23 %
61 %
41 %
32%
-104 %
41 %
10 %
44 %
67 %
44 %
70 %
40 %
47 %
79 %
-160 %
56 %
35 %
15 %
27 %
43 %
47 %
56 %
68 %
42 %
54 %
73 %
60 %

28 %
20 %
26 %
37 %
25%
20 %
15%
34 %
41 %
34 %
21%
33%
14 %
23 %
-145%
22%
25%
42 %
78 %
22%
28 %
20%
34 %
49 %
-186 %
32%
21 %
17 %
16 %
30 %
41 %
43 %
34 %
29 %
32 %
68 %
25%

15%
30 %
16 %
28 %
20%
22%
22%
18 %
22%
13%
14 %
40 %
22%
24%
52 %
33%
9%
29 %
43 %
19 %
47 %
18 %
24%
23%
22%
35%
11%
13 %
24%
17%
12%
37 %
47 %
13 %
25%
37T %
14 %

38 %
43 %
75 %
25%
25%
32%
47 %
59 %
14 %
61 %
23 %
60 %
41 %
31%
35 %
41 %

8%
41 %
58 %
44 %
68 %
39 %
45 %
71%
16 %
55 %
35 %
13%
26 %
42 %
43 %
52 %
67 %
41 %
51 %
68 %
61 %

18 %
16 %
24 %
26 %
22%
17%
11%
24%
22%
25%
20 %
29 %
10 %
19%
42 %
18 %
20 %
28 %
54 %
20 %
17%
19%
28 %
21 %
11 %
28 %
20 %
14 %
12%
26 %
31%
34 %
30 %
25%
28 %
35%
25%
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Griseofulvin
Halofuginone
Halosulfuron-methyl
Haloxyfop-2-ethoxyethyl
Haloxyfop-P-methyl
Harzianopyridine
Heliotrin
Heliotrin-N-Oxid
Heptenophos
Herquline A
Hexaconazol
hydrolysed Fumonisin B1
Hydroxyandrastin A
Hydroxyandrastin C
Imazalil
Imazamox
Imazapyr
Imazaquin
Imazethapyr
Imazosulfuron
Imibenconazol
Imidacloprid
Indoxacarb
lodosulfuron-methyl-sodium
Ipconazole
Iprobenfos
Ipronidazole
Iprovalicarb
Isazofos
Isochromophilon IV
Isofenphos-oxon
Isoprothiolan
Isoproturon
Isoxaben
Isoxadifen-ethyl
Jacobin-N-Oxid

Jasmolin_I

16 %
20 %
23 %
16 %
16 %
25%
16 %
12 %
58 %
19 %
28 %
15 %
22%
29 %
23 %
35%
34 %
21 %
12 %
44 %
47 %
24 %
20 %
15%
22 %
62 %
53 %
36 %
26 %
54 %
28 %
54 %
41 %
23 %
46 %
23 %
107 %

39%
62 %
101 %
44 %
38 %
37%
37%
114 %
66 %
26 %
50 %
43 %
49 %
58 %
42 %
30 %
38 %
44 %
39 %
76 %
92 %
26 %
54 %
61 %
51 %
66 %
52 %
49 %
42 %
51 %
41 %
71%
83 %
54 %
49 %
93 %
94 %

26 %
29 %
20 %
23 %
24%
25%
19%
22%
39 %
18 %
51 %
21%
98 %
40 %
24%
31%
22%
13 %
14 %
28 %
20%
27 %
23%
30 %
25%
67 %
36 %
27 %
29 %
44 %
25%
32 %
40 %
23 %
32 %
18 %
96 %

15 %
19 %
18 %
14 %
15 %
24 %
14 %
11 %
47 %
16 %
26 %
13 %
21 %
23 %
22 %
28 %
34 %
19 %
11 %
34 %
43 %
21 %
17 %
14 %
21 %
45 %
46 %
33 %
23 %
50 %
26 %
52 %
39 %
21 %
37 %
18 %
44 %

38 %
60 %
100 %
43 %
38 %
37%
36 %
114 %
63 %
18 %
50 %
43 %
49 %
55 %
41 %
32 %
39 %
44 %
39 %
74 %
91 %
20 %
54 %
60 %
50 %
56 %
50 %
48 %
40 %
47 %
40 %
67 %
82 %
53 %
45 %
93 %
78 %

24 %
20 %
16 %
17%
21%
21%
15%
21%
35%
14 %
52 %
19 %
24 %
31%
21%
31%
16 %
12%
12%
271 %
17%
16 %
21%
24 %
18 %
51 %
34 %
24 %
21 %
34 %
22%
26 %
33%
21%
30 %
17%
54 %
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K252a
K-76 Derivative 4
Kojic acid
Koninginin E
Kotanin A
Kresoxim-methyl
Lactofen
Lasiocarpin
Lasiocarpin-N-Oxid
Lenacil
Levamisole
Lincomycin
Linuron
Luteusin A
Lysergol
Macrosphelide A
Malaoxon
Malathion
Mandipropamid
Marbofloxacin
Marcfortine A
Mebendazole
Mecarbam
Mefenpyr-diethyl
Meleagrin Derivative
Mepanipyrim
Mepronil
Mesotrione
Metalaxyl
Metamitron
Metazachlor
Metconazole
Methabenzthiazuron
Methamidophos
Methidathion
Methiocarb
Methiocarb-Sulfon

40 %
35%
23 %
22%
11%
50 %
10 %
19 %
21 %
36 %
17 %
18 %
34 %
33%
21 %
34 %
24 %
25 %
15 %
27 %
33%
10 %
22%
30 %
55 %
27 %
41 %
33%
17 %
28 %
19 %
23 %
21 %
17 %
15%
27 %
43 %

2%
45 %
44 %
56 %
46 %
36 %
43 %
113 %
13 %
51 %
19 %
8%
50 %
55 %
16 %
60 %
54 %
41 %
58 %
34.%
45 %
14 %
39 %
44 %
60 %
37%
43 %
35%
44 %
28 %
40 %
46 %
38 %
11 %
40 %
36 %
23 %

33 %
29 %
20 %
26 %
21%
30 %
23 %
17%
23 %
20 %
25%
12 %
35 %
25%
29 %
41 %
30 %
27 %
28 %
27 %
26 %
19 %
26 %
64 %
38 %
23 %
23 %
52 %
26 %
25%
28 %
16 %
24 %
15%
26 %
25%
23 %

32%
24 %
23%
19 %
10 %
40 %
9%
16 %
16 %
32%
12%
16 %
30 %
26 %
19%
30 %
23 %
22%
14 %
24 %
22%
9%
19%
24%
48 %
24 %
38 %
33%
16 %
22%
17%
21%
19 %
15%
13 %
23%
39 %

60 %
42 %
42 %
55 %
45 %
35 %
42 %
113 %
11%
50 %
13 %
7%
48 %
55 %
14 %
59 %
53 %
40 %
56 %
22 %
43 %
12%
38 %
38 %
59 %
35 %
42 %
36 %
44 %
20 %
40 %
45 %
37 %
8 %
39 %
36 %
21 %

20 %
18 %
15%
18 %
18 %
26 %
21%
14 %
18 %
16 %
18 %
11%
25%
22%
26 %
36 %
29 %
23%
22%
16 %
22%
13%
25%
39 %
28 %
16 %
19 %
40 %
24 %
14 %
25%
14 %
20 %
9%
20 %
21%
19%
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Methiocarb-Sulfoxid
Methomyl
Methoprotryne
Methoxysterigmatocystin
Methylfunicone
Metobromuron
Metolachlor
Metolcarb
Metosulam
Metoxuron
Metrafenon
Metribuzin
Metsulfuron-methyl
Mevastatin
Mevinolin
Monensin
Monoacetoxyscirpenol
Monocerin
Monocrotalin
Monocrotophos
Monolinuron
Monomethylcurvulin
Monuron
Morantel
Myclobutanil
Mycophenolic acid
Mycophenolic acid 1V
N-0352A
N-0532B
Nalidixic acid
Napropamid
N-Benzoyl-Phenylalanine
Neburon
Neosolaniol
Nequinate
Nicosulfuron

Nigericin

17%
35%
21 %
21 %
16 %
20 %
23 %
35%
15 %
42 %
18 %
24 %
31%
46 %
33%
65 %
22%
23 %
12 %
19 %
45 %
12 %
44 %
12 %
53 %
16 %
21 %
26 %
33%
20 %
22%
30 %
46 %
16 %
25 %
41 %
12 %

22 %
30 %
36 %
57 %
46 %
41 %
42 %
46 %
54 %
55 %
41 %
37 %
75 %
68 %
51 %
81 %
39 %
46 %
42 %
34 %
62 %
45 %
57 %
16 %
64 %
53 %
50 %
57 %
43 %
29 %
36 %
67 %
58 %
42 %
38 %
84 %
44 %

25%
33%
21%
28 %
25%
31%
28 %
41 %
22%
40 %
25%
22%
37 %
32 %
26 %
80 %
52 %
30 %
43 %
23 %
42 %
21%
35 %
19 %
35%
20 %
40 %
35%
25%
25%
23 %
42 %
30 %
25%
23 %
36 %
44 %

14 %
34 %
18 %
18 %
14 %
17%
22%
30 %
13%
38 %
15%
22%
24%
40 %
30 %
61 %
18 %
22%
10 %
17%
40 %
11%
40 %
8 %
50 %
14 %
16 %
25%
21%
20%
21%
27 %
44 %
15%
23 %
36 %
10 %

21%
29 %
36 %
56 %
44 %
39 %
40 %
45 %
53 %
54 %
39 %
37%
75 %
66 %
50 %
79 %
38 %
46 %
41 %
33%
60 %
46 %
55 %
11%
64 %
51 %
50 %
56 %
40 %
29 %
35%
66 %
56 %
41 %
37 %
81 %
40 %

22%
27 %
19 %
18 %
23%
24%
21 %
34 %
19 %
34 %
18 %
21%
36 %
31%
25%
76 %
38 %
271 %
42 %
20 %
34 %
10 %
29 %
14 %
34 %
15 %
30 %
30 %
20%
25%
21%
43 %
23 %
22%
18 %
33%
29 %
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Nonactin
Notoamide Derivative
Notoamide E Derivat

NP 12318

NP16312

NP19435

NP2153

NP2155

NP2231

NP629

NP9244

Nuarimol

Ochratoxin A
Ochratoxin B
Ochratoxin C
Ochrephilone
Ofurace
Omethoat
O-Methylsterigmatocystin
O-Methylviridicatin
Orbencarb
Oxadiazon
Oxadixyl
Oxalicine B
Oxaline
Oxamyl
Oxibendazole
Oxidized Elymoclavine
Oxidized Luol
Oxisterigmatocystin E
Oxycarboxin
Oxydemeton-methyl
Paclobutrazol
Paraherquamide A
Paraoxon-ethyl
Paraoxon-methyl

Parathion

26 %
24 %
54 %
11%
74 %
15%
15%
34 %
42 %
54 %
48 %
36 %
32%
27 %
13 %
17 %
24 %
30 %
16 %
24 %
21 %
17 %
23 %
34 %
17 %
17 %
25 %
51 %
23 %
55 %
22%
17 %
48 %
15%
42 %
39 %
26 %

46 %
60 %
89 %
41 %
87 %
37%
34.%
62 %
54 %
69 %
65 %
58 %
47 %
52 %
40 %
43 %
49 %
31%
51 %
44 %
41 %
39 %
35%
76 %
26 %
52 %
27 %
75 %
22 %
104 %
23 %
32%
75 %
58 %
66 %
42 %
42 %

39 %
33%
36 %
22%
47 %
22%
26 %
29 %
91 %
38 %
56 %
29 %
22%
23 %
19%
24%
32%
22%
21%
28 %
26 %
21%
30 %
76 %
14 %
23 %
26 %
54 %
23%
38 %
25%
26 %
30 %
22%
41 %
40 %
22%

24 %
21 %
52 %
10 %
2%
13%
12%
33%
38 %
45 %
36 %
36 %
23%
21%
11%
14 %
23 %
271 %
16 %
22%
17%
13%
22%
32%
14 %
15%
17 %
52 %
21%
52 %
21%
15%
47 %
11 %
40 %
32%
23%

42 %
59 %
89 %
41 %
85 %
35 %
33%
62 %
53 %
68 %
63 %
57 %
46 %
48 %
39 %
43 %
48 %
29 %
50 %
43 %
40 %
36 %
35 %
63 %
25 %
52 %
19 %
75 %
20 %
101 %
23 %
32 %
74 %
59 %
65 %
35 %
42 %

39 %
27 %
32%
18 %
38 %
19%
16 %
19%
63 %
36 %
47 %
20 %
16 %
22%
17%
22%
29 %
18 %
16 %
24 %
23%
14 %
21 %
57 %
13 %
20 %
19 %
54 %
21%
32%
21%
23 %
22%
21%
37 %
31%
21%
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Paxillin
Penconazol
Pencycuron

Pendimethalin
Penflufen
Penicillic acid
Penicolinate
Pentanochlor
Penthiopyrad
Pentoxyfylline
Pestalotin
Phenmedipham
Phenopyrrozin
Phorat-sulfon
Phorat-sulfoxid
Phosalon
Phosmet
Phosmet-oxon
Phosphamidon
Phoxim
Picaridin
Picolinafen
Picoxystrobin
Pinoxaden
Piperonylbutoxid
Piperophos
Pirimicarb
Pirimiphos-ethyl
Pirimiphos-methyl
Piscarinin A
Porritoxinol
Praziquantel
Pretilachlor
Primisulfuron-methyl
Prochloraz
Profenofos

Promecarb

55 %
40 %
23 %
22%
44 %
31%
10 %
34 %
22%
25 %
27 %
70 %
61 %
22%
15%
37 %
22%
48 %
29 %
46 %
14 %
8 %
19 %
13%
16 %
15 %
17 %
17 %
45 %
51 %
63 %
11 %
24 %
29 %
39 %
14 %
25%

57 %
40 %
44 %
56 %
68 %
23 %
35%
52 %
32%
38 %
47 %
108 %
71 %
45 %
39 %
57 %
51 %
66 %
48 %
68 %
40 %
66 %
37 %
40 %
40 %
33%
37 %
40 %
58 %
100 %
85 %
9%
40 %
76 %
64 %
41 %
39 %

29 %
33%
21 %
47 %
30 %
28 %
22 %
24 %
22 %
25 %
27 %
66 %
57 %
30 %
24 %
27 %
33 %
41 %
31%
36 %
19 %
20 %
18 %
26 %
79 %
27 %
24 %
27 %
39 %
46 %
56 %
14 %
32%
44 %
23 %
24 %
21 %

42 %
39 %
22%
17%
41 %
30 %
8 %
31%
21%
20%
25%
70 %
50 %
20 %
13%
32%
21%
46 %
26 %
37%
13%
5%
15%
10 %
15%
14 %
14 %
16 %
38 %
45 %
45 %
9%
22%
25%
37 %
12%
22%

56 %
39 %
44 %
54 %
66 %
23 %
34 %
50 %
32%
37%
46 %
107 %
67 %
45 %
38 %
56 %
49 %
63 %
47 %
67 %
39 %
62 %
36 %
38 %
39 %
33 %
36 %
40 %
58 %
96 %
82 %
7%
40 %
73 %
63 %
40 %
38 %

16 %
26 %
18 %
33%
27 %
25%
18 %
20%
20 %
17%
26 %
61 %
48 %
28 %
21%
19%
24 %
37%
29 %
34 %
18 %
7%
16 %
21%
79 %
23 %
21%
24 %
33%
36 %
46 %
9%
30 %
36 %
12 %
20 %
18 %
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Prometon
Prometryn
Propachlor

Propamocarb
Propanil
Propaquizafop
Propargit
Propazin

Propiconazol

Propoxycarbazone-Natrium

Propyzamid
Proquinazid
Prosulfocarb

Prothioconazole Desthio

Puromycin
Purpactin A
Purpuride
Pymetrozin
Pyraclostrobin
Pyranonigrin
Pyrazophos
Pyrenophorol
Pyrethrin_|I
Pyrethrin_II
Pyributicarb
Pyridaben
Pyridalyl
Pyridaphenthion
Pyridat
Pyrimethanil
Pyriofenone
Pyriproxyfen
Pyripyropene D
Pyrophen
Pyroxsulam
Quadrone

Quinalphos

26 %
48 %
22%
16 %
89 %
15%
24 %
45 %
23 %
25 %
36 %
26 %
18 %
54 %
33%
27 %
26 %
33%
17 %
22%
17 %
40 %
19 %
26 %
23 %
29 %
27 %
29 %
34 %
38 %
18 %
32%
21 %
43 %
15%
39 %
35%

43 %
56 %
44 %
22%
77 %
49 %
50 %
2%
36 %
56 %
40 %
61 %
49 %
70 %
185 %
51 %
55 %
12 %
43 %
21 %
39 %
38 %
56 %
41 %
52 %
58 %
92 %
41 %
69 %
37 %
40 %
50 %
42 %
62 %
49 %
63 %
41 %

30 %
25%
30 %
16 %
86 %
23 %
42 %
23 %
19 %
34 %
33%
36 %
26 %
31%
68 %
27 %
29 %
26 %
27 %
21%
28 %
41 %
26 %
35 %
32%
30 %
43 %
27 %
38 %
23%
23 %
30 %
26 %
49 %
30 %
30 %
25%

22%
44 %
19 %
13%
2%
13%
21%
41 %
21%
19 %
34 %
23 %
17%
52 %
31%
23%
25%
32%
15%
18 %
15%
33%
13%
20%
23%
25%
17 %
28 %
21%
28 %
15%
30 %
17 %
38 %
12 %
36 %
21%

42 %
54 %
42 %
20 %
77 %
48 %
46 %
68 %
36 %
55 %
40 %
53 %
48 %
68 %
188 %
46 %
53 %
11%
42 %
19 %
39 %
35 %
49 %
40 %
52 %
54 %
87 %
41 %
68 %
36 %
40 %
49 %
42 %
58 %
49 %
62 %
40 %

28 %
21%
27 %
14 %
53 %
15%
28 %
18 %
15%
30 %
271 %
17%
23%
19%
68 %
25%
24 %
24 %
22%
18 %
26 %
31%
22%
24 %
27 %
21%
13 %
24 %
25%
19%
20 %
24 %
21%
42 %
26 %
28 %
22%
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Quinclorac
Quinmerac
Quinolactacin A
Quinolactacin B
Quinoxyfen
Quizalofop
Quizalofop-ethyl
Retrorsin
Rimsulfuron
Robenidin
Rofexocib
Roquefortine C
Roquefortine D
Roquefortine E
Roridin A
Rotenon
Rugulovasine A
Rugulusovin
Saflufenacil
Scalusamid A
Sclerotigenin
Sebuthylazin
Sechumeton
semi Xanthomegnin
Senecionin_Senecivernin
Senecionin_Senecivernin_N-
Oxid
Seneciphylline
Seneciphylline-N-Oxide
Senkirkin
Setusosin
Siccanin
Simazin
Solanidin
Spinetoram
Spinosyn A (Spinosad)
Spinosyn B (Spinosad)

49 %
26 %
42 %
11%
31%
19 %
26 %
19 %
27 %
100 %
52 %
14 %
13 %
34 %
16 %
21 %
17 %
24 %
20 %
18 %
21 %
44 %
150 %
16 %
16 %

19 %

17 %
51 %
12 %
46 %
29 %
38 %
13 %
23 %
23 %
17 %

57 %
16 %
41 %
16 %
58 %
66 %
59 %
41 %
101 %
253 %
62 %
41 %
42 %
47 %
61 %
49 %
78 %
219 %
56 %
53 %
37 %
66 %
201 %
55 %
165 %

92 %

13 %
30 %
15%
86 %
58 %
38 %
35%
37 %
51 %
36 %

49 %
40 %
23 %
17 %
25 %
28 %
23 %
29 %
28 %
45 %
44 %
17 %
37 %
31%
21 %
24 %
21 %
43 %
28 %
23 %
32%
22 %

150 %

32 %
19 %

22%

27 %
48 %
17%
51 %
38 %
24 %
16 %
27 %
26 %
23 %

31%
23%
41 %
9%
28 %
16 %
24%
16 %
19 %
59 %
46 %
12%
11%
24%
14 %
19%
13%
21%
14 %
17%
21%
39 %

149 %

16 %
14 %

16 %

15%
50 %
10 %
43 %
26 %
34 %
10 %
19 %
21%
16 %

52 %
16 %
39 %
15%
54 %
65 %
58 %
40 %
100 %
195 %
55 %
41 %
41 %
41 %
58 %
48 %
79 %
219 %
54 %
50 %
36 %
64 %
201 %
54 %
166 %

92 %

12 %
65 %
13 %
1%
54 %
38 %
35%
36 %
50 %
35 %

31%
36 %
16 %
12%
17%
17%
14 %
29 %
25%
24 %
42 %
15%
23%
25%
18 %
18 %
17%
39 %
24 %
21%
29 %
15%
150 %
29 %
13 %

20 %

20 %
115 %
12%
40 %
24 %
23 %
13 %
23 %
23%
21%
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Spirodihydrobenzofuranlactam
v
Spiromesifen
Spirotetramat
Spirotetramat enol-glucosid
Spirotetramat-enol
Spirotetramat-keto-hydroxy
Spirotetramat-mono-hydroxy
Spiroxamin
Sporogen AO |
Stachybotrylactam
Sterigmatocystin
Sulfacetamide
Sulfachlorpyridazine
Sulfadiazine
Sulfadimethoxine
Sulfadimidine
Sulfadoxine
Sulfaguanidine
Sulfamerazine
Sulfamethazine
Sulfamethizole
Sulfamethoxazole
Sulfamoxole
Sulfaphenazole
Sulfapyridine
Sulfaquinoxaline
Sulfisoxazole
Sulfotep
Sulochrin
Sulprofos
Sydowinin A
T-2 toxin
Tebuconazol
Tebufenpyrad
Tebutam
TEPP

25 %

60 %
22%
19 %
13%
19 %
26 %
21 %
32%
25 %
27 %
13 %
37 %
11%
10 %
44 %
11%
17 %
16 %
12 %
15%
23 %
19 %
16 %
369 %
16 %
6 %
65 %
26 %
19 %
29 %
16 %
28 %
29 %
36 %
28 %

45 %

98 %
35%
29 %
54 %
51 %
54 %
42 %
53 %
35%
48 %
17 %
42 %
13 %
16 %
63 %
15 %
29 %
11%
11%
12 %
38 %
22%
26 %
451 %
16 %
27 %
71 %
19 %
54 %
120 %
54 %
45 %
50 %
54 %
41 %

29 %

93 %
21%
21%
26 %
32 %
38 %
27 %
35%
28 %
30 %
16 %
21%
21%
17%
30 %
16 %
38 %
24%
14 %
28 %
16 %
20 %
4%
21 %
11 %
18 %
53 %
36 %
47 %
45 %
37 %
28 %
24 %
32%
33 %

23%

53 %
19 %
16 %
12%
17%
25%
20%
271 %
22%
25%
11%
28 %
9%
8 %
28 %
8 %
16 %
13%
9%
13%
17%
17%
14 %
369 %
13 %
6 %
45 %
25%
18 %
25%
13 %
28 %
27 %
34 %
21%

45 %

87 %
34 %
25%
54 %
51 %
54 %
42 %
48 %
35 %
47 %
13%
48 %
10 %
14 %
52 %
15 %
26 %
10 %
9%
10 %
43 %
23 %
21 %
455 %
14 %
29 %
67 %
17%
51 %
123 %
53 %
44 %
48 %
52 %
41 %

27 %

69 %
20 %
8 %
23%
26 %
35%
25%
30 %
23%
17%
10 %
18 %
18 %
12%
21%
14 %
37%
19 %
11%
23%
14 %
16 %
2%
16 %
8 %
14 %
40 %
31%
30 %
37 %
25%
24 %
15%
29 %
33%
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Tepraloxydim
Terbucarb
Terbufos-Sulfon
Terbufos-Sulfoxid
Terbuthylazin
Terbuthylazin-desethyl
Terbutryn
Territrem B
Tetraconazol
Tetramethrin
TFENG
Thailandolide B
Thiabendazol
Thiacloprid
Thiamethoxam
Thifensulfuron-methyl
Thiofanox-Sulfon
Thiophanate-methy!|
Tiamulin
Tilmicosin
Tolfenpyrad
Toxoflavin
Tralkoxydim
Triadimefon
Triasulfuron
Triazophos
Tribenuron-methyl
Trichalasin B
Trichlorfon
Trichodermamide C
Trichodermin
Trichodesmin
Tricyclazol
Trifloxystrobin
Triflumizol
Triflusulfuron-methyl

Trimethoprim

38 %
22%
33%
45 %
46 %
32%
21 %
16 %
33%
67 %
16 %
27 %
18 %
24 %
31%
18 %
10 %
23 %
21 %
43 %
13%
16 %
33%
30 %
25 %
34 %
39 %
21 %
21 %
25%
44 %
17 %
32%
16 %
27 %
12 %
8 %

53 %
36 %
54 %
62 %
64 %
37 %
35 %
44 %
37 %
82 %
33%
70 %
12 %
24 %
32%
64 %
19 %
33%
22 %
41 %
58 %
40 %
57 %
42 %
56 %
42 %
114 %
52 %
42 %
46 %
76 %
12 %
24 %
40 %
50 %
58 %
8 %

29 %
31%
35%
34 %
15%
31%
22%
35 %
17%
25%
57 %
25%
15%
23 %
27 %
29 %
28 %
27 %
15%
43 %
24%
16 %
34 %
24%
26 %
30 %
46 %
30 %
44 %
33 %
36 %
18 %
24 %
21%
39 %
24%
11%

31%
20 %
29 %
42 %
44.%
31%
18 %
14 %
28 %
59 %
15 %
22 %
13%
20 %
29 %
15 %
9%
22 %
15 %
31%
11%
15 %
31%
26 %
20 %
32%
31%
17%
18 %
21%
41%
16 %
30 %
13%
26 %
10 %
7%

53 %
35%
53 %
61 %
62 %
35 %
34 %
44 %
36 %
65 %
31%
65 %
10 %
22%
29 %
64 %
16 %
32%
16 %
35 %
57 %
38 %
57 %
42 %
56 %
41 %
110 %
50 %
36 %
45 %
74 %
10 %
21 %
40 %
49 %
58 %
7%

21%
28 %
31%
31%
12%
22%
18 %
32%
15%
22%
30 %
12%
10 %
21%
18 %
26 %
21%
26 %
11%
31%
12%
6 %
32%
20 %
26 %
25%
35%
23 %
30 %
21 %
35%
15%
20 %
19 %
36 %
23%
8 %
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Triticonazol
Tryprostatin B
Tryptophol
Tryptoquivaline A
Tryptoquivaline F
Uniconazol
Valifenalat
Valnemulin
Vamidothion
Vamidothion-Sulfon
Vermistatin
Verrucarin A
Verrucofortine
Verruculotoxin
Viridicatin
Xanthotoxin
Zinndiol
Zinniamide

Zoxamide

51 %
25 %
32%
49 %
43 %
56 %
17%
14 %
20 %
20 %
25 %
21 %
28 %
15%
41 %
30 %
18 %
67 %
20 %

57 %
62 %
62 %
63 %
52 %
67 %
43 %
11%
36 %
36 %
42 %
58 %
51 %
11%
57 %
54 %
34 %
77 %
44 %

28 %
38 %
47 %
42 %
40 %
32%
20 %
23 %
28 %
28 %
30 %
23 %
20 %
20 %
20 %
33 %
36 %
40 %
21%

44 %
23%
28 %
37%
34 %
49 %
15%
11%
18 %
18 %
23 %
16 %
26 %
11%
37 %
21%
16 %
55 %
20%

54 %
56 %
58 %
60 %
49 %
66 %
43 %

9%
36 %
34 %
42 %
57 %
50 %

8 %
57 %
54 %
34 %
72 %
43 %

23 %
29 %
51 %
39 %
34 %
19%
17%
19%
27 %
24 %
28 %
15%
18 %
16 %
18 %
28 %
33%
17%
11%
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