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DI Direct Imersion (Imersão Direta) 
DI-SPME Direct imersion-Solid Phase Microextraction (Microextração em 

Fase Sólida por Imersão Direta) 
DVB-Carb-PDMS Divinilbenzeno-Carboxen-Polidimetilsiloxano 
DL50   Dose Letal 
ECD   Electron Capture Detector (Detector de Captura de Elétrons) 
EI   Eletron Impact (Impacto de Elétrons) 
FAO   Food and Agriculture Organization (Organização das Nações Unidas  

para Agricultura e Alimentação) 
FPD   Flame Photometric Detector (Detector Fotométrico por Chama) 
FID   Flame Ionization Detector (Detector de Ionização por Chama) 
FMAE Foccus Microwave-Assisted Extraction (Extração Assistida por 

Micro-ondas Focalizada) 
GC   Gas Chromatograph (Cromatografia a gás) 
GC/ECD Gas Chromatograph/Electron Capture Detector (Cromatografia a 

gás/Detector de Captura de Elétrons) 
GC/FID Gas Chromatograph/Flame Ionization Detector (Cromatografia a 

gás/Detector de Ionização por Chama) 
GC/FPD Gas Chromatograph/Flame Photometric Detector (Cromatografia a 

gás/Detector Fotométrico por Chama) 
GC-MS Gas Chromatograph-Mass Spectrometry (Cromatografia a Gás 

acoplada ao Espectrômetro de Massas) 
GC/NPD Gas Chromatograph/Nitrogen Phosphorus Detector (Cromatografia 

a Gás/Detector Nitrogênio-Fósforo) 
HMF   Hidroxi-metilfurfural 
HPLC   High Performance Liquid Cromatography (Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência) 
HPLC-DAD  High Performance Liquid Cromatography/Diode Array Detector  

(Cromatografia Líquida de Alta Eficiência-Detector por Arranjo de 
Diodos)  
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HPLC-MS High Performance Lquid Chromatograph-Mass Spectrometry 
(Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a Espectrometria 
de Massas) 

HPLC-UV-Vis High Performance Lquid Chromatograph-Ultra violeta-Visible 
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Internacional de Ciências Puras e Aplicadas) 
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Ibraf       Instituto Brasileiro de Frutas   
LC-MS Lquid Chromatograph-Mass Spectrometry (Cromatografia Líquida 

acoplada ao Espectrômetro de Massas) 
LC-DAD Lquid Chromatograph/Diode Array Detector (Cromatografia 

Líquida-Detector por Arrajo de Diodos) 
LC/PIF/FID Lquid Chromatograph/Photochemically Induced Fluorimetry/Flame 
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LC-FLD Lquid Chromatograph/ Postcolumn Fluorescence Derivatization 
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LC-ESI-MS/MS Lquid Chromatograph/Eletrospray Ionization-Mass 
Spectrometry/Mass Spectrometry (Cromatografia Líquida/Ionização 
por Eletrospray-Espectrômetro de Massa/Espectrômetro de Massa) 

LLE   Liquid Liquid Extraction (Extração Líquido-Líquido) 
LMR   Limite Máximo de Resíduos 
LOD    Limit of Detection (Limite de Detecção) 
LOQ     Limit of Quantification (Limite de Quantificação) 
LPME   Liquid Phase Microextraction (Microextração em Fase Líquida) 
IDA   Índice Diário Aceitável 
MS   Mass Spectrometry (Espectrômetro de Massas) 
MM   Massa molecular 
MSPD   Matrix Solid Phase Dispersion (Dispersão da Matriz em Fase Sólida) 
NPD   Nitrogen Phosphorus Detector (Detector Nitrogênio-Fósforo) 
NCI   Negative Chemistry Ionization (Ionização Química no Modo 
Negativo) 
OMS   Organização Mundial da Saúde 
OPP   Organofosforados 
PA                              Poliacrilato 
PCI                             Positive Chemistry Ionization (Ionização Química no Modo Positivo) 
PDMS   Polidimetilsiloxano 
PDMS/DVB  Polidimetilsiloxano/Divinil benzeno 
pH   Potencial hidrogeniônico 
ppt   Parte por trilhão 
RSD   Relative Standard Deviation (Desvio Padrão Relativo) 
SPME-HPLC Solid Phase Microextraction-High Performance Liquid 

Chromatograph (Microextração em Fase Sólida-Cromatografia 
Líquida de Alta eficiência) 
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RESUMO 
 
 

Foram desenvolvidas, validadas e aplicadas duas metodologias analíticas por SPME e 

análise por GC-MS e HPLC-UV-Vis, para determinar resíduos de agrotóxicos em manga. 

14 compostos foram analisados por GC-MS (clofentezina, carbofuran, diazinon, parationa, 

malationa, fentiona, tiabendazol, imazalil, bifentrina, permetrina, procloraz, piraclostrobina, 

difenoconazol, azoxistrobina) e 10 por HPLC-UV-Vis (tiabendazol, carbofuran, 

azoxistrobina, procloraz, fentiona, clofentezina, permetrina, abamectina, carbosulfan e 

bifentrina). Diferentes parâmetros que influenciam na eficiência da extração foram 

avaliados (Tipo de fibra, modo de extração, temperatura e tempo de extração e dessorção, 

velocidade de agitação e força iônica). Os melhores resultados foram obtidos com fibra de 

PA e DI a 50°C por 30 min, com agitação a 250 rpm e dessorção por 5 min a 280°C no GC-

MS e no modo estático por 15 min na interface SPME-HPLC. Na validação foram 

avaliados o efeito da matriz, a linearidade das curvas analíticas, LOD, LOQ, precisão e 

exatidão. O método por SPME-GC-MS apresentou linearidade entre 3,3 e 1665,0 µg kg-1, 

LOD entre 1,0 e 3,3 µg kg-1 e LOQ entre 3,3 e 33,3 µg kg-1. O método por SPME-HPLC-

UV-Vis apresentou linearidade entre 2,0 e 250,0 µg kg-1, LOD entre 0,6 e 3,3 µg kg-1 e 

LOQ entre 2,0 e 10,0 µg kg-1. Nos dois métodos foram obtidos CV menores que 20%. Os 

métodos foram aplicados na análise de amostras coletadas em Salvador-BA e Aracaju-SE. 

Nas amostras de Salvador foram detectados resíduos de sete compostos e nas de Aracaju 

resíduos de cinco compostos. Entretanto, as concentrações estavam abaixo dos valores 

estabelecidos pela Legislação Brasileira. 
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ABSTRACT 
 

 

Were developed, validated and applied two analytical methodologies by SPME and GC-MS 

and HPLC-UV-Vis analysis to determine pesticide residues in mango. 14 compounds were 

analyzed by GC-MS (clofentezine, carbofuran, diazinon, methyl parathion, malathion, 

fenthion, thiabendazole, imazalil, bifenthrin, permethrin, prochloraz, pyraclostrobin, 

difenoconazole, azoxystrobin) and 10 for HPLC-UV-Vis (thiabendazole, carbofuran, 

azoxystrobin, prochloraz, fenthion, clofentezine, permethrin, abamectin, bifenthrin and 

carbosulfan). Different parameters influencing the extraction efficiency were evaluated 

(fiber type, extraction mode, temperature, extraction and desorption times, stirring 

velocities and ionic strength. The best results were obtained using PA fiber and DI mode at 

50°C form 30 min, along with stirring at 250rpm and desorption for 5 min at 280°C in the 

GC-MS and estatic mode for 15 min in the SPME-HPLC interface. For validation, we 

assessed the matrix effect, the linearity of calibration curves, LOD, LOQ, precision and 

accuracy. The method for SPME-GC-MS showed linearity between 3.3 and 1665.0 mg kg-

1, LOD between 1.0 and 3.3 µg kg-1 and LOQ between 3.3 and 33.3 µg kg-1. The method 

for SPME-HPLC-UV-Vis showed linearity between 2.0 and 250.0 µg kg-1, LOD between 

0.6 and 3.3 µg kg-1 and LOQ between 2.0 and 10.0 µg kg-1. In both methods were obtained 

CV below 20%. The methods were applied in the analysis of samples collected in Salvador-

BA and Aracaju-SE. In samples from Salvador seven compounds residues were detected 

and in samples from Aracaju five compounds residues were detected. However, the 

concentrations were below the values established by Brazilian legislation. 

 

 

 

Key words: Mango, Pesticides residues, SPME, GC-MS, HPLC-UV-Vis. 
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1. Introdução 

 

Desde a década de 1950, quando se iniciou a “revolução verde”, foram observadas 

profundas mudanças na agricultura bem como em seus impactos sobre o ambiente e a saúde 

humana. Novas tecnologias, muitas delas baseadas no uso extensivo de agentes químicos, 

foram disponibilizadas para o controle de doenças, aumento da produtividade e proteção 

contra insetos e outras pragas [Moreira et al., 2002]. Entretanto, é relatado que há mais de dois 

mil anos os agricultores já utilizavam substâncias que prevenissem os danos causados por 

pragas. Um dos primeiros recursos utilizados foi o enxofre. Atualmente o controle de pragas e 

ervas daninhas nas plantações agrícolas é feito com o uso extensivo dos agrotóxicos. 

Não se pode negar que a utilização dos fertilizantes em conjunto com a mecanização 

das lavouras e a utilização dos agrotóxicos de forma racional no combate a pragas nas diversas 

culturas agrícolas proporcionou um aumento de produtividade para atender a crescente 

demanda por alimentos. Com esta finalidade, o uso de agrotóxicos na agricultura é 

oficialmente permitido pelos órgãos governamentais, após registro de suas formulações para 

as diversas culturas nas quais serão utilizados [Menezes Filho, 2005]. Contudo, é importante 

ressaltar que apesar de alguns “benefícios”, os agrotóxicos como um todo tem representado 

um grande risco à preservação do meio ambiente e à saúde pública [Chu et al., 2005]. O seu 

uso incorreto acarreta grandes problemas ao ambiente, contaminando solos, rios, lençóis 

freáticos e a atmosfera, atingindo assim, de forma direta ou indireta, a saúde do ser humano. 

Mesmo que empregados de modo correto, os agrotóxicos podem causar problemas de saúde 

pública ou ambiental. Uma possibilidade é a de causar desequilíbrio nos sistemas ecológicos, 

favorecendo o ataque de pragas desconhecidas, além do efeito indesejado em insetos 

polinizadores. A resistência desenvolvida por determinadas pragas é outro problema que exige 

aplicações de agrotóxicos em maior quantidade, ou a troca de um princípio ativo por outro 

[Medeiros, 2008]. 

A contaminação humana por agrotóxicos pode ocorrer por três vias. A via ocupacional 

é a que se caracteriza pela contaminação dos trabalhadores que manipulam essas substâncias 

seja na formulação, utilização ou na colheita. Embora atinja uma parcela mais reduzida da 

população, esta via é responsável por mais de 80% dos casos de intoxicação por agrotóxicos. 

A via ambiental caracteriza-se pela dispersão/distribuição dos agrotóxicos ao longo dos 

diversos compartimentos do ambiente (contaminação das águas, atmosfera e do solo); e a via 



 2

alimentar, que está mais relacionada ao nosso objetivo de estudo, que caracteriza-se pela 

contaminação por ingestão de alimentos com consideráveis quantidades remanescentes de 

agrotóxicos. O impacto sobre a saúde provocado por esta via é comparativamente menor, 

devido a diversas razões, tais como a menor concentração dos resíduos que permanecem nos 

produtos; a possibilidade de eliminação dos agrotóxicos por processos de beneficiamento do 

produto (cozimento, fritura, etc.); o respeito ao período de carência, etc. Esta via atinge uma 

parcela ampla da população urbana, os consumidores [Moreira et al., 2002].  

A presença destes contaminantes nos alimentos pode advir da aplicação direta em uma 

das fases da produção, no transporte ou no armazenamento dos gêneros alimentícios [Araújo 

et al., 1999]. Para minimizar este problema é necessário que os agricultores utilizem os 

produtos comerciais na dosagem correta para cada cultura agrícola e respeitem o prazo de 

carência que existe para cada princípio ativo presentes nos diversos produtos comercializados. 

Cada princípio ativo possui um tempo de meia-vida para se degradar ou ser metabolizado. Se 

este período não for respeitado, o alimento pode chegar ao consumidor contaminado. Estas 

quantidades remanescentes de agrotóxicos nos alimentos são denominadas de resíduos 

[Sobrinho & Dórea, 2004]. 

A preocupação com a presença de resíduos de agrotóxicos nos alimentos é tão antiga 

quanto a introdução destes produtos químicos no controle de pragas e doenças que afetam a 

produção agrícola. Estudos relatam que alguns agrotóxicos tais como o DDT e os 

organofosforados diazinona, parationa metílica e malationa são agentes químicos com grande 

potencial mutagênico [Bolognesi & Morasso, 2000]. Apesar disso, somente em anos mais 

recentes o avanço do conhecimento científico e as novas tecnologias da área laboratorial, vêm 

permitindo uma avaliação mais eficaz na determinação da quantidade de resíduos de 

agrotóxicos nos alimentos, com o objetivo de garantir uma melhor qualidade dos produtos que 

chegam à mesa da população. Uma atitude muito importante neste sentido foi à criação do 

Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA) pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que nos últimos quatro anos tem monitorando, 

por meio deste programa, nove culturas, cujos produtos estão presentes na mesa dos 

brasileiros [ANVISA (a), 2006]. 

Os alimentos que são consumidos pelo homem na forma in natura, principalmente 

aqueles que são consumidos com a casca, constituem uma das principais formas de 

contaminação indireta e involuntária por agrotóxicos pelo homem. A presença de resíduos em 
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frutas e vegetais pode ser uma importante rota de exposição do homem a estes compostos 

[Navarro et al., 2002]. Por este motivo foram estabelecidos limites máximos de resíduos1 

(LMR), os quais são determinados através de dados toxicológicos e da ingestão diária 

aceitável2 (IDA) em alimentos para assegurar que seus níveis não causem risco à saúde da 

população [Menezes Filho, 2005]. 

O artigo 94 do decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002, do Ministério da Saúde, cria o 

SIA (Sistema Integrado de Informações sobre Agrotóxicos) que contém os índices das 

monografias dos ingredientes ativos dos agrotóxicos com emprego autorizado, com os 

respectivos LMR para cada binômio pesticida/cultura [Brasil, 2002]. A definição dos limites 

de produtos aceitáveis nos alimentos é um conceito em constante mudança. Há 20 anos a falta 

de tecnologias mais eficientes fazia dos níveis toleráveis de agrotóxicos em alimentos uma 

verdadeira incógnita. Atualmente, as taxas aceitáveis são revistas a todo o momento. A 

população de forma geral pode estar sob risco de exposição crônica aos agrotóxicos, se estiver 

ingerindo alimentos contendo resíduos acima dos LMR. 

Com o intuito de minimizar a quantidade de resíduos de agrotóxicos em frutas e 

vegetais, foram realizados alguns estudos envolvendo a imersão do alimento em água 

ozonizada, levando em conta o elevado potencial oxidante do ozônio. Os resultados 

demonstraram que alguns agrotóxicos, como o carbofuran [Benitez, Acero, & Real, 2002], 

clorofenilurea [Tahmasseb et al., 2002], malationa [Masten et al., 2001] e mais recentemente 

parationa metílica, diazinona e cipermetrina [Wu et al., 2007] podem ser facilmente  

degradados por ação do ozônio, quando estes compostos estão em solução aquosa. No entanto, 

este procedimento é menos efetivo ou inadequado na remoção dos agrotóxicos sistêmicos que 

também atuam no interior dos frutos e vegetais. Ao penetrar nos tecidos vegetais, resíduos 

podem aparecer em produtos processados, tais como sucos de frutas, que são amplamente 

consumidos, particularmente por crianças que são mais susceptíveis aos produtos químicos 

[Albero et al., 2005]. 

 

_______________________________ 
1  O Limite Máximo de Resíduo é definido como a concentração máxima de resíduos de um pesticida para que se 
permita legalmente seu uso na superfície ou na parte interna de produtos alimentícios para consumo humano e de 
animais (FAO/OMS, 1994) 
2 IDA – Dose diária que ingerida durante toda vida, parece não apresentar riscos apreciáveis para a saúde do 
consumidor, à luz dos conhecimentos atuais na avaliação de uma substância química (FAO/OMS, 1994). 
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O controle de resíduos em alimentos é necessário, tanto para a proteção direta do 

consumidor como em relação à aceitabilidade da mercadoria no comércio. Seus resultados 

podem ser usados para introduzir medidas corretivas de prevenção de risco à saúde. Devido à 

possibilidade da presença de vários princípios ativos ou seus metabólitos, torna-se muito 

difícil especificar um único procedimento analítico que determine satisfatoriamente o grau de 

contaminação de um alimento. 

Para a determinação de resíduos de agrotóxicos nos alimentos é necessário usar um 

procedimento validado para a situação ou adaptar e validar um procedimento aceitável para 

circunstâncias particulares envolvidas, tais como a natureza da amostra e do resíduo e as 

interferências a serem encontradas. Portanto, torna-se necessário desenvolver métodos 

analíticos com alta sensibilidade para a determinação de resíduos em diversas matrizes. 

Em geral, alimentos e amostras ambientais não são analisadas sem uma preparação 

preliminar da amostra, tendo em vista que os contaminantes estão presentes em baixas 

concentrações e as matrizes são complexas [Ahmed, 2001]. O preparo da amostra é a etapa 

mais crítica na determinação de resíduos em alimentos, visto que, amostras biológicas 

apresentam composições químicas complexa, exigindo técnicas de extração que possibilitem 

maior seletividade e concentração dos analitos, possibilitando a determinação destes resíduos 

em níveis cada vez menores. 

Métodos convencionais de análises de resíduos em alimentos são trabalhosos, 

envolvendo extrações manuais com vários passos para a concentração dos analitos, exigindo 

muito tempo, considerável consumo de solventes orgânicos, além de extrair interferentes 

indesejáveis da matriz [Vázquez et al., 2008]. Os métodos de extração mais utilizados são 

baseados na extração líquido-líquido (LLE) [Otero, Grande & Gándar, 2003], extração em 

fase sólida (SPE) [Stajnbaher & Zupancic-Kraj, 2003] [Liu et al., 2005] [Muccio et al., 2006] 

[Otero, Grande & Gándara, 2003], extração com fluido supercrítico (SFE) [Dórea, 1999] e por 

dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) [Silva et al., 2008] [Blasco et al., 2002][Menezes 

Filho et al., 2006]. A microextração em fase sólida (SPME) tem emergido como uma 

alternativa versátil de procedimento de extração e pré-concentração [Lachenmeier et al., 

2006]. A SPME integra em um processo ininterrupto a amostragem, a extração, a pré-

concentração e a introdução da amostra no sistema de análise [Picó et al., 2007], evitando a 

contaminação da matriz. Esta técnica é de crescente interesse na análise de resíduos de 

agrotóxicos, sendo aplicada na determinação de várias classes de agrotóxicos em meio aquoso 
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ou em outras matrizes [Picó et al., 2007]. A SPME tem sido usada rotineiramente em 

combinação com à cromatografia gasosa, com diferentes tipos de detectores, em especial 

acoplada a espectrometria de massas e mais recentemente com a cromatografia líquida com 

detector de arranjo de diodos acoplado com a espectrometria de massas [Sagratini et al., 

2007]. 

Os métodos analíticos usando a análise multirresíduos são desenvolvidos para a 

determinação simultânea de agrotóxicos de diferentes grupos químicos em frutas e vegetais. 

Entretanto, devido ao fato dos compostos apresentarem diferentes valores de polaridade, 

solubilidade, volatilidade e pka, torna-se um desafio a otimização simultânea das etapas de 

extrações e análise [Stajnbaher & Zupancic-Kraj , 2003].   
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2. Fundamentação teórica 

 

2.1. Agrotóxicos 

 

Através do decreto da Presidência da República 4.074 de 04 de janeiro de 2002 [Brasil, 

2002], amparado na lei nº 7.802, de 11 de julho de 1989, definiu-se agrotóxicos e afins como 

“produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos destinados ao uso nos setores 

de produção, armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na 

proteção de florestas nativas ou plantadas e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, 

hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de 

preservá-la da ação danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substâncias e 

produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de 

crescimento”.  

O uso dos agrotóxicos é descrito como uma prática utilizada desde a antiguidade, como 

no uso do piretro de origem natural [Menezes Filho, 2005]. No século XV, outras sustâncias 

tóxicas como arsênico, mercúrio e chumbo, foram incorporadas no combate às pragas. Já no 

século XVII, o sulfato de nicotina, extraído das folhas de tabaco, também passou a ser adotado 

no combate de insetos [ANVISA, 2006]. No ano de 1872 o químico Ottmar Zeidler sintetizou, 

na Universidade de Estrasburgo, a substância diclorodifenil-tricloroetano (DDT). Mais tarde, o 

químico Paul Müller verificou que esta substância possuia forte ação inseticida. O DDT foi 

então muito usado em programas de saúde pública, no combate da malária, tifo, febre amarela 

e outras doenças infecciosas [Dórea, 1999].  

Nas primeiras décadas do século XX, o controle de pragas no Brasil era feito com 

produtos à base de substâncias inorgânicas ou produtos biológicos. A partir da década de 30 

do século XX, o aumento da produção agrícola e, principalmente, a diversidade de culturas 

impuseram a utilização de outras substâncias com melhor poder no combate às pragas [Galli et 

al., 2006]. Após a Segunda Guerra Mundial os agrotóxicos organossintéticos passaram a 

dominar o mercado mundial e no Brasil não foi diferente, quando em 1946, a empresa 

Eletroquímica Fluminense iniciou a fabricação do fungicida hexaclorobenzeno (BHC). Em 

1948 a Rhodia passou a produzir no país o inseticida Parathion (Parationa) e em 1950 uma 

fábrica de armas químicas do exército no Rio de Janeiro começou a fabricar o DDT [Bull & 

Hathaway, 1986]. A efetiva instalação do parque brasileiro de produção de agrotóxicos foi 
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impulsionado nos anos 70 com a criação do Programa Nacional de Defensivos Agrícolas, 

instrumento utilizado para a correção das distorções entre o aumento do consumo e o fraco 

desempenho da produção nacional de agrotóxicos. 

Segundo o boletim divulgado em dezembro de 2008, pelo Sindicato Nacional da 

Indústria de Produtos para Defesa Agrícola (SINDAG), referente às vendas de agrotóxicos 

entre os meses de janeiro e outubro de 2008, a indústria de defensivos agrícolas teve um 

crescimento expressivo, em comparação com o mesmo período de 2007. Até outubro de 2008, 

o setor vendeu R$ 10,24 bilhões em defensivos, 31 % a mais que no mesmo período de 2007. 

Os herbicidas continuaram sendo o carro-chefe do setor, tanto em vendas totais quanto no 

incremento de vendas, com um aumento de 35%. Os inseticidas seguiram em segundo lugar, 

seguidos pelos inseticidas, como se pode ver na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Comparação das vendas de agrotóxicos entre os meses de janeiro e outubro de 2007 
e 2008. 

Mercado de defensivos: Janeiro – Outubro (Milhões R$) Segmentos 

2007 2008 Aumento (%) 

Herbicidas 

Inseticidas 

Fungicidas 

Acaricidas 

Outros 

3.446 

2.244 

1.728 

146 

257 

4.643 

2.944 

2.173 

176 

309 

35 

31 

26 

21 

20 

Total 7.821 10.246 31 

           Fonte: SINDAG, 2009.  
  

Segundo estudo da consultoria alemã Kleffmann Group, encomendado pela Associação 

Nacional de Defesa de Vegetal (Andef), o Brasil é o maior mercado de agrotóxicos do mundo 

e movimentou no ano de 2008 US$ 7,1 bilhões, ante US$ 6,6 bilhões do segundo colocado, os 

Estados Unidos. Em 2007, a indústria nacional girou US$ 5,4 bilhões. Apesar do grande 

volume de recursos movimentados pela indústria no mercado brasileiro, o consumo por 

hectare ainda é pequeno em relação a outros países. De acordo com o levantamento, o gasto do 

produtor brasileiro com agrotóxico ainda é pequeno, se comparado a outros países. Em 2007, 

gastou-se US$ 87,83 por hectare. Na França, os produtores desembolsaram US$ 196,79 por 

hectare, enquanto no Japão a despesa foi de US$ 851,04 [Estadão, 2009].  

Os agrotóxicos podem ser classificados por diferentes critérios. Em relação à sua forma 

de atuação, podem ser sistêmicos e não sistêmicos. Os sistêmicos são transportados através da 
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seiva do vegetal em concentração letal ao inseto. Os agrotóxicos não sistêmicos possuem ação 

de contato (via dérmica), penetração (ação translaminar), ingestão (via oral) e fumigante (via 

respiratória). Os agrotóxicos sistêmicos possuem a vantagem de serem seletivos atacando a 

praga alvo e provocando um menor impacto no ambiente. Porém, como o agrotóxico encontra-

se no interior do vegetal é necessário respeitar o intervalo de carência para a comercialização 

do produto, evitando a contaminação do consumidor [Fellenberg, 1980]. 

Os agrotóxicos são divididos em cinco grupos quanto à classe toxicológica, como se 

pode observar na Tabela 2. Esta classificação é feita com base nos valores da DL50, que é a 

dose necessária para causar uma resposta (morte) em 50% de uma população selecionada para 

determinar o efeito letal [FAO/OMS, 1994]. 

Para facilitar a correlação entre a toxicidade de um produto comercial e o princípio 

ativo deste produto a ANVISA, através do decreto nº 4074, de 4 de janeiro de 2002 [Brasil, 

2002], classifica os agrotóxicos e estabelece uma correlação entre a sua toxicidade e a cor da 

embalagem. A Tabela 2 mostra esta correlação. 

 

Tabela 2. Classificação toxicológica dos agrotóxicos (ANVISA, 2005). 

Classificação Classe toxicológica DL50 (mg/kg para ratos) Cor da embalagem 

Extremamente tóxico I ≤ 5,0 Faixa vermelha 

Altamente tóxico II 5,0 – 50,0 Faixa amarela 

Medianamente tóxico III 50,0 – 500,0  Faixa azul 

Pouco tóxico IV 500,0 – 5000,0  Faixa verde 

Relativamente tóxico V > 5000,0 Faixa verde 

 

Quanto à classe química os agrotóxicos podem ser classificados em cinco grandes 

grupos: os organoclorados, os inibidores de colinesterase (organofosforados e carbamatos), as 

piretrinas naturais e sintéticas, derivados de uréia e nitrocompostos [EMBRAPA, 2004]. 

Compreendem uma larga variedade de substâncias químicas com diferentes grupos funcionais 

e, consequentemente, com diferentes modos de ação, biotransformação e eliminação. 

Os agrotóxicos organoclorados são extremamente tóxicos e apresentam elevado tempo 

de degradação devido a sua estabilidade química. São lipossolúveis e tendem a se acumular ao 

longo das cadeias alimentares. Esses produtos revelam efeitos cancerígenos em ratos e são 
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considerados como prováveis agentes cancerígenos para humanos [Gaynor, 2007]. Os 

inseticidas organoclorados da classe dos DRINS (Aldrin ®, Dieldrin® Endrin e Endrin Cetona) 

foram amplamente utilizados durante as décadas de 50 a 70, em razão da elevada eficiência do 

seu uso no controle das pragas. Levando-se em consideração o reconhecido potencial 

inseticida e a menor persistência ambiental dos organofosforados (OPP), os organoclorados 

foram sendo substituídos pelos organofosforados e posteriormente, em parte, pelos carbamatos 

[Moraes et al., 2002]. 

Os agrotóxicos organofosforados são amplamente usados na agricultura como 

inseticidas em vários cultivares agrícolas, tais como na produção de frutas e vegetais 

[Lambropoulou & Albanis, 2003]. Possuem em sua estrutura um átomo central de fósforo que 

é polarizável, de baixa a média eletronegatividade, usualmente tem número de coordenação 

igual a três, enquanto no estado pentavalente possui três átomos ligados por ligações simples e 

possui uma ligação dupla com um átomo de oxigênio ou com outros átomos bivalentes. Os 

compostos de fósforo trivalentes são bons agentes redutores por causa da forte reatividade dos 

pares de elétrons não ligantes e da facilidade de formação da ligação P=O. Por isso, os 

compostos fosforados são rapidamente oxidados por oxigênio, ozônio, peróxidos e outros 

agentes oxidantes. A força da ligação carbono-fósforo é similar à da ligação carbono-carbono 

e muito resistente para oxidação e hidrólise. As diferentes atividades dos compostos 

organofosforados estão relacionadas, evidentemente, com características estruturais, tais como 

o tipo de heteroátomo ou grupo funcional ligado ao átomo de fósforo e o seu estado de 

oxidação. [Dos Santos et al., 2007]. Possuem um efeito tóxico mais agudo para seres humanos 

e outros mamíferos, pois são inibidores da enzima acetilcolinesterase, essencial para a 

regulagem da transmissão de impulsos nervosos [Galli et al., 2006]. 

A enzima acetilcolinesterase é responsável pela degradação do neurotransmissor 

acetilcolina, que é liberado pela chegada de uma considerável concentração iônica ao terminal 

nervoso, quando um nervo transmite um impulso para outro ponto por meio de variações na 

concentração dos íons.  Ela é responsável pela excitação de células, provocando uma resposta 

do músculo. Após esta excitação a acetilcolina deve ser removida, pois a sua presença provoca 

movimentos desordenados do músculo. Em mamíferos, estes efeitos caracterizam-se 

principalmente por lacrimejamento, salivação, sudorese, diarréia, tremores e distúrbios 

cardiorrespiratórios. Estes últimos são decorrentes do aumento das secreções brônquicas e de 

depressão do sistema nervoso central [Caraliere et al., 1996].  
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A toxicidade dos organofosforados varia em função do tipo de radical alquila ligado ao 

fósforo e da presença ou não do oxigênio ligado ao átomo de fósforo na molécula. Quando 

existe a troca da ligação entre o fósforo e enxofre (P=S) para fósforo e oxigênio (P=O), o 

átomo de fósforo fica mais eletropositivo, possibilitando a este realizar um ataque mais eficaz 

na molécula da enzima acetilcolinesterase. Assim, esta troca aumenta a toxicidade para insetos 

e mamíferos. O tipo de radical alquila ligado ao átomo de fósforo também afeta a toxicidade 

da molécula e sua capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase. Por exemplo, a 

substituição na parationa do radical metil (parationa metílica, Figura 1) por um radical etil 

(parationa etílica, Figura 2) aumenta a toxicidade da molécula [Dórea, 1999]. 

 

            

Figura 1. Estrutura da parationa metílica           Figura 2. Estrutura da parationa etílica 

 

Os organofosforados são biodegradáveis, sendo curta a sua persistência no solo, 

variando de 1 a 3 meses. O principal meio de degradação no ambiente ocorre por hidrólise sob 

condições alcalinas. A maioria dos organofosforados é estável na faixa de pH de 3 a 6. 

Os carbamatos são sais ou ésteres derivados do ácido carbâmico (Figura 3) com 

substituições dos hidrogênios da carboxila e do grupo amina, por outros elementos, grupos 

funcionais ou radicais. A Figura 4 mostra a fórmula geral dos carbamatos. Também são 

inibidores da enzima acetilcolinesterase, diferenciando-se dos organofosforados pelo fato de 

ser um átomo de carbono, e não de fósforo, que ataca a enzima destruidora de acetilcolina. A 

enzima carbamilada é instável e a regeneração da acetilcolinesterase é relativamente rápida 

quando comparada com a enzima fosforilada. Assim, os carbamatos são menos perigosos com 

relação à exposição humana do que os organofosforados. Têm ação rápida e efeitos imediatos, 

cessando logo após término da exposição. As manifestações são de menor gravidade (leve a 

moderada), com predomínio de efeitos nos músculos. O diagnóstico é clínico, com início em 

30 min e até 1 ou 2 horas após a exposição, com cerca de 6 horas de duração [Barbosa, 2004] 
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Figura 3. Estrutura do ácido carbâmico                Figura 4. Fórmula geral dos carbamatos 

 

 Estes compostos são muito instáveis em condições neutras e alcalinas à temperatura 

ambiente [Galli et al., 2006]. Eles não são persistentes no meio ambiente e apresentam efeito 

residual moderado. A meia-vida dos carbamatos no solo é em torno de 9 dias. Os carbamatos 

são metabolizados por microrganismos ou degradados na água e no solo, especialmente em 

meio alcalino, com a formação de amônia, aminas, dióxido de carbono, fenol e álcoois [Galli 

et al., 2006]. 

Os piretróides são análogos sintéticos das piretrinas. O piretro é obtido a partir das 

flores de plantas pertencentes ao gênero Chrysanthemum (Pyrethrum) e espécie 

cinerariaefolium, que possuem as piretrinas como seus componentes ativos.  A síntese do 

ácido crisantêmico (Figura 5) abriu novos caminhos para a obtenção de piretróides.  

 

 
Figura 5. Estrutura química do ácido crisantêmico 

 

Os piretróides foram desenvolvidos com a finalidade de obter compostos com maior 

potencial inseticida e com menor toxicidade aos mamíferos. Apesar de possuírem uma menor 

toxicidade que a maioria das outras classes de agrotóxicos, podem apresentar um potencial 

risco em ambientes fechados, uma vez que são frequentemente utilizados como inseticidas 

domésticos. Os piretróides são mais eficientes e seguros, pois são seletivos, sendo largamente 

empregados em diversos tipos de culturas no controle de insetos, podendo ser eventuais 

contaminantes em alimentos.  

Os piretróides têm sido considerados como uma das classes de inseticidas com maior 

potencial na agricultura devido a sua curta persistência no meio ambiente e alta atividade para 
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insetos. Destacam-se pela sua utilização na agricultura a bifentrina, cipermetrina, deltametrina, 

fenpropatina e permetrina [Oviedo, Toledo & Vicente, 2003].  

Os piretróides sintéticos têm boa estabilidade sob luz e temperatura ambiente. 

Degradam-se, toda via por hidrólise e oxidação, sendo caracterizados também pela rápida 

degradação por microrganismos do ambiente, não se detectando a acumulação de resíduos. 

São os compostos de ação mais rápida na interferência da transmissão de impulsos nervosos. 

Possuem alta eficiência, sendo necessárias menores quantidades de produto ativo, resultando 

em menor contaminação nas aplicações. Com isso, vêm tomando rapidamente o lugar dos 

organofosforados. Outra vantagem desta classe é que eles admitem a sinergia, aumentando a 

sua eficácia.  

Os benzimidazóis são utilizados na agricultura como fungicidas no controle de 

organismos patogênicos em tratamentos pré e pós-colheita [Veneziano et al., 2004]. São 

sistêmicos com ação curativa e protetora, atuando na inibição da mitose e na divisão celular 

[IUPAC, 2009]. Os fungicidas sistêmicos desse grupo, como tiabendazol, cardendazim, 

tiofanato metílico e benomil se caracterizam por uma alta seletividade, atuando em poucos 

processos do metabolismo dos fungos. Entre os benzimidazóis, o primeiro composto 

desenvolvido foi o tiabendazol (Figura na Tabela 3), introduzido em 1961 como um vermífugo 

utilizado em medicina humana e veterinária [Silva & Melo, 2009]. A Figura 6 mostra a 

estrutura do benzimidazol. 

 

Figura 6. Estrutura do benzimidazol 

Os triazóis são compostos heterocíclicos com um anel de cinco membros contendo dois 

átomos de carbono e três átomos de nitrogênio. A Figura 7 mostra as estruturas básicas dos 

triazóis. Estes compostos são fungicidas sistêmicos com ação protetora e curativa. Eles inibem 

a enzima específica, C14-demetilase, que desempenha um papel na produção de esterol, como 

o ergosterol que é essencial para o desenvolvimento das paredes celulares, resultando no 

crescimento fúngico anormal, levando a morte. Devido a sua toxicidade, os triazóis têm sido 

associados a mudanças na funcionalidade do fígado, diminuição do peso do rim, alteração na 

estrutura da bexiga urinária e efeitos agudos sobre a o sistema nervoso central [Zambonin & 
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Palmisano, 2002]. Os triazóis são solúveis em água e estáveis em pH entre 5 e 9 [IUPAC, 

2009]. 

                                 

Figura 7. a. Estrutura do 1,2,3-triazol e b. Estrutura do 1,2,4-triazol 

 

As estrobilurinas correspondem a uma nova classe de fungicidas e apresentam um 

novo modo de ação, que é muito seguro do ponto de vista ambiental. A eficácia das 

estrobilurinas está associada à inibição da respiração mitocondrial dos fungos. Portanto, trata-

se de uma classe de agrotóxicos seletiva. A estrobilurina A é base desta classe de compostos e 

é um produto natural produzida pelo fungo Strobilurus tenacellus.  O grupo inclui compostos 

sintéticos como azoxistrobina (estrutura na Tabela 3), metominostrobina, trifloxistrobina, 

picoxistrobina, dimoxistrobina e piraclostrobina (estrutura na Tabela 3) que agem de forma 

semelhante a estrobilurina A [Viñas et al., 2009]. Estes compostos são solúveis em água e são 

estáveis, não sofrendo alterações em função de variações no pH [IUPAC, 2009]. 

As avermectinas são classificadas como biopesticidas [IUPAC, 2009] e são produtos da 

fermentação de uma cepa de Streptomyces avermitilis. As avermectinas possuem potentes 

atividades inseticida, acaricida e neomaticida. A abamectina (estrutura na Tabela 3), 

ivermectina e doramectina são exemplos de agrotóxicos desta classe, que apresentam boa 

popularidade entre agricultores e veterinários, devido ao seu amplo espectro de atividade 

[Kolar et al., 2008]. Apresentam ação de contato e de ingestão com atividade sistêmica 

limitada, bloqueiam a atividade elétrica dos nervos e músculos das pragas. Estes compostos 

são pouco solúveis em água e são estáveis no meio aquoso em pH entre 5 e 7. [IUPAC, 2009]. 

As tetrazinas são compostos heterocíclicos com seis membros contendo dois átomos de 

carbono e quatro átomos de nitrogênio. A Figura 8 mostra as estruturas das tetrazinas.  São 

utilizados como acaricidas e são específicos com ação de contato, apresentando longa 

atividade residual. São pouco solúveis em água e sofrem degradação em meio alcalino (pH 9) 

[IUPAC, 2009]. Entre as tetrazinas mais utilizadas está a clofentezina (estrutura na Tabela 3). 
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                a)                      b)  

Figura 8. a. Estrutura da 1,2,3,4-tetrazina e b. Estrutura da 1,2,4,5-tetrazina. 

 

A Tabela 3 mostra a estrutura química, grupo químico, fórmula molecular, massa 

molar, log do coeficiente de partição octanol/água, solubilidade em água, temperatura de 

fusão, pressão de vapor e pKa dos compostos selecionados para esse estudo. 
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Tabela 3. Estrutura química, grupo químico e características físico-químicas dos compostos estudados.  
 

Composto Grupo químico Fórmula MM Log (kow) 
(20°C) 

Sol. água  
(mg L-1) 

20°C 

T(Fusão) 

(°C) 
Pressão de 

vapor 
(mPa, 25°C) 

pka 

Clofentezina 

 

Tetrazina C14H8Cl2N4 303,1 3,10 0,002 183,0 1.4 . 10-3  - 

Carbofuran

 

metilcarbamato C12H15NO3 221,3 1,70 319 153,1 8,0 . 10-2  - 

Diazinona

 
 

Organofosforado C12H21N2O3PS 304,3 3,69 60,0 Liq. 11,97  2,6 
ácido 
forte 

Parationa metílica 

 

Organofosforado C8H10NO5PS 263,2 3,00 55,0 35,5 0,2  - 

Fonte: IUPAC, 2008.  
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Tabela 3 (Continuação).  
 

Composto Grupo químico Fórmula MM Log (kow) 
(20°C) 

Sol. água  
(mg L-1) 

20°C 

T(Fusão) 

(°C) 
Pressão de 

vapor 
(mPa, 25°C) 

pka 

Malationa 

 

Organofosforado C10H19O6PS2 330,3 2,75 145,0 -20,0 3,1  - 

Fentiona 

 

Organofosforado C10H15O3PS2 278,3 4,84 4,2 7,5 0,37  - 

Tiabendazole

 
 

benzimidazol C10H7N3S 201,2 2,39 30,0 297,0 5,3 . 10-4  4,73 
base 
fraca 

Imazalil 

 

imidazol C14H14Cl2N2O 297,2 2,56 142,0 48,6 0,158 6,53 
base 
fraca 

Fonte: IUPAC, 2008.
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 Tabela 3 (Continuação).  
 

Composto Grupo químico Fórmula MM Log (kow) 
(20°C) 

Sol. água  
(mg L-1) 

20°C 

T(Fusão) 

(°C) 
Pressão de 

vapor 
(mPa, 25°C) 

pka 

Carbosulfan 

 

metilcarbamato C20H32N2O3S 380,5 7,42 0,11 Liq. 3,6 . 10-2  - 

Bifentrina  

 

Piretróide C23H22ClF3O2 422,8 7,30 0,001 69,3 1,8 . 10-2 
(20°C) 

- 

Permetrina 

 

Piretróide C21H20Cl2O3 391,3 6,10 0,2 34,5 2,0 . 10-3 - 

Procloraz  

 

Imidazolcarboxi-
amida 

C15H16Cl3N3O2 376,7 3,53 34,4 48,3 0,15  3,8 
base 
fraca 

Fonte: IUPAC, 2008. 
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Tabela 3 (Continuação).  
 

Composto Grupo químico Fórmula MM Log (kow) 
(20°C) 

Sol. água  
(mg L-1) 

20°C 

T(Fusão) 

(°C) 
Pressão de 

vapor 
(mPa, 25°C) 

pka 

Piraclostrobina  

 

estrobilurina C19H18CIN3O4 387,8 3,99 1,9 64,5 2,6 . 10-5  - 

Difenoconazole  

 

triazol C19H17Cl2N3O3 406,2 4,20 15,0 82,5 3,3 . 10-5  - 

Azoxistrobina  

 

estrobilurina C22H17N3O5 403,4 2,50 6,7 116,0 1.1 . 10-7  - 

Abamectina Avermectina C48H72O14 + 
C47H70O14 

866,6 4,4 1,21 165,6 3,7 . 10-3  
(20°C)   

- 

Fonte: IUPAC, 2008.
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2.2. Produção de manga 

 

A fruticultura é um importante setor que contribui para o crescimento da economia 

brasileira, sendo uma grande geradora de empregos e de divisas. Com uma produção de 

aproximadamente 40 milhões de toneladas anuais e uma área plantada aproximadamente de 

2,5 milhões de hectares, o Brasil ocupa a terceira posição no ranking mundial dos maiores 

produtores de frutas, atrás apenas da Índia e da China [Embrapa (a), 2009]. As frutas são 

produzidas em todas as regiões do Brasil com predominância das regiões Nordeste e Sudeste. 

A região Nordeste é a primeira na produção de banana, coco, cacau, caju, mamão, manga, 

abacaxi, melão e maracujá. Nos últimos anos o setor tem registrado importantes conquistas, 

como a abertura de novos mercados para o escoamento da produção nacional de frutas. Para 

tanto, foi necessário superar as barreiras fitossanitárias e tarifárias impostas pelos principais 

mercados importadores. Para ampliar estas conquistas será necessário ampliar a infra-estrutura 

de transporte, armazenamento e de análise de resíduos de agrotóxicos, bem como estabelecer 

uma legislação de segurança alimentar aceita pelos principais países importadores, em relação 

a frutas frescas e processadas [Embrapa (a), 2009].  

A manga (Mangifera indica L.) pertence à família Anacardiaceae e figura entre as 

frutas tropicais de maior expressão econômica nos mercados brasileiro e internacional [Silva 

et al., 2005]. É uma fruta originária da Ásia (Índia) e foi trazida ao Brasil pelos portugueses, 

tornando-se uma das principais frutíferas cultivadas no Nordeste brasileiro. É uma fruta de 

polpa firme, com sabor, aroma e cor muito agradáveis, fazendo parte do elenco das frutas 

tropicais de importância econômica não só pela aparência exótica, mas também por ser uma 

fonte rica em carotenóides, minerais e carboidratos [Brandão et al., 2003]. Apresentando 

grandes possibilidades de industrialização, ainda não devidamente exploradas, sua 

comercialização consiste quase que exclusivamente no fruto in natura, embora possa ser 

transformada em diferentes produtos tais como sucos, néctares, geléias, compotas, sorvetes e 

outros. Devido a sua sazonalidade, torna viável sua industrialização, visando um melhor 

aproveitamento, diminuição das perdas de produção e aumento do valor agregado aos 

produtos obtidos [Brunini et al., 2002].  

Por se tratar de uma cultura lucrativa e de boa aceitação, tanto no mercado interno 

como no externo, é crescente o interesse por esta cultura com destaque para as regiões com 

projetos de fruticultura irrigada. Segundo dados do Ministério da Agricultura, a produção de 
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manga teve um aumento significativo entre os anos de 1900 e 2007, como se pode observar na 

Figura 9. 

           
Figura 9. Evolução da produção de manga entre os anos de 1900 e 2007. 
Fonte: Ministério da Agricultura, 2009. 
 

Em 2007 o setor de fruticultura foi responsável por 5,7 % das exportações do 

agronegócio brasileiro com um montante de US$ 644 milhões. Deste montante, a manga 

contribuiu com uma soma de US$ 89,6 milhões, que correspondeu a 13,9 % das exportações 

do setor neste período. A Figura 10 mostra as porcentagens em valores das principais frutas 

frescas exportadas pelo Brasil no ano de 2007. 

 
 
Figura 10. Principais frutas frescas exportadas pelo Brasil em 2007. 
Fonte: Ministério da Agricultura, 2009. 
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A manga é a sétima cultura no ranking nacional de produção de frutas, ficando atrás da 

produção de laranja, banana, abacaxi, melancia, coco, mamão e uva. Esta cultura apresentou 

um crescimento nas exportações entre os anos de 2007 e 2008 passando de 116 para 133 mil 

ton de frutos exportados atingindo uma receita de US$ 118,7 milhões no ano de 2008 [Brasil, 

Ministério da agricultura, 2009]. 

A região Nordeste destaca-se na produção desta fruta sendo responsável por 76,3 % da 

produção nacional, com destaque para a região do Vale do São Francisco com o pólo de 

fruticultura irrigada que abrange as cidades de Juazeiro na Bahia e Petrolina em Pernambuco, 

sendo o Estado da Bahia responsável por 49,9% da produção nacional com uma área cultivada 

de 30.420 ha, seguido dos Estados de São Paulo e Pernambuco com 13.843 e 9.963 ha, 

respectivamente [Ibraf, 2009]. 

A composição química da manga varia com as condições da cultura, variedade, estágio 

de maturação e outros fatores, sendo constituída principalmente de água, carboidratos, ácidos 

orgânicos, sais minerais, proteínas, vitaminas, pigmentos, além de outros compostos. O valor 

vitamínico das mangas fica circunscrito principalmente em torno de seu conteúdo de vitamina 

A (carotenóides), vitamina C (ácido ascórbico), e pequenas quantidades de vitaminas do 

complexo B. A manga madura possui quantidade apreciável de vitamina C, chegando a conter 

110 mg/100 gramas do fruto conforme a variedade [Silva et al., 2005]. 

A mangueira se adaptou bem à região Nordeste devido a suas exigências de 

luminosidade e umidade para o seu desenvolvimento. É uma planta muito resistente à seca 

devido ao seu sistema radicular que é capaz de atingir grandes profundidades. A radiação solar 

absorvida pela mangueira interfere no seu ciclo vegetativo e no período de desenvolvimento 

do fruto, sendo de grande importância para o crescimento, floração e frutificação. A radiação 

solar incidente promove maiores teores de açúcar e de ácido ascórbico nos frutos. A região do 

Vale do Rio São Francisco destaca-se na produção de mangas por apresentar temperaturas 

diurnas/noturnas variando entre 30 e 25oC, que estimulam o crescimento vegetativo e 

temperaturas entre 28 e 18oC, que promovem uma intensa floração nos meses de maio a 

agosto. A umidade do ar durante o ciclo da cultura da mangueira é muito importante, por 

favorecer o surgimento de doenças fúngicas. A maior incidência dessas doenças está associada 

a elevadas temperaturas, que promovem altos valores de umidade relativa, provocando danos 

econômicos, podendo, inclusive, inviabilizar a produção comercial de frutos [Embrapa Semi-

árido, 2004].   
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A mangueira enxertada e bem conduzida inicia sua produção no 3º ano pós-plantio, 

com produção econômica no 4º ano. No Nordeste, a colheita ocorre normalmente, entre 

outubro e fevereiro e entre agosto e outubro para plantas induzidas, sendo a produtividade na 

região da ordem de 20 e 30 ton/ha/ano [SEAGRI, 2009]. 

Durante o desenvolvimento a mangueira é atacada por diversas pragas, que provocam a 

redução na produtividade e diminuição no valor de comércio dos frutos, podendo causar a 

morte da planta a depender do grau de infestação do pomar. A mosca-das-frutas (Anastrepha 

sp., Ceratitis capitata. Díptera. Tephritidae), a cochonilha (Aulacaspis tubercularis) e o ácaro 

(Eriophyes mangifare, Eriphyidae) são as pragas que causam maiores prejuízos a esta cultura. 

O tratamento fitossanitário destas pragas é feito à base de agrotóxicos organofosforados como 

malationa, parationa metílica, diazinon, fentiona e triclorfon [SEAGRI, 2009]. Entretanto, é 

importante ressaltar que a fentiona e o triclorfon são os únicos agrotóxicos organofosforados 

autorizados pela ANVISA para esta cultura [ANVISA, 2009].    

Durante o ciclo de produção, podem aparecer diferentes doenças fúngicas que afetam a 

produtividade e provocam danos aos pomares. A seca-da-mangueira provocada pelo fungo 

Ceratocistis fimbriata é a doença mais grave que afeta a árvore podendo causar sua morte em 

pouco tempo. A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioies causa grandes 

prejuízos econômicos por provocar lesões irregulares nos frutos. O oidio é uma doença 

proveniente do fungo Oidium mangiferae e provoca a queda dos ramos novos, flores e frutos. 

O controle fitossanitário destas doenças é feito com fungicidas sintéticos como o imazalil, 

difenoconazol, benomil e fungicidas cúpricos [SEAGRI, 2009].   

Várias doenças acometem a manga na pós-colheita, provocando perdas expressivas. 

Entre essas, a antracnose é a mais expressiva. No Brasil, o controle da antracnose e de outras 

doenças da manga em pós-colheita pode ser feito pela imersão dos frutos durante 5 minutos 

em água, a 55 ºC, acrescida de tiabendazol ou benomil a 0,2 % [Junqueira et al., 2004]. 

Embora eficazes no controle da doença, esses fungicidas podem deixar resíduos nos frutos, o 

que não agrada aos consumidores que, a cada dia, vêm aumentando suas exigências por frutas 

frescas sem resíduos de agrotóxicos. Segundo Junqueira et al. (2004) a antracnose da manga 

Tommy Atkins na pós-colheita, pode ser controlada com um procedimento alternativo livre de 

agrotóxicos e que apresenta eficácia igual ou superior ao tiabendazol. Este procedimento é 

realizado por imersão dos frutos em caldas contendo extratos etanólicos de sucupira branca 

(Pterodon pubescens) a 40 ºC. 
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Para os próximos anos as perspectivas para a cultura da manga, tendo em vista os 

mercados nacional e internacional, são favoráveis. Considerando que no Brasil a produção 

integrada de frutas tem aumentado e que os consumidores buscam um padrão de alimentação 

mais saudável.  

 

2.3. Técnicas para amostragem e análise de resíduos de agrotóxicos em frutas. 

 

O preparo da amostra é uma etapa essencial para a análise cromatográfica de resíduos 

de agrotóxicos em frutas e vegetais. Esta etapa é importante para a remoção de interferentes e 

concentração dos analitos, tendo em vista que, as concentrações do analito são geralmente 

muito baixas e as amostras são complexas. Os métodos tradicionais de preparo de amostras 

baseados na extração líquido-líquido (LLE), extração Soxhlet e mais recentemente na extração 

em fase sólida (SPE), são trabalhosos, consomem muito tempo e grandes volume de solventes 

orgânicos, elevando o custo das análises e gerando resíduos, com riscos de contaminação da 

amostra e do ambiente. Novas tendências na química analítica têm levado à simplificação e 

crescente automação de etapas analíticas preliminares, particularmente em consideração à 

etapa de extração [Sánchez-Ortega et al., 2005]. É crescente o interesse por procedimentos de 

preparo de amostras que sejam rápidos, exatos, precisos, livres de solventes, econômico e de 

fácil automação [Beyer & Biziuk, 2008]. 

Metodologias baseadas na dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) [Sobrinho & 

Dórea, 2004] [Menezes Filho et al., 2006] [Silva et al., 2008], microextração em fase líquida 

(LPME) [Lambropoulou & Albanis, 2007] e na microextração em fase sólida (SPME) [Chai & 

Tan, 2009] são mais rápidas, fazem uso de pequeno volume de solvente orgânico ou não 

utilizam solvente com consequente redução de custo. Entre estas técnicas a SPME é a de mais 

fácil automatização e pode ser considerada como uma ferramenta adequada para a amostragem 

automática e tratamento de amostras, caracterizando-se como uma grande vantagem desta 

técnica em comparação às técnicas tradicionais [Farajzaden & Hatami, 2004]. A 

microextração em fase sólida integra em um único passo as etapas de amostragem, extração e 

concentração [Huang et al., 2004]. 
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2.4. Microextração em Fase Sólida (SPME) 

    

2.4.1. Histórico da SPME e aplicações 

 

A microextração em fase sólida é considerada como uma microtécnica de extração e de 

pré-concentração de analitos, pois esses processos são realizados em escala muito pequena. A 

técnica foi desenvolvida entre 1989 e 1990 pelo Prof. Janusz Pawliszyn [Arthur & Pawliszyn, 

1990] e colaboradores na Universidade de Waterloo, em Ontário, Canadá, para uso em 

combinação com a cromatografia a gás, na análise de poluentes orgânicos voláteis e 

semivoláteis em amostras de água [Quinteiro et al., 2003]. Pawliszyn e colaboradores 

utilizaram uma seringa contendo no interior da agulha uma fibra de sílica, recoberta por uma 

fase estacionária orgânica. O pequeno tamanho da fibra e sua forma geométrica cilíndrica 

permitiram incorporá-la a esta seringa. Desta forma a sua manipulação é facilitada e permite 

proteger a fibra quando a mesma não está sendo utilizada [Zhan et al., 1994]. No 

desenvolvimento da técnica, Pawliszyn, após estudar as diferentes variáveis que influenciam 

no processo de extração, concluiu que esta técnica de extração não é exaustiva, mas sim, que 

envolve um equilíbrio entre a fase que contém os analitos e a fase orgânica estacionária. Este 

fato leva alguns pesquisadores e agências reguladoras de agentes tóxicos a fazerem ressalvas à 

técnica, considerando-a como semi-quantitativa em vez de quantitativa. 

A SPME é uma técnica relativamente simples e a sua execução envolve uma etapa de 

extração, seguida da dessorção. A etapa de extração baseia-se na sorção dos analitos por uma 

fibra de sílica modificada quimicamente. Isso ocorre quando a fibra é exposta aos analitos, 

devido à migração dos mesmos da amostra para a fase de recobrimento na fibra até que se 

alcance a situação de equilíbrio (Figura 11). O processo de extração pode ocorrer por adsorção 

ou por absorção em função do tipo de fibra utilizada [Aumatell, 2005]. Para executar a 

extração por SPME, deve-se colocar um volume da amostra em um frasco de vidro 

hermeticamente fechado com septo (silicone ou teflon). Em seguida se perfura o septo e se 

introduz a seringa no frasco de vidro. Empurrando o êmbolo para baixo se expõe à fibra na 

amostra por um tempo previamente estabelecido. Uma vez finalizado o tempo de extração, 

recolhe-se a fibra para o interior da seringa. 
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            Figura 11. Etapa de sorção dos analitos na fase quimicamente ligada à fibra. 

 

A microextração em fase sólida pode ser realizada por dois diferentes modos de 

operação. A extração direta (Figura 12) e a extração via headspace (Figura 13). A escolha 

deve ser feita em função, principalmente, do estado físico da matriz, da afinidade do analito 

pela matriz e de sua volatilidade. Na extração direta, a fibra é colocada diretamente em contato 

com a amostra (líquida ou gasosa) e os analitos (voláteis ou não) são transportados para a fase 

extratora. No modo headspace, a fibra revestida é inserida no espaço acima da amostra (sólida 

ou líquida) contida em frasco selado para que ocorra a extração de analitos voláteis ou 

semivoláteis [Magdic et al., 1996]. Neste caso, como a fibra não entra em contato com a 

amostra diretamente, o modo headspace representa uma alternativa para extrações em 

amostras sólidas, permitindo também modificações na matriz, tais como mudança no pH e na 

força iônica, sem prejudicar a fase extratora [Eisert & Levsen, 1996]. Em amostras sólidas ou 

semi-sólidas a extração de compostos voláteis ou semivoláteis é feita via headspace. Porém, 

para a extração de compostos mais pesados, quando possível deve-se adicionar solvente, para 

obter um sistema com condições apropriadas para a extração por imersão direta. Quando o 

analito apresenta grande afinidade pela matriz, é necessário alterar as condições do meio para 

que os mesmos sejam liberados da matriz e passem a interagir com a fase extratora. Tais 

modificações envolvem mudança na temperatura do sistema e alteração na força iônica, com 

variação de pH e adição de sal. Os compostos voláteis e semivoláteis são facilmente extraídos 

via headspace, independentemente do estado físico da matriz. Para compostos de maior massa 

molecular e menor pressão de vapor a extração por imersão direta é mais apropriada, mas 

existem limitações quando se trata de matrizes sólidas [Medeiros, 2008].   
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           Figura 12. Extração por SPME                      Figura 13. Extração por SPME        
                            com imersão direta                                         com headspace           

 

A extração direta em amostras de extratos de frutas pode ser difícil, devido à presença 

de interferentes, que podem ser provenientes de matéria em suspensão, bem como de matéria 

dissolvida no extrato, em particular as pectinas. Estes fatores são os maiores responsáveis pela 

redução na eficiência da extração, devido à formação de micelas, retendo os analitos e/ou 

reduzindo o espaço livre na fibra. Uma sugestão para solucionar este problema é diluir o 

extrato com adição de água. Porém, a sensibilidade decresce muito, dificultando a 

determinação dos analitos em baixas concentrações [Simplício & Vilas Boas, 1999].  Outra 

opção é fazer uma avaliação prévia com uma extração simples e rápida, utilizando uma 

pequena quantidade de solvente orgânico, seguida da extração por SPME. Com este 

procedimento a sensibilidade não é reduzida drasticamente e facilita a limpeza do extrato, 

reduzindo a quantidade de muitos interferentes provenientes da matriz [Cortés-Aguado et al., 

2008]. 

Na etapa de dessorção os analitos são liberados da fibra para o sistema cromatográfico. 

Esta etapa pode ser por dessorção térmica ou por eluição com um solvente orgânico. 

Inicialmente a microextração em fase sólida foi desenvolvida para ser utilizada com a 

cromatografia gasosa. Assim, a fibra com os analitos é inserida no injetor aquecido de um 

cromatógrafo a gás e os analitos são termicamente dessorvidos. O injetor do cromatógrafo  

deve estar aquecido a uma temperatura suficientemente elevada para garantir que ao se expor a 

fibra, ocorra a dessorção instantânea dos analitos para serem carreados para a coluna 

cromatográfica (Figura 14). Este é o modo de dessorção mais utilizado e descrito na literatura 
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[Berrada et al., 2004]. A eficiência da dessorção depende da volatilidade dos analitos, da 

posição da fibra no injetor, da temperatura do injetor e do tempo de exposição. À medida que 

se aumenta a temperatura, os coeficientes de partição fibra/gás de arraste, diminuem e, assim, 

diminui rapidamente a capacidade da fibra de reter os analitos. O fluxo constante de gás de 

arraste no injetor do cromatógrafo facilita a liberação e o transporte dos analitos.  Entretanto, 

este procedimento cria problemas práticos, tais como a progressiva degradação do polímero e, 

além disso, no caso da presença de compostos não voláteis, estes não serem completamente 

dessorvidos da fibra. 

 
Figura 14. Etapa de dessorção térmica dos analitos no injetor do cromatógrafo a gás. 

 

 

Uma alternativa proposta para isto é a dessorção com solvente em um sistema acoplado 

SPME/HPLC. Este modo de dessorção é apropriado para compostos que são termicamente 

instáveis ou pouco voláteis. A combinação da SPME com a cromatografia líquida (HPLC) 

utiliza uma interface que permite a realização da dessorção com a própria fase móvel ou 

introduzindo um solvente orgânico adequado na câmara (Figura 15). O acoplamento SPME-

HPLC requer uma interface apropriada, tal como a apresentada na Figura 16, onde a fibra é 

inserida na extremidade superior e as demais extremidades, lateral e inferior, são conectadas a 

uma válvula de seis pórticos do HPLC. 
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Figura 15. Etapa de dessorção dos analitos na cromatografia líquida 

 

 

Figura 16. Interface para o acoplamento SPME-HPLC 

 

A dessorção dos analitos para análise em cromatografia líquida pode ser no modo 

estático, com o uso de um solvente orgânico, ou no modo dinâmico com o uso da própria fase 

móvel [Sánchez-Ortega et al,, 2005]. Na dessorção estática, a fibra permanece na interface, em 

contato com um volume previamente estabelecido de fase móvel ou de solvente orgânico, 

durante um intervalo de tempo previamente ajustado, para a dessorção dos analitos [Queiroz & 

Lanças, 2005]. Na dessorção dinâmica, a fibra permanece na interface, por onde passa a fase 

móvel, durante um intervalo de tempo previamente otimizado ou durante toda a corrida para 

garantir a completa dessorção dos analitos.  
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As análises realizadas por SPME-HPLC apresentam algumas limitações, tais como 

dificuldades no acoplamento da interface/HPLC, dessorção não eficiente dos compostos 

sorvidos pela fibra, análise manual, número limitado de fibras adequadas e baixa estabilidade 

destas fibras, quando expostas à fase móvel ou a solventes orgânicos [Queiroz & Lanças, 

2005]. 

Recentemente, várias aplicações de SPME acoplada a HPLC têm sido descritas na 

literatura. A vantagem no uso do acoplamento SPME-HPLC é que compostos com baixa 

volatilidade ou que são termicamente instáveis podem ser analisados. No desenvolvimento de 

uma metodologia analítica que utilize o acoplamento SPME-HPLC, para uma maior eficiência 

na extração devem ser avaliados o tipo de fibra, o procedimento de dessorção, a temperatura, 

pH, a força eluotrópica dos solventes e a força iônica. Uma etapa importante que deve ser 

avaliada no desenvolvimento da metodologia é o efeito da matriz sobre a eficiência de 

extração (Huang et al., 2004). 

As fibras utilizadas na microextração em fase sólida começaram a ser comercializadas 

pela Supelco em 1993. Inicialmente, os materiais utilizados como fases extratoras eram o 

polidimetilsiloxano (PDMS) e o poliacrilato (PA) classificados como apolar e polar, 

respectivamente. A fase estacionária pode ser constituída por um ou mais tipos de polímeros 

sorventes [Mestres et al., 1998]. Atualmente, além das fases extratoras mencionadas, também 

são comercializadas a fase constituída de um copolímero PDMS-divinilbenzeno, Carbowax 

(CW) (polietilenoglicol), Carbowax-divinilbenzeno, Carboxen (carbono com resinas 

poliméricas adsorvidas) e Carboxen-PDMS [Huang et al., 2004]. A espessura do revestimento 

e sua natureza (polar, apolar ou bipolar) são as principais características que governam a 

seletividade e a eficiência da extração. Tais características são encontradas na literatura e em 

notas técnicas dos fabricantes. Normalmente, os revestimentos com grande afinidade pelo 

analito (alta seletividade) e mais espessos (extraem em maior quantidade) proporcionam ao 

método alta sensibilidade [Potter & Pawliszyn, 1992].  

A Tabela 4 mostra as características (revestimento e espessura, polaridade da fase 

extratora e aplicações sugeridas) de algumas fibras disponíveis comercialmente. 

A agitação, no momento da amostragem por SPME, é na maioria das vezes necessária 

para facilitar o transporte dos analitos para a fase estacionária extratora e assim reduzir o 

tempo de equilíbrio. Entretanto, a extração sem agitação pode ainda proporcionar bons 
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resultados, quando os analitos são voláteis e extraídos no modo headspace [Valente & 

Augusto, 2000]. 

 

Tabela 4. Características de fibras para SPME disponíveis comercialmente. 

Revestimento e 
espessura (µm) 

Polaridade Aplicações sugeridas 

PDMS     7 

PDMS     30 

PDMS     100 

 

Não polar 

Substâncias apolares de alta massa molecular 

Substâncias semivoláteis não polares 

Substâncias voláteis 

PA              85 

CW/TR       50 

CW/DVB    65 

CW/DVB    70 

Carboxen/DVB  50/30 

 

 

Polar 

Substâncias semivoláteis polares 

Substâncias surfactantes 

Álcoois e compostos polares 

Álcoois e compostos polares 

Flavorizantes (voláteis e semivoláteis) 

PDMS/DVB         60 

PDMS/DVB         65 

Carboxen/PDMS  75 

Carboxen/PDMS  85 

 

 

Bi-polar 

Aminas e compostos polares 

Voláteis, aminas e nitroaromáticos 

Gases e compostos de baixa massa molecular 

Gases e compostos de baixa massa molecular 

Fonte: Adaptado de Quinteiro et al., 2003. 

 

A SPME apresenta como vantagens a grande simplicidade; baixo custo; utilização de 

pequenos volumes da amostra; redução significativa do uso de solventes orgânicos;  

possibilidade de concentração de compostos voláteis e semivoláteis; possibilidade de obter 

limites de detecção muito baixos (na ordem de ppt) e possibilidades de aplicação a uma grande 

variedade de amostras, gasosas [Yassaa, et al., 2005; Kleeberg, et al., 2005], líquidas 

[Cabrera, et al., 2008; Wang, et al., 2009; Cortés-Aguado, et al., 2008; Vázquez, et al., 2008; 

Riu-Aumatell, et al., 2004; Bonino, et al., 2003; Reto, et al., 2006; Fernandez-Alvarez et al., 

2008; Viñas et al., 2008] e sólidas [Fytianos, et al., 2006; Flores, et al., 2006; Simplicio,et al., 

1999; Chai, et al., 2009; Wang, et al., 2009; Basheer et al., 2009]. 

Como toda técnica de extração, a SPME também apresenta limitações, tais como a 

limitada capacidade de sorção das fibras, devido à quantidade da fase de recobrimento ser 

muito pequena; a presença de matéria suspensão na amostra poder causar danos ao  
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recobrimento da fibra durante a agitação; compostos de elevada massa molecular fixarem-se  

irreversivelmente na fibra modificando as suas propriedades físico-químicas [Alpendurada, 

2000] e a formação de bolhas de gás na superfície da fibra podendo afetar a taxa de 

transferência de massa, podendo aparecer problemas de sensibilidade e precisão. 

      

2.4.2. Otimização do procedimento SPME 

 

Durante o desenvolvimento de um método por SPME, é necessário o estudo e a 

otimização de um conjunto de variáveis experimentais que influem sobre o equilíbrio na 

extração. Estas variáveis podem ser modificadas com o objetivo de aumentar a eficiência do 

processo de extração. Entre os principais fatores experimentais que afetam a eficiência de 

extração, pode-se destacar: 

 

2.4.2.1. Tipo de fibra sorvente 

 

Os materiais mais utilizados em SPME são o polidimetilsiloxano (PMDS), o 

poliacrilato (PA), o polidimetilsiloxano/divinil benzeno (PDMS/DVB), o Carbowax (CW), o 

Carbowax/divinil benzeno (CW/DVB) e Carboxen/polidimetilsiloxano (Carboxen/PDMS). As 

fases mais empregadas em SPME são o PDMS e o PA, com diferentes espessuras de filmes, 

dependendo principalmente da polaridade do analito a ser extraído. O PDMS é uma fase não 

seletiva e bastante apolar, o que dificulta a extração de compostos polares ou quando é 

desejada seletividade na extração. Materiais mais polares como PDMS/DVB, 

Carboxen/PDMS e Carbowax/PDMS apresentam maior afinidade com analitos polares como 

álcoois, fenóis e aminas. Todas as fases são compatíveis com a análise por cromatografia 

gasosa e algumas demonstram também boa compatibilidade com a cromatografia líquida, 

enquanto outras não se mostram compatíveis em razão da menor estabilidade em solventes 

orgânicos, usados na etapa de dessorção. A espessura do filme da fase sólida determina a 

capacidade da fibra em extrair os analitos, ou seja, a quantidade de analito que pode ser 

extraída e o tempo de extração. Filmes de maior espessura apresentam maior capacidade de 

extração, mas requerem maior tempo para atingir o equilíbrio no momento da extração, 

aumentando assim o tempo de extração [Lanças, 2004].  
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O conhecimento prévio das características químicas dos analitos é fundamental para a 

escolha do tipo de recobrimento da fibra. Porém, quanto se trata de uma extração envolvendo 

um conjunto de compostos pertencentes a diferentes grupos químicos, é necessário verificar 

experimentalmente qual o tipo de recobrimento que será, em média, o mais eficiente na 

extração. 

       

2.4.2.2. Efeito da temperatura de extração 

 

Como já dito, a SPME é uma técnica que baseia-se no equilíbrio do analito entre a fase 

extratora e a matriz. A temperatura é uma variável que influi no sistema em equilíbrio, pois o 

aumento da temperatura provoca um aumento na velocidade da extração e a redução do tempo 

necessário para se atingir o equilíbrio, reduzindo também o tempo de extração. 

Quando a SPME é realizada por imersão direta, os coeficientes de difusão dos analitos 

na matriz aumentam com o incremento da temperatura, proporcionando uma maior quantidade 

de analito extraída. No modo headspace o incremento da temperatura aumenta a concentração 

dos analitos na fase vapor, tornando a extração mais rápida. Porém, o aumento de temperatura 

pode atingir limites que prejudicam a extração, pois temperaturas superiores podem provocar a 

dessorção dos analitos retidos na fase extratora (Lanças, 2004), devido a uma diminuição nos 

coeficientes de partição do analito entre o headspace e a fibra, diminuindo assim a quantidade 

de analito extraída [Pawliszyn, 1997].  

Na extração simultânea de um grupo de analitos com diferentes grupos químicos, é 

necessário avaliar experimentalmente a temperatura ideal de trabalho, pois o aumento da 

temperatura favorece a extração dos compostos menos voláteis, mas poderá diminuir a 

eficiência na extração dos compostos mais voláteis ou dos compostos que apresentam menor 

afinidade com a fase extratora. 

 

2.4.2.3. Efeito do tempo de extração 

 

           O tempo de extração corresponde ao tempo de contato entre a fase extratora e a fase 

extraída para que os analitos sejam sorvidos pela fibra revestida [Quinteiro et al., 2003].  O 

estado de equilíbrio é alcançado a partir do momento que a quantidade de analito extraída 

permanece constante [Pawliszyn, 1997]. A repetibilidade e a exatidão dos resultados são 
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otimizadas com maior facilidade quando o tempo de extração usado é suficiente para que o 

equilíbrio de sorção seja alcançado. Esse tempo é característico de cada analito e costuma ser 

longo, e quando repetido com precisão possibilita excelentes respostas [Arthur & Pawliszyn, 

1990]. A otimização do tempo de extração é fundamental para obter o máximo de 

sensibilidade e o seu valor ideal deve ser determinado experimentalmente [Lanças, 2004]. Em 

sua avaliação é necessário verificar se o aumento de sensibilidade alcançado com o aumento 

do tempo, justifica um maior tempo de análise, diminuindo a produtividade no laboratório. 

Geralmente, é fixado um tempo de extração de compromisso em que se pode optar por 

selecionar tempos de extração inferiores para não prolongar a duração das análises, 

trabalhando em consequências com alguns analitos em condições fora do equilíbrio. Para estas 

situações, pequenas variações de tempo podem causar grandes variações na resposta analítica, 

comprometendo a repetibilidade e a exatidão das análises. A Figura 17 mostra a influência do 

tempo na quantidade de analito extraída. 

 
Figura 17. Influência do tempo de extração sobre a resposta analítica. 
Fonte: Pawliszyn, 1997. 
 
   

2.4.2.4. Efeito da velocidade de agitação 

 

A otimização da velocidade de agitação é fundamental para diminuir o tempo de 

extração. A agitação magnética, por sua simplicidade, é a mais comumente utilizada. Outras 

técnicas como a sonicação, vibração da fibra e o movimento circular do frasco, demandam 

dispositivos mais complexos e de custo mais elevado [Valente & Augusto, 2000]. 
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A quantidade de analito extraído depende entre outros fatores, da velocidade na qual o 

processo alcança o equilíbrio através da taxa de transferência de massa da fase líquida para a 

fibra. Usualmente essa taxa de transferência de massa pode ser melhorada através da agitação 

[Lambropoulou et al., 2000]. 

A efetividade da agitação determinará o tempo de equilíbrio em amostras líquidas. Em 

geral, se considera que o tempo de equilíbrio para compostos de elevada massa molecular ou 

pouco voláteis se reduz mediante agitação, enquanto que o efeito para compostos voláteis será 

mínimo [Riu-Aumatell et al., 2004]. 

A agitação facilita a difusão dos analitos em direção à superfície da fibra, diminuindo o 

efeito da redução da velocidade de extração, causada pela zona estática que se forma ao redor 

da fibra, e compensa os baixos coeficientes de difusão em matrizes líquidas [Riu-Aumatell, 

2005].  

É importante assegurar que a velocidade de agitação e a temperatura da amostra sejam 

mantidas constantes ao longo do processo de extração, para que o experimento seja 

reprodutível [Lanças, 2004]. 

     

2.4.2.5. Efeito da força iônica (adição de sal) 

 

A adição de sal exerce forte efeito na eficiência da extração e a sensibilidade do 

método de extração frequentemente aumenta na presença de sal na solução [Dugay, Miège & 

Hennion, 1998]. Em geral, o efeito de salting out se amplia com a diminuição da polaridade 

do composto [Quinteiro et al., 2003]. O aumento da força iônica provoca redução na 

solubilidade do analito na matriz, aumentando o coeficiente de partição dos analitos que estão 

na forma não ionizada, facilitando sua extração pela fibra [Lanças, 2004]. Contudo, nem 

sempre a adição de sal é conveniente, pois em sua presença moléculas de elevada massa 

molecular podem aderir ao vidro do recipiente que contém a amostra, no momento da extração 

[Pawliszyn, 1997]. 

 

2.4.2.6. Efeito do pH 

 

Em meio aquoso, o pH da amostra pode afetar o equilíbrio de dissociação do analito. 

Por exemplo, uma diminuição no pH provoca um aumento na concentração de espécies 
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neutras de compostos ácidos, aumentando assim a quantidade extraída. Em geral, para 

compostos de caráter ácido ou básico, tais como fenóis e aminas, é imprescindível um ajuste 

do pH da amostra para que se obtenha o melhor desempenho na extração [Lanças, 2004]. Na 

prática, quando se usa a extração direta deve-se observar em que faixa de pH a fibra pode ser 

utilizada, pois o contato da fibra revestida com soluções ácidas ou alcalinas diminui a vida útil 

da mesma [Eisert & Levsen, 1996]. 

      

2.4.2.7. Influência da polaridade do meio  

 

Em alguns casos é conveniente adicionar água, usada como solvente extrator, uma 

pequena quantidade de solvente orgânico miscível, para modificar a polaridade do meio. No 

caso de amostras ricas em lipídios e contendo analitos apolares, é conveniente a adição do 

solvente orgânico para aumentar a solubilidade dos analitos na fase extratora, melhorando a 

sua difusão desde a matriz até a fibra, de forma a favorecer o processo de extração [Doong & 

Liao, 2001]. 

 

2.4.2.8. Tempo de dessorção 

 

O tempo de dessorção ideal é aquele que produz melhor sinal para um dado analito, ou 

o melhor perfil de sinais para um conjunto de analitos a serem determinados na mesma 

amostra.   

Por ser uma técnica de sorção, a SPME pode estar sujeita ao efeito de memória ou 

carryover, que é caracterizado pela dessorção incompleta dos analitos sorvidos na fibra, 

podendo ser mais acentuada para compostos com alta afinidade pelo seu recobrimento 

[Lambropoulou et al., 2000] ou por compostos de baixa volatilidade, neste último caso mais 

especificamente na dessorção térmica no injetor de um cromatógrafo a gás. Para evitar este 

problema é necessário verificar experimentalmente se o tempo e a temperatura de dessorção 

estão sendo suficientes para que todos os analitos sejam completamente dessorvidos da fibra. 

Esta avaliação é feita fazendo-se um branco da fibra logo após a dessorção dos analitos. Para 

garantir a exatidão e precisão nas análises, este procedimento deve ser realizado 

periodicamente. 
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2.4.2.9. Temperatura de dessorção 

 

Para a dessorção térmica ser quantitativa é necessário que a temperatura do injetor 

esteja acima da temperatura de ebulição dos analitos e não ultrapasse a temperatura máxima 

suportável pelo material do revestimento da fibra [Arthur et al., 1992]. 

Ao se aumentar a temperatura, a afinidade dos compostos pela fibra diminui.  

Frequentemente, a temperatura ótima de dessorção é aquela que coincide aproximadamente 

com a temperatura de ebulição do analito menos volátil.  

A otimização da dessorção térmica pode ser realizada por três etapas consecutivas, a 

saber: (1) com a fibra colocada no centro da zona aquecida no injetor do GC; (2) com arraste 

rápido dos compostos dessorvidos da fibra, o que é conseguido usando-se no injetor um 

“liner” de pequeno diâmetro e, já que com a fibra inserida no “liner” é criada uma região de 

restrição, onde a velocidade do gás é aumentada sem necessidade de alterar a sua pressão; (3) 

com o injetor em temperatura que seja um compromisso entre a permitida pela fibra e a 

volatilidade dos analitos [Valente & Augusto, 2000]. 

 

 

2.4.3. Aplicações da SPME na determinação de resíduos de agrotóxicos em 

vegetais, frutas frescas e seus derivados. 

 

Nos últimos anos a Microextração em Fase Sólida tem sido aplicada na extração de 

resíduos de agrotóxicos em amostras ambientais, como águas, solos e ar, bem como em 

amostras de alimento in natura ou processados. A Tabela 5 mostra um resumo das aplicações 

da Microextração em Fase Sólida acoplada a cromatografia a gás e a cromatografia a líquidos, 

com diferentes sistemas de detecção, para análise de resíduos de agrotóxicos em frutas frescas 

e seus derivados, como também em amostras de vegetais. 
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Tabela 5. Resumo das aplicações da SPME na análise de resíduos de agrotóxicos em vegetais, 
frutas frescas e seus derivados. 

Referência Objetivo do estudo Tipo de 
amostra 

Analitos Fibra Análise 

Simplício & 
Villas Boas, 
1999. 

Determinar resíduos 
de pesticidas em 
frutas e sucos. 

Pêras frescas 
e sucos 

organofosforados PDMS  
100 µm  

DI-SPME 
e GC-FPD 

Falqui-Cao et 
al., 2001 

Associar a SPME com 
FMAE para 
determinar resíduos 
de pesticidas em fruta. 

Morango azoxistrobina, 
carbendazim, 
dietofencarb, 
napropamide e 
bupirimate 

PDMS/DVB 
65 µm 

DI-SPME 
e LC-DAD 

Zamboni net 
al., 2002 

Determinar resíduos 
de triazoles em vinhos 
e morango 

Vinhos e 
morango 

triadimefon, 
propiconazole, 
miclobutanil e 
penconazole. 

PA 85 µm 
 

DI-SPME 
e GC-MS 

Lambropoulou 
& Albanis, 
2003 

Determinar resíduos 
de pesticidas em 
frutas. 

Morango e 
cerejas 

organofosforados PDMS  
100 µm 

HS-SPME 
e GC-MS  

Blasco et al., 
2002 

Determinar resíduos 
de fungicidas em 
frutas. 

Cereja, 
limão, 
laranja e 
pêra 

dicloran, 
flutriafol, o-
fenilfenol, 
procloraz e 
tolclofos metil 

CW 50 µm 
 

HPLC – 
DAD – 
MS/MS  

Millán et al., 
2003 

Determinar resíduos 
de fungicidas 
halogenados em vinho 

Amostras de 
vinho 

Nuarimol, folpet, 
triadimenol, 
triadimefon, 
Penconazole. 

PDMS-
DVB  
60 µm 

DI-SPME 
e HPLC-
DAD 

Zambonin et 
al., 2004  

Determinar resíduos 
de pesticidas em sucos 
de frutas e vinhos 

Sucos e 
vinhos 

Forate, parationa 
metílica, 
diazinon, 
fentiona, 
fenitrotion, 
malationa e 
metidationa. 

PA 85 µm DI-SPME 
e GC-MS 

Dong et al., 
2005 

Determinar resíduos 
de organoclorados e 
seus metabólicos em 
rabanete 

Rabanete BHC, o,p-DDT, 
p,p-DDT, o,p-
DBP, o,p-DDE, 
p,p-DDE, p,p-
DDM, p,p-DDD.  

C[4]OH-
TSO 60 µm 

HS-SPME 
e GC-ECD 

Lachenmeier 
et al., 2006 

Determinar resíduos 
de etil carbamato em 
frutas com caroço. 

Cereja, 
ameixa e 
damasco 

etil carbamato CW/DVB 
70 µm 

HS-SPME 
e GC-
MS/MS 

Fytianos et al.,  
2006 

Determinar resíduos 
de pesticidas em 
frutas. 

21 tipos de 
frutas 

organofosforados PA 85 µm HS-SPME 
e GC-NPD 
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Continuação da tabela 5. 

Referência Objetivo do 
estudo 

Tipo de 
amostra 

Analitos  Fibra  Análise 

Cai et al., 
2006 

Desenvolver novas 
fases par determinar 
resíduos de 
organofosforados 
em frutas e sucos. 

Maçã, 
tomate e 
suco de 
maçã 

organofosforados B15C5 80µm, 
DB18C6 80 
µm, PSO18C6 
84 µm, PA 85 
µm e PDMS-
DVB 65 µm 

HS-SPME e 
GC-FPD 

Sagratini et 
a.l, 2007 

Análise de 
carbamato e 
feniluréia em sucos 

Laranja, 
maçã, 
cereja 
morango 

carbofuran, 
carbosulfan 
monuron, diuron, 
pirimicarb, 
monolinuron. 

CW/TPR  
50 µm 

DI-SPME e 
LC-MS 

Schurek et 
al., 2008 

Determinar resíduos 
de pesticidas em 
amostras de chá. 

Amostras 
de chá 

36 compostos 
pertencentes as 
classes dos 
organoclorados e 
organofosforados 

PDMS  
100 µm 

HS-SPME e 
GC×GC/TOF 
- MS 
 

Zeng et al., 
2008 

Comparar a 
eficiência de uma 
nova fase com 
fibras comercias na 
extração de resíduos 
de organoclorados e 
piretróides em 
vegetais  

Repolho, 
Alho e aipo 

Bifentrina, 
fenpropatrina, 
beta-cialotrina, 
cialotrina, DDE, 
DDD, DDT 
 

PDMS-OH 
70 µm, 
PDMS  
100 µm, 
PDMS/DVB 
65 µm, 
PA 85 µm 

DI-SPME e 
GC-ECD 

Cortés-
Aguado et 
al., 2008 

Determinar resíduos 
de 54 pesticidas em 
frutas e sucos. 

Pêra, 
abacaxi e 
laranja 

54 compostos  PDMS/DVB 
65 µm 

SPME e GC-
MS 

Vázquez et 
al., 2008 

Determinar 
piretróides em frutas 
e vegetias 

Melancia e 
pepino 

piretróides  
 

PDMS/DVB 
65 µm 

DI-SPME e 
LC/PIF-FID 

Chai & Tan, 
2009 

Determinar resíduos 
de pesticidas em 
frutas e vegetais. 

pepino, 
tomate, 
acelga, 
morango e 
goiaba 

diazinona, 
clorotalonil, 
malationa, 
clorpirifós, 
profenofos e 
endosulfan 

PDMS  
100 µm 

HS-SPME e 
GC-ECD 

Viñas et al., 
2009 

Determinar resíduos 
de estrobilurinas em 
alimentos de bebê 

Vegetais e 
frutas 

Azoxistrobina, 
piraclostrobina, 
dimoxistrobina, 
trifloxistrobina, 
picoxistrobina. 

PDMS/DVB 
65 µm 

DI-SPME e 
GC-MS 

 

Pode-se observar que a SPME tem uma grande aplicação, podendo ser utilizada na 

determinação de resíduos de agrotóxicos de diferentes classes químicas, em diferentes 

matrizes vegetais e seus derivados, tais como sucos e vinhos. Isto se deve em parte a 
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disponibilidade de diferentes materiais que compõe as fases sólidas e a diversidade de 

sistemas de detecção aplicados aos sistemas cromatográficos.    

 

2.5. Análises de resíduos de agrotóxicos por GC-MS e HPLC-DAD. 

 

A cromatografia é um poderoso método de separação que pode ser empregado em 

várias áreas da ciência. Em suas diferentes formas tem encontrado aplicações em praticamente 

todas as áreas do conhecimento nas quais a análise qualitativa ou quantitativa de espécies 

químicas deva ser realizada [Lanças, 2004]. 

A cromatografia com diferentes sistemas de detecção, tem sido amplamente utilizada 

na análise de resíduos de agrotóxicos em diferentes matrizes. A escolha entre a cromatografia 

a gás ou a líquidos baseia-se na natureza do analito. Sendo assim, composto voláteis ou semi-

voláteis normalmente são analisados por cromatografia a gás, enquanto compostos 

termicamente instáveis ou de elevada massa molecular são analisados por cromatografia a 

líquidos.  Para a cromatografia a gás existe uma maior variedade de detectores, tais como, 

detector de ionização por chama (FID), detector de captura de elétrons (ECD), detector de 

nitrogênio e fósforo (NPD), detector fotométrico de chama (FPD), entre outros. A 

cromatografia a líquidos faz uso de detectores baseados em absorção no UV-Vis, em 

fluorescência e índice de refração, entre outros. Um grande avanço nos sistemas de detecção é 

o acoplamento da cromatografia com a espectrometria de massas (GC-MS ou HPLC-MS), que 

serve tanto para detectar a presença dos analitos, como também para identificá-los. 

O sistema GC-MS faz uso de uma interface, por onde as moléculas dos analitos são 

carreadas da coluna cromatográfica para a fonte de íons, onde sofrem o processo de ionização 

e fragmentação, sendo então, direcionados para o filtro de massas. 

A ionização por impacto de elétrons (EI) é o modo mais comum no GC-MS. O modo 

EI é um processo direto, onde energia é transferida dos elétrons, através das colisões, para as 

moléculas, que são ionizadas pela interação com uma corrente de elétrons (70 eV), 

inicialmente produzindo íons radicalares. Sob ionização, as moléculas de uma determinada 

substância se fragmentam com um padrão muito reprodutível. Este procedimento resulta numa 

fragmentação significante das moléculas, cujo espectro resultante representa a abundância das 

várias razões massa/carga (m/z) [Pizzutti, 2006]. A análise do espectro de massas obtido para o 
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composto e a sua comparação com os espectros padrão das bibliotecas eletrônicas, servem 

como indícios de identificação do composto. 

A ionização química (CI) é um modo complementar ao modo EI. A formação de íons 

por CI envolve menos energia, resultando em menos fragmentações, o espectro obtido 

usualmente mostra alta abundância de íons pseudomoleculares. Por este motivo, CI é 

frequentemente usado para determinar as massas moleculares dos componentes da amostra. 

Sendo assim, um composto desconhecido pode ser analisado sob condições EI, para 

determinar a estrutura da molécula, e condições CI, para determinar a massa molecular. Neste 

modo de ionização, tanto íons positivos quanto íons negativos podem ser formados, e o MS 

pode ser operado para medir ambos os sinais. O uso de GC-MS com CI, com ambos os modos 

positivo (PCI) e negativo (NCI), pode oferecer grandes vantagens nas análises de resíduos de 

agrotóxicos, como conseqüência de sua alta especificidade [Pirrutti, 2006]. 

Os íons formados devem ser separados de acordo com suas razões m/z. Para isso, os 

analisadores são usados para selecionar e filtrar os íons. Os analisadores podem ser de rádio 

frequência (quadrupolo ou por aprisionamento de íons), tempo de vôo (TOF), transformada de 

Fourier e setor magnético. Os de rádio frequência são os mais utilizados. O quadrupolo é o 

mais usado, devido a sua facilidade de uso, faixa de massa, resolução e qualidade do espectro 

de massas [Skoog, Holler & Nieman, 2002]. Os analisadores de massas quadrupolo podem 

operar no modo full scan e no modo SIM (monitoramento de íon selecionado). No modo full 

scan, o analisador monitora uma faixa de massas e fornece informações espectrais importantes 

para a identificação do composto. No modo SIM, o analisador monitora somente íons 

específicos do composto, ou seja, monitora razões m/z especificas, proporcionando um 

aumento na sensibilidade. O modo SIM é mais utilizado para a quantificação de resíduos de 

agrotóxicos nas menores concentrações possíveis [Tahboub et al., 2005]. 

Um aspecto importante na análise de resíduos de agrotóxicos é em relação à 

quantificação. Erros na quantificação, especialmente em concentrações próximas aos LMR  

dos compostos podem levar a sérias consequências [Patel, 2005].  A quantificação é 

geralmente realizada com um padrão externo. Uma forma de minimizar erros na quantificação 

de resíduos é preparar as soluções analíticas dos agrotóxicos no extrato da matriz ao invés de 

em solventes puros [Pirrutti, 2006]. O uso de padrões no extrato do branco da matriz, que não 

contém agrotóxicos, é uma maneira fácil e efetiva para reduzir erros de quantificação e 

melhorar a exatidão da calibração [Patel, 2005]. 
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A cromatografia líquida é uma técnica importante na análise de resíduos de 

agrotóxicos, pois boa parte dos compostos não são suficientemente voláteis para a 

cromatografia a gás. O detector de absorção UV-Vis é o mais comum na cromatografia 

líquida, pois muitos analitos absorvem radiação ultravioleta ou visível. Os instrumentos mais 

versáteis possuem uma fonte de radiação e um monocromador, permitindo selecionar o 

comprimento de onda ótimo, no ultravioleta ou visível, mais adequado para os analitos. 

Quando se usa um conjunto de fotodiodos pode-se registrar o espectro inteiro de cada soluto 

assim que o analito é eluido da coluna cromatográfica. A utilização do conjunto de fotodiodos 

além de fornecer informações para a quantificação de cada analito, também fornece 

informações espectrais na região do UV-Vis que são úteis para a identificação de compostos. 

Os detectores de alta qualidade apresentam pouco nível de ruído e faixa linear que se estende 

por cinco ordens de grandeza da concentração do analito [Harris, 2008].  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

2.6. Parâmetros de validação na análise de resíduos de agrotóxicos 

 

O desenvolvimento de métodos analíticos é extremamente importante na área de 

análise de resíduos de agrotóxicos presentes nas diversas matrizes. No desenvolvimento da 

metodologia deve-se avaliar os parâmetros que influem na sua eficiência e incluir a validação 

do método desenvolvido, principalmente quando envolve sua aplicação em determinado tipo 

de matriz e não apenas estudos com soluções padrão [Brito et al., 2002]. É fundamental que os 

laboratórios disponham de meios e critérios para demonstrar, por meio da validação, que os 

métodos de ensaio que executam conduzem a resultados confiáveis e adequados à qualidade 

pretendida [INMETRO, 2007]. A validação de um método é um processo contínuo que 

começa no planejamento da estratégia analítica e continua ao longo de todo o seu 

desenvolvimento. 

No Brasil a ANVISA e o INMETRO são as agências credenciadas para verificar a 

competência de laboratórios de ensaios e estes órgãos adotam semelhantes critérios para a 

validação de uma metodologia analítica. A Tabela 6 faz uma comparação entre os critérios 

adotados pela ANVISA e INMETRO. 

Dentre os critérios citados, a exatidão e a precisão são considerados os mais relevantes 

porque permitem estimar os erros e variações embutidas nos resultados analíticos. A exatidão 
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pode ser estimada pelo cálculo do erro absoluto e relativo e a precisão pelas medidas de 

dispersão, como desvio-padrão, variância e coeficiente de variação [Brito et al., 2002].  

A especificidade e a seletividade estão relacionadas ao evento da detecção. Um método 

que produz resposta para apenas um analito é chamado específico. Um método que produz 

respostas para vários analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é 

chamado seletivo [INMETRO, 2007]. 

 

Tabela 6. Comparação entre os critérios adotados pela ANVISA e INMETRO para a validação 
de métodos analíticos. 
 

INMETRO ANVISA 

Especificidade/Seletividade 

Faixa de trabalho e Faixa linear de trabalho 

Linearidade 

Limite de detecção (LOD) 

Limite de quantificação (LOQ) 

Sensibilidade (inclinação da curva) 

Exatidão e tendências 

Precisão 

- Repetibilidade 

- Precisão intermediária 

- Reprodutibilidade 

Robustez 

Incerteza de medição 

Especificidade/Seletividade 

Intervalos da curva de calibração 

Linearidade 

Curva de calibração 

Limite de detecção (LOD) 

Limite de quantificação (LOQ) 

Exatidão 

Precisão 

- Repetibilidade (precisão intra-corrida) 

- Precisão intermediária (Precisão inter-corrida) 

- Reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial) 

Robustez 

 

Fonte: Ribani et al., 2004. 

 

A seletividade pode ser avaliada comparando a matriz isenta da substância de interesse 

e a matriz fortificada com esta substância (padrão), para isso, o composto deve estar bem 

separado dos demais compostos presentes na amostra. O uso de detectores modernos como 

arranjo de diodos e o espectrômetro de massas também podem ser utilizados para avaliar a 
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seletividade, fazendo-se a comparação do espectro do pico obtido na separação com o de um 

padrão. Quando não é possível obter a matriz isenta da substância de interesse utiliza-se o 

método de adição padrão para avaliar a seletividade. Para isso é necessário construir uma 

curva analítica com adição da substância de interesse na amostra e uma curva analítica sem a 

presença da matriz, se as duas curvas analíticas forem paralelas, pode-se dizer que não há 

interferência da matriz na determinação da substância de interesse, portanto o método é 

seletivo [Ribani et al., 2004]. 

Linearidade é a habilidade de um método analítico em produzir resultados que sejam 

diretamente proporcionais à concentração do analito em amostras, em uma dada faixa de 

concentração. A faixa linear de trabalho de um método analítico é o intervalo entre os níveis 

inferior e superior de concentração do analito no qual foi demonstrado ser possível a 

determinação com a precisão, exatidão e linearidade exigidas, sob as condições especificadas 

para o ensaio. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicação para a qual o ensaio vai ser 

usado. A concentração mais esperada da amostra deve, sempre que possível, se situar no 

centro da faixa de trabalho. Os valores medidos obtidos têm que estar linearmente 

correlacionados às concentrações. Isto requer que os valores medidos próximos ao limite 

inferior da faixa de trabalho possam ser distinguidos dos brancos do método [INMETRO, 

2007]. 

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado nível de 

confiança, duas concentrações próximas. Sob o ponto de vista prático, a sensibilidade constitui 

o coeficiente angular do gráfico analítico. Em métodos sensíveis, uma pequena diferença na 

concentração do analito causa grande variação no valor do sinal analítico medido. Esse critério 

expressa a capacidade do procedimento analítico gerar variação no sinal analítico, causada por 

pequeno incremento na concentração ou quantidade do analito [Brito, et al., 2003]. 

O limite de detecção (LOD) representa a menor concentração da substância em exame 

que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada. O LOD pode ser obtido 

utilizando a matriz com adição de concentrações conhecidas da substância de interesse, de  

modo que se possa distinguir o sinal analítico do ruído, pela visualização da menor 

concentração visível (detectável). Outra forma de estabelecer o LOD é fazer uma comparação 

entre a medida dos sinais de amostras com baixas concentrações conhecidas do analito e um 

branco da matriz isenta do analito. Normalmente a relação sinal-ruído na proporção 3:1 é 

aceita como o limite de detecção. O LOD também pode ser calculado utilizando os parâmetros 
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da curva analítica pela relação LOD = 3,3 . (s/S), onde, s é a estimativa do desvio padrão da 

resposta da equação da linha de regressão ou o coeficiente linear da equação e S é a inclinação 

ou coeficiente angular da curva analítica [Ribani, et al., 2004]. Entretanto, quando se utiliza 

estes critérios teóricos para a determinação do LOD, faz-se necessário a confirmação na 

prática, destes valores.  

O limite de quantificação (LOQ) representa a menor concentração da substância em 

exame que pode ser medida no procedimento analítico, sendo que a precisão e exatidão das 

determinações também devem ser registradas. A determinação do LOQ representa um 

compromisso entre a concentração, a precisão e a exatidão exigidas. Desta forma, quando 

decresce o nível de concentração do LOQ, a medição torna-se menos precisa e se houver 

necessidade de maior precisão, uma concentração maior deve ser registrada para o LOQ 

[Ribani, et al., 2004]. 

A exatidão representa o grau de concordância entre os resultados individuais 

encontrados em um determinado ensaio e um valor de referência aceito como verdadeiro 

[González, et al., 1999]. O estudo da exatidão pode ser feito com o uso de material de 

referência certificado, por comparação do método proposto com um método de referência, por 

ensaios de recuperação ou por adição padrão [Brito, et al., 2003]. Os materiais de referência 

possuem certificados que informam os valores de concentração de cada substância padrão. Os 

valores obtidos pelo laboratório (a média e a estimativa do desvio padrão de uma série de 

replicatas) da mesma amostra padrão devem ser comparados com os valores certificados do 

material de referência, para verificar a exatidão do método [Ribani, et al., 2004]. A exatidão 

também pode ser estabelecida mediante comparação entre os valores obtidos pelo método 

proposto com os valores obtidos para as mesmas amostras com outro método validado 

(método com precisão e exatidão avaliadas). Após análise de diferentes amostras com ambos 

os métodos, as diferenças obtidas para cada amostra são calculadas e comparadas com o valor 

desejado. Estabelece-se, então, o nível de confiança de acordo com o intervalo de 

concentração (menores valores de concentração causam maior dispersão dos dados 

aumentando o limite de confiança) [Brito, et al., 2003]. 

O ensaio de recuperação constitui o parâmetro mais utilizado para validação de 

processos analíticos. A recuperação está relacionada com a exatidão, pois reflete a quantidade 

de determinado analito, recuperado no processo, em relação à quantidade real presente na 

amostra. A exatidão é expressa como erro sistemático percentual, inerente ao processo 
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[González, et al., 1999]. O estudo da recuperação consiste na "fortificação" da amostra, ou 

seja, na adição de soluções com diferentes concentrações do analito de interesse seguida pela 

determinação da concentração do analito adicionado, obtendo uma relação percentual entre a 

concentração determinada mediante aplicação do procedimento analítico e o nível de 

fortificação [Brito, et al., 2003]. 

Na análise de resíduos de agrotóxicos a validação do método ocorre, usualmente, por 

meio de ensaios de recuperação, pois são realizados no próprio laboratório, sem adesão de 

outros laboratórios ou existência prévia de métodos validados para o analito e a matriz em 

estudo [Brito et al., 2002]. Na análise de resíduos de agrotóxicos em alimentos toma-se como 

base os Limites Máximos de Resíduos (LMR), estabelecidos pela legislação para cada analito 

e matriz. Para demonstrar a eficiência do método, deve-se efetuar o estudo da recuperação em 

níveis de concentração inferior, igual e superior ao LMR estabelecido para o analito de 

interesse presente na matriz específica. Os valores de recuperação considerados adequados são 

estabelecidos em função da concentração do analito. 

No método de adição padrão, quantidades conhecidas da substância são adicionadas 

em diferentes níveis numa matriz da amostra, antes do procedimento de preparo da amostra, 

que já contenha quantidades (desconhecidas) da substância. A concentração da substância de 

interesse na amostra original pode ser determinada gráfica e matematicamente. A amostra sem 

adição do padrão e cada uma das amostras com o padrão adicionado devem ser analisadas e as 

quantidades medidas relacionadas com a quantidade adicionada [Ribani, et al., 2004]. 

A precisão avalia a dispersão de resultados entre ensaios independentes, repetidos de 

uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrões, em condições definidas. As duas 

formas mais comuns de expressá-la são por meio da repetibilidade e a reprodutibilidade, sendo 

usualmente expressas pelo desvio-padrão ou coeficiente de variação (CV) [Stubberud & 

Astrom, 1998]. Para análise de resíduos de agrotóxicos consideram-se aceitáveis coeficientes 

da variação de até 20% [Brito, et al., 2003]. A repetibilidade é o grau de concordância entre os 

resultados de medições sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas 

condições de medição, que podem ser efetuadas no mesmo dia (repetibilidade intra-dia) ou em 

dias diferentes (repetibilidade inter-dias), que é denominada de “precisão intermediária”. A 

reprodutibilidade é o grau de concordância entre os resultados das medições de um mesmo 

mensurando, efetuadas sob condições variadas de medição, tais como, resultados de ensaios 
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obtidos com o mesmo método, variando-se laboratórios, operadores ou equipamentos 

[INMETRO, 2007]. 

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta face a 

pequenas variações. Um método diz-se robusto se revelar praticamente insensível a pequenas 

variações que possam ocorrer quando esse está sendo executado [INMETRO, 2007]. No caso 

de métodos cromatográficos, as variações referem-se a diferentes marcas de colunas, 

temperatura e fluxo, entre outras [Nijhuis, et al., 1999]. Os testes de robustez, em geral, 

servem para indicar os fatores que podem influenciar, significantemente, a resposta do método 

estudado. 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Desenvolver metodologias analíticas por Microextração em Fase Sólida (SPME) e 

análise por GC-MS e HPLC-UV-Vis para a determinação de resíduos de agrotóxicos em 

manga.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

- Desenvolver um procedimento analítico, baseado na microextração em fase sólida 

(SPME), para extrair da matriz manga resíduos dos agrotóxicos aplicados em frutos 

produzidos na região produtora do Platô de Neópolis (SE) e comercializados em Salvador 

(BA) e Aracaju (SE); 

- Obter as condições cromatográficas por GC-MS e HPLC-UV-Vis para análise dos 

agrotóxicos selecionados; 

- Validar os métodos desenvolvidos; 

- Aplicar os métodos desenvolvidos em amostras de manga comercializadas em 

Salvador-BA e Aracaju-SE. 
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1. Materiais 

 

Béquer (50 e 250mL), bastão de vidro, proveta (10,0 a 100,0mL), balão volumétrico 

(5,0; 10,0 e 25,0 mL), placa de aquecimento (Fisatom, modelo 752A, Brasil), estufa (FANEM, 

modelo 315 SE, São Paulo, Brasil), centrifuga (FANEM, modelo Excelsa 2, São Paulo, 

Brasil), micropipeta (2-20, 20-200 e 100-1000µL, eppendorf, Hamburg, Alemanha), balança 

analítica (Sartorius analytic, Goettinger, Alemanha), seringa para injeção manual dos padrões 

no GC (10µL, Hamilton, Nevada, USA) e no HPLC (100 µL, Hamilton, Nevada, USA). 

 

4.2. Reagentes e solventes 

 

Padrões certificados de abamectina, clofentezina, carbofuran, carbosulfan, fentiona, 

tiabendazol, bifentrina, imazalil, difenoconazol, permetrina, procloraz, piraclostrobina e 

azoxistrobina foram adquiridos da AccuStandard (New Haven, USA), todos com grau de 

pureza superior a 97,0%. Padrões certificados de parationa metílica (1000 µg mL-1), malationa 

(1000 µg ml-1), diazinona (1000 µg ml-1) foram adquiridos da Absolute Standards (Hamdem, 

CT, USA). Metanol e acetonitrila grau HPLC foram adquiridos da J. T. Baker (Phillipsburg, 

NJ, USA) e isopropanol adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha), cloreto de sódio (99.0% 

de pureza) foi adquirido da Nuclear (São Paulo, Brasil).  

 

4.3. Preparo das soluções 

 

As soluções-padrão de estoque foram preparadas com concentrações de 400 µg mL-1 

(azoxistrobina), 1000 µg mL-1 (procloraz), 1000 µg mL-1 (triclorfon), 1000 µg mL-1 

(tiabendazole) e 400 µg mL-1 (imazalil) em metanol; 400 µg mL-1 (piraclostrobina), 350 µg 

mL-1 (carbosulfan), 400 µg mL-1 (fentiona), 400 µg mL-1 (abamectina), 1000 µg mL-1 

(bifentrina), 400 µg mL-1 (difenoconazole) e 1000 µg mL-1 (carbofuran) em acetonitrila e 400 

µg mL-1 (clofentezina), 300 µg mL-1 (permetrina), 100 µg mL-1 (parationa metílica), 100 µg 

mL-1 (malationa)  em acetato de etila e foram armazenadas em freezer a – 18°C. A partir 



49 

destas foram preparadas soluções-padrão de trabalho em metanol com concentrações de 10 µg 

mL-1  para cada composto. As soluções de trabalho também foram armazenadas no freezer a   

– 18°C e utilizadas no máximo por três semanas, em função da sua degradação. 

 

4.4. Limpeza dos materiais 

 

Os materiais utilizados no preparo das soluções e durante as extrações foram lavados 

seguindo o seguinte procedimento: 

- Enxágue em água corrente, por três vezes; 

- Lavagem com solução de extran neutro a 2%; 

- Enxágue em água corrente, por três vezes; 

- Lavagem com solução de potassa alcoólica; 

- Enxágue em água corrente, por três vezes; 

- Enxágue com água ultra-pura; 

- Enxágue com acetonitrila e secagem; 

- Cobrir com papel filme as extremidades abertas e guardar em armários fechados. 

 

4.5. Seleção dos agrotóxicos 

 

A seleção dos agrotóxicos a serem estudados é uma etapa importante no 

desenvolvimento do estudo, pois um método deve ser desenvolvido e validado para a 

determinação de compostos que realmente sejam utilizados na cultura específica do estudo, 

possibilitando a geração de informações em um panorama real, com grande relevância para a 

sociedade. Estes compostos foram selecionados após uma visita a produtores de manga no 

projeto irrigado “Platô de Neópolis”, localizado a margem direita do rio São Francisco, no 

município de Neópolis, Estado de Sergipe, Brasil (10°19’12”S, 36°34’46”W) e também 

baseado na relação de compostos autorizados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) para serem aplicados na cultura da manga. 
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4.6. Equipamentos 

 

A otimização das condições de extração dos agrotóxicos da matriz manga por SPME e 

determinação por GC-MS foi desenvolvida com um autoamostrador CTC Combi-PAL 

(Zwinger, Suécia) acoplado a um sistema GC-MS Shimadzu modelo QP2010 Plus (Kyoto, 

Japão) e coluna de sílica fundida Rtx®-1 MS (Crossbond® 100% dimetil polisiloxano; 30 m x 

0,25 mm ID, 0,25 µm), (Restek, Bellefonte, PA, USA). A Figura 18 mostra o sistema SPME-

GC-MS utilizado nestas etapas. 

 

 

Figura 18. Sistema SPME-GC-MS utilizado na determinação e otimização das condições de 
extração dos agrotóxicos na matriz manga.  
 

  

O desenvolvimento das condições cromatográficas para a separação dos agrotóxicos 

por cromatografia líquida foi executado em cromatógrafo a líquidos da Agilent modelo 1100 

Series (Waldbronn, Alemanha), com degassador modelo G1379A, sistema binário de bombas 

modelo G1312A, auto injetor modelo G1313A e detector DAD modelo G1315B. A Figura 19 

mostra o cromatógrafo Agilent utilizado nesta etapa. 
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Figura 19. Sistema utilizado no desenvolvimento das condições cromatográficas para análise 
dos agrotóxicos por SPME-HPLC-DAD. 
 

 

Em virtude do incêndio que ocorreu no Instituto de Química da UFBA, essa etapa da 

otimização das condições de dessorção e a determinação de resíduos de agrotóxicos extraídos 

da matriz manga por SPME-HPLC-DAD foi desenvolvida no Laboratório de análise de 

combustíveis e poluentes orgânicos (LCP), Departamento de Química, Universidade Federal 

de Sergipe, utilizando o cromatógrafo a líquidos modelo LC-ProStar da Varian (Palo Alto, 

CA, USA) com sistema binário de bombas, modelos 210/215 SD-1 e detector UV-Vis modelo 

325 LC UV-Vis. A separação dos compostos foi realizada usando uma coluna XTerra® MS 

C18 5 µm (250 mm x 2.1 mm) da Waters (Milford, Massachusetts, USA). A Figura 20 mostra 

o sistema com a interface de acoplamento SPME-HPLC que foi utilizado. 

Para a dessorção e injeção dos analitos no cromatógrafo a líquidos foi utilizada a 

interface de acoplamento SPME-HPLC modelo Rheodyne®, com uma válvula de seis portas e 

câmara de dessorção de 60 µL (Supelco, Bellefonte, PA, USA). 
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Figura 20. Sistema utilizado para a determinação de resíduos de agrotóxicos da matriz manga  
por SPME-HPLC-UV-Vis . 
 
 

Para a extração dos agrotóxicos por SPME foi utilizado o holder modelo 23GA 

(Supelco, Bellefonte, PA, USA) para o autoamostrador e foram testadas as fibras recobertas 

com poliacrilato (85 µm), polidimetilsiloxano (100 µm), polidimetilsiloxano-divinilbenzeno 

(65 µm), divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano (50 µm) e Carboxen-

polidimetilsiloxano (85 µm), as quais foram previamente condicionadas seguindo as 

instruções do fabricante (Supelco, Bellefonte, PA, USA). 

Durante a etapa de otimização das condições de extração dos agrotóxicos por SPME e 

análise por GC-MS, foi observada a presença de um interferente proveniente da matriz que 

gerava um grande sinal na resposta do detector . A identificação do interferente foi feita em 

um sistema GC-MS/MS que consistia em um cromatógrafo a gás CP-3800 acoplado a um 

espectrômetro de massas 320-MS da Varian (Palo Alto, CA, USA), com uma coluna de sílica 

fundida VF-5 MS (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano; 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 µm), (Varian, 

Lake Forest, CA, USA). 

 

4.7. Condições cromatográficas estabelecidas para as análises por GC-MS. 

 

As análises por cromatografia a gás foram realizadas em um sistema Shimadzu GC-MS 

modelo QP2010 Plus, equipado com injetor split/splitless, operando no modo splitless com 
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amostragem de 5 min e mantido a 280°C. Para a separação dos agrotóxicos foi empregada 

uma coluna de sílica fundida Rtx®-1 MS, utilizando hélio (pureza de 99,99%) como gás de 

arraste com um fluxo constante de 1,0 mL min-1. A temperatura da coluna seguiu a seguinte 

programação: 60°C por 1 min, aquecida até 170°C a 25°C min-1, em seguida aquecida até 

290°C a 6°C min-1, permanecendo nesta temperatura por 1 min, com tempo total de corrida de 

26,5 min. As condições de análise utilizadas no espectrômetro de massas eram: linha de 

transferência aquecida a 250°C, ionização por impacto de elétrons a 70 eV e fonte de íons 

aquecida a 230°C. 

 

4.8. Condições cromatográficas estabelecidas para as análises por HPLC-UV-Vis. 

 

A separação dos compostos tiabendazol, carbofuran, azoxistrobina, procloraz, fentiona, 

clofentezina, permetrina, abamectina, carbosulfan e bifentrina foi realizada usando uma coluna 

de fase reversa C18 5µm (250 mm x 2.1 mm), utilizando como fase móvel uma mistura de 

água e acetonitrila, com um gradiente partindo com 30% de acetonitrila, seguido de um 

aumento até atingir 70% em 6 min, seguido por um suave incremento até atingir 80% em 18 

min, seguido por um aumento até atingir 100% em 22 min, permanecendo com esta 

composição até os 32 min, retornando para as condições iniciais aos 35 min e permanecendo 

nestas condições por 7 min para o condicionamento da coluna, com um tempo total de análise 

de 42 min e fluxo constante de 0,25 mL min-1. O detector UV-Vis operou nos 26,5 min iniciais 

em 203 nm, entre 26,5 e 31 min em 245 nm e de 31 a 42 min novamente em 203 nm.  

 

4.9. Aquisição de amostras para o desenvolvimento do método 

 

As amostras de manga livres de agrotóxicos (amostras testemunhas) usadas no 

desenvolvimento dos métodos por SPME-GC-MS e SPME-HPLC-UV-Vis foram adquiridas 

de uma plantação orgânica localizada no Município de Salgado, Estado de Sergipe, Brasil 

(10°37’21”S e 37°28’56”W), nos períodos de janeiro de 2007, novembro de 2007, fevereiro 

de 2008 e abril de 2009. 

As amostras selecionadas como “testemunhas” foram conservadas da forma como 

foram coletadas e ao chegar ao laboratório, foram processadas e homogeneizadas sem lavar, 

na sua forma in natura (casca e polpa), em liquidificador FAET (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 
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armazenadas em frascos âmbar a -18°C, até o momento da análise. Momentos antes da 

extração, a manga processada era retirada do freezer e deixada à temperatura ambiente até 

descongelar. 

 

4.10. Procedimento de extração por DI-SPME e dessorção no GC-MS. 

 

Uma amostra de 3g de manga processada foi pesada em um frasco de vidro de 20 mL e 

fortificada com volume apropriado da solução de trabalho (10 mg L-1), permanecendo em 

repouso por 30 min. Em seguida foi adicionado 10 mL de uma mistura de isopropanol/água 

(20/80 v/v) contendo NaCl a 5% e de pH 3, ajustado por adição de solução aquosa de HCl. A 

mistura foi agitada com agitação magnética a 1000 rpm durante 10 min e centrifugada a 5000 

rpm por 15 min. O sobrenadante obtido foi transferido para um balão volumétrico de 10 mL e 

avolumado com a mistura de isopropanol/água. Em seguida, foi transferida para um vial de 10 

mL com tampa magnética e realizada a microextração em fase sólida no autoamostrador CTC 

Combi-PAL.  

Inicialmente foi feito o condicionamento da fibra de poliacrilato (PA), expondo-a no 

injetor do cromatógrafo a gás, durante 30 minutos a temperatura de 300°C, de acordo com as 

recomendações do fabricante. A extração foi realizada com imersão direta (DI-SPME) a 50 °C 

durante 30 min e agitação de 250 rpm em momentos alternados de 30 seg com agitação e 10 

seg em repouso. Após a extração, a fibra foi introduzida no injetor do cromatógrafo a gás para 

a dessorção dos analitos, que foi realizada a 280°C durante 5 min. Após cada extração a fibra 

era limpa com aquecimento a 280°C em atmosfera inerte com a passagem de hélio durante 1 

min. Periodicamente era realizado um branco da fibra para avaliar o efeito de memória. 

 

4.11. Procedimento de extração por DI-SPME e dessorção no HPLC-UV-Vis. 

 

Inicialmente foi feito o condicionamento da fibra de polidimetilsiloxano (PDMS 100 

µm) na interface de acoplamento SPME-HPLC, mantendo a fibra inserida na câmara de 

dessorção, passando pelo sistema a fase móvel por 30 min (modo dinâmico) e em seguida, 

mantendo a fibra inserida na câmara preenchida com ACN, por mais 15 min (modo estático), 

seguindo as recomendações do fabricante. Após o condicionamento, foi realizado um branco 

da fibra para verificar a presença de interferentes. 



55 

O procedimento de extração para análise por HPLC-UV-Vis foi igual ao descrito no 

item anterior utilizando uma fibra de PDMS (100µm). Entretanto, as extrações foram 

realizadas manualmente. Após a extração foi realizada a dessorção no modo estático com a 

câmara preenchida com ACN, seguindo o procedimento descrito logo abaixo. Após cada 

extração e dessorção foi feita uma limpeza da fibra, mergulhando-a em um frasco de vidro 

contendo a fase móvel (água:ACN, 70:30 v/v) sob agitação magnética a 250 rpm por 10 min. 

Periodicamente era realizado um branco da fibra para avaliar a eficiência do processo de 

limpeza. 

A dessorção dos agrotóxicos na interface SPME-HPLC com o modo estático foi 

realizada seguindo o procedimento descrito abaixo: 

a. Com a válvula na posição “load” foi introduzida a agulha da seringa (HPLC) na 

vedação da interface (Figura 21) e a câmara (volume interno de 60 µL) foi preenchida 

passando-se um excesso de ACN (500 µL) para a sua limpeza prévia. O excesso de solvente 

saía como resíduo na porta 5. 

 

 

 
Figura 21. Interface SPME-HPLC com destaque para as posições “load” e “inject” e a vedação 
da interface. 
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b. Com a câmara já preenchida com ACN, foi feito o desbloqueio do selo para 

introduzir a fibra na interface. O desbloqueio é feito levantando o grampo conforme as Figuras 

22a e 22b. 

              

        Figura 22a. Desbloqueio do selo.                    Figura 22b. Desbloqueio do selo. 

c. Com o selo desbloqueado, foi retirada a agulha de proteção da interface (Figura 23) 

e introduzida a agulha do holder (Figura 24). 

 

                 

   Figura 23. Retirando a agulha da interface.     Figura 24. Introduzindo a fibra na interface. 
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d. Em seguida, a fibra foi exposta, empurrando o êmbolo para baixo (Figura 25), 

fechando-se o grampo e deixando a fibra em contato com a ACN por 15 min (Figura 26). 

                 

    Figura 25. Exposição da fibra na câmara.           Figura 26. Dessorção em ACN (15 min). 

 

e. Após 15 min o grampo foi aberto (Figura 27), a fibra recolhida para o interior da 

agulha e o holder removido da interface (Figura 28). 

 

                 

    Figura 27. Abertura do grampo.                       Figura 28. Removendo o holder da interface. 



58 

f.  Após remover o holder, a agulha de vedação foi recolocada na interface e o grampo 

foi travado para bloquear o selo. 

 

g. Para iniciar a análise, a válvula que estava na posição “load” (Figura 29a) foi virada 

para a posição “inject” (Figura 29b), permitindo que a fase móvel começasse a circular pela 

câmara, para conduzir os agrotóxicos extraídos na acetonitrila para serem separados na coluna 

cromatográfica. 

                 

 Figura 29a. Válvula na posição “load”.               Figura 29b. Válvula na posição “inject”.  

 

h.  5 minutos após o início da análise, a válvula foi retornada para a posição “load”. 

Este procedimento foi adotado para diminuir o volume morto no percurso da fase móvel, a fim 

de evitar o alargamento dos picos.  

 

i. Após cada dessorção a fibra foi imersa em um vial de 10 mL contendo a fase móvel, 

permanecendo sob agitação a 250 rpm para a remoção de interferentes extraídos da matriz que 

não foram dessorvidos quando a fibra ficou imersa no solvente. Periodicamente era feito um 

branco da fibra após a limpeza para avaliar a eficiência do procedimento de limpeza. 
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5. Resultados e Discussão 

 

 

5.1. Otimização das condições cromatográficas para as análises por GC-MS. 

 

A otimização dos tempos de retenção dos agrotóxicos foi realizada com injeção de 1,0 

µL de soluções-padrão de cada agrotóxico na concentração de 1,0 mg L-1 no modo SCAN e 

confirmação por comparação dos espectros de massas obtidos com os espectros de massas das 

bibliotecas eletrônicas NIST 147 e WILLEY MS Library.  Após a identificação de cada 

composto foi avaliada a resolução na separação dos quatorze compostos presentes em uma 

mistura, efetuando-se injeções de 1,0 µL de uma mistura padrão de concentração 1,0 mg L-1 

no modo SCAN (varredura). Com base na intensidade relativa foram selecionados os íons de 

quantificação e de confirmação de cada agrotóxico para serem monitorados no modo SIM 

(Selected íon monitoring).  Foram monitorados três íons para cada composto, utilizando o íon 

de maior intensidade para a quantificação e mais dois íons como qualificadores. A Tabela 7 

mostra os tempos de retenção, o íon de quantificação e os íons qualificadores de cada 

composto. 

A Figura 30 mostra um cromatograma obtido no modo SIM, resultante da injeção de   

1µL de uma mistura padrão de concentração 1,0 mg L-1 e a Figura 31 mostra um 

cromatograma obtido no modo SIM, resultante da extração dos agrotóxicos por DI-SPME em 

presença da matriz fortificada na concentração de 50 µg kg-1, onde podemos observar que a 

resolução cromatográfica foi satisfatória na separação dos quatorze compostos presentes na 

matriz manga. É importante ressaltar que o difenoconazol e a permetrina apresentam 

estereoisômeros e dois picos são detectados para cada um deles correspondendo às 

configurações cis(Z) e trans (E). A Figura 32 mostra um cromatograma obtido no modo SIM, 

na extração por DI-SPME no extrato da matriz manga utilizada como amostra testemunha  

(branco da matriz). 
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Tabela 7. Tempos de retenção, íon de quantificação e íons qualificadores de cada composto. 
 

Composto TRetenção (min) Íon de quantificação Íons qualificadores 

Clofentezina 

Carbofuran 

Diazinon 

Parationa metílica 

Malationa 

Fentiona 

Tiabendazol 

Imazalil 

Bifentrina 

Permetrina 

Procloraz 

Piraclostrobina 

Difenoconazol 

Azoxistrobina 

5,03 

9,25 

10,09 

11,10 

12,04 

12,27 

13,29 

14,67 

18,73 

21,28 

21,69 

23,98 

24,71 

25,30 

137 

164 

137 

125 

127 

278 

201 

41 

181 

183 

70 

132 

265 

344 

102 e 109 

149 e 131 

179 e 152 

109 e 263 

93 e 173 

125 e 109 

174 e 129 

215 e 173 

165 e 166 

163 e 165 

43 e 215 

164 e 325 

323 e 267 

388 e 329 
 

 

 

Figura 30. Cromatograma obtido por GC-MS (modo SIM) na injeção de 1,0 µL de uma 
mistura padrão dos agrotóxicos na concentração de 1,0 mg L-1. Identificação dos picos: 1. 
clofentezina; 2. carbofuran; 3. diazinon; 4. parationa metílica; 5. malationa; 6. fentiona; 7. 
tiabendazol; 8. imazalil; 9. bifentrina; 10 e 11. permetrina; 12. procloraz; 13. piraclostrobina; 
14 e 15. difenoconazol; 16. azoxistrobina. 
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Figura 31. Cromatograma obtido por GC-MS (modo SIM) na extração dos agrotóxicos por DI-
SPME, efetuada na matriz manga fortificada a 50 µg kg-1. Identificação dos picos: 1. 
clofentezina; 2. carbofuran; 3. diazinon; 4. parationa metílica; 5. malationa; 6. fentiona; 7. 
tiabendazol; 8. imazalil; 9. bifentrina; 10 e 11. permetrina; 12. procloraz; 13. piraclostrobina; 
14 e 15. difenoconazol; 16. azoxistrobina. 
 
 

 
Figura 32. Cromatograma obtido por GC-MS (modo SIM) na extração por DI-SPME, efetuada 
no extrato da matriz manga (branco da matriz). 
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5.2. Efeito da mariz 

 

Um dos problemas na determinação de resíduos de agrotóxicos em matrizes vegetal se 

refere ao efeito da matriz ou efeito da resposta cromatográfica acentuada induzida pela matriz. 

Este fenômeno sugere que componentes da matriz presentes na amostra podem co-eluir com 

os analitos provocando um aumento na resposta do detector. Os componentes da matriz 

também podem bloquear os sítios ativos no injetor e desse modo prevenir uma possível 

degradação e adsorção de analitos nessa câmara de vaporização [Bernal et al., 1997]. O efeito 

da matriz pode gerar sérios problemas analíticos, devido à possível superestimação da 

concentração dos analitos [Zrostlìková et al., 2001]. 

O efeito matriz também pode ser observado quando repetidas injeções da amostra 

tendem a formar uma “crosta” de componentes na cabeça da coluna, originando uma nova 

“fase”, que afeta o caráter da eluição e retenção dos analitos em contato com ela [Menezes 

Filho, 2005]. A descontinuidade desta nova fase com a fase da coluna analítica pode produzir 

o alargamento dos picos, afetando diretamente a resolução cromatográfica e a precisão das 

análises [Dórea, 1999]. 

As Figuras 33 e 34 mostram a influência da matriz na resposta analítica da fentiona e 

do difenoconazol, respectivamente. Pode-se notar uma diferença na inclinação das curvas 

analíticas obtidas com a extração dos compostos por SPME e análise por GC-MS, quando os 

compostos estão em presença de água e quando são preparados em um extrato da matriz. É 

possível observar que a inclinação da curva obtida com os compostos no extrato da matriz é 

maior que o da curva construída com os compostos preparados em água. Quanto maior o 

ângulo de inclinação na curva de calibração, maior é a sensibilidade, mostrando que ocorre um 

aumento na sensibilidade do método, que irá induzir a um erro por excesso, caso a curva de 

calibração seja construída em água. 

Como o sinal analítico obtido com os padrões em presença do extrato da matriz é 

maior, a construção da curva de calibração com os padrões dos analitos preparados 

diretamente no extrato da matriz, pode eliminar ou reduzir a influência da matriz por 

compensação. Outra possibilidade para reduzir a influência da matriz é aumentar a eficiência e 

seletividade no procedimento de extração ou realizar uma limpeza mais extensiva do extrato 

[Zrostlíková et al., 2002]. Entretanto, esta última alternativa pode ocasionar um aumento no 
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tempo de extração e redução nos valores de recuperação, em função de perda nas sucessivas 

etapas de clean-up ou purificação para limpeza do extrato [Menezes Filho, 2005]. 

 

 

Figura 33. Comparação da resposta analítica da fentiona obtida por SPME e análise por GC-
MS, quando o composto é preparado em água e no extrato da matriz. 
 
 

 

Figura 34. Comparação da resposta analítica do difenoconazol obtida por SPME e análise por 
GC-MS, quando o composto é preparado em água e no extrato da matriz. 
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O fenômeno descrito para a fentiona e o difenoconazol, também foi observado para o 

carbofuran, diazinon, parationa metílica, imazalil, procloraz, piraclostrobina e azoxistrobina. 

Com o tiabendazol ocorreu uma situação extrema em relação ao descrito anteriormente, pois 

este composto quando está em presença da matriz é extraído por SPME e quando na presença 

apenas de água a extração não ocorre. Isso deve ser resultado de fortes interações entre o 

tiabendazol e a água, que são mais fortes que as interações entre o analito e a fibra, 

dificultando a transferência de massa do analito presente na água para a fibra. Com os 

piretróides bifentrina e permetrina foi observada uma maior resposta analítica dos compostos 

quando os mesmos foram preparados em água. Com base nos valores do coeficiente de 

partição octanol/água da bifentrina (log Kow = 7,3) e permetrina (log Kow = 6,1), pode-se 

justificar este comportamento pela grande afinidade que estes compostos possuem pela matriz 

que é rica em lipídios, ou seja, os piretróides apresentam maior afinidade pela matriz e não são 

facilmente disponibilizados para o meio aquoso, provocando menores respostas nos sinais 

analíticos. Quando os mesmos estão dissolvidos em água as interações entre os analitos e a 

fase sorvente (fibra) são mais fortes do que as interações entre estes compostos e a água, 

facilitando a transferência de massa do meio aquoso para a fase sólida com conseqüente 

aumento da resposta analítica. A figura 35 mostra a comparação entre as respostas analíticas 

da bifentrina em presença de água e quando preparada no extrato da matriz. 

 

 

Figura 35. Comparação da resposta analítica da bifentrina obtida por SPME e análise por GC-
MS, quando o composto é preparado em água e no extrato da matriz. 
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5.3. Otimização das condições de extração dos agrotóxicos da matriz manga por 

SPME para análise por GC-MS. 

 

A etapa de otimização das condições de extração e dessorção envolveram a seleção da 

fibra, o modo de extração, o tempo e a temperatura de dessorção, o tempo e a temperatura de 

extração, a velocidade de agitação e o efeito da força iônica por adição de sal e variação do 

pH. A otimização das variáveis que influenciam na eficiência da extração dos agrotóxicos na 

manga por SPME e análise por GC-MS foi realizada com os agrotóxicos na presença da 

matriz. Considerando-se que dez variáveis foram avaliadas, optou-se pelo estudo univariado  

para uma melhor interpretação química da influência de cada variável. 

 

5.3.1. Seleção da fibra 

 

Os compostos estudados pertencem a diferentes grupos químicos com significativas 

variações nos valores do coeficiente de partição octanol-água (log kow) (Tabela 4) que 

relaciona as propriedades hidrofílicas e lipofílicas de cada pesticida, demonstrando a tendência 

de afinidade do composto com o meio polar ou apolar. Em função dos compostos terem 

diferentes polaridades, foram avaliadas fibras com diferentes composições, sendo uma fase 

polimérica polar (PA 85 µm), uma fase apolar (PDMS 100 µm), duas fases bipolares 

[(PDMS/DVB 65 µm) e (Carboxen/PDMS 85 µm)] e uma fase trifásica 

(DVB/Carboxen/PDMS 50 µm) para selecionar a fase que extrai o maior número de 

compostos com maior eficiência. 

Para garantir a extração do maior número de compostos, as extrações foram realizadas 

com imersão direta. A Figura 36 relaciona o número de compostos extraídos com o tipo de 

fibra e faz uma comparação entre os resultados das áreas médias dos picos dos analitos obtidas 

para cada fibra. As fibras contendo Carboxen® (DVB/Carb/PDMS e Carb/PDMS) foram 

menos eficientes na extração do grupo de compostos estudados. A fibra de PDMS apresentou 

melhor afinidade com os pesticidas extraindo o maior número de compostos. Entretanto, esta 

fibra também apresentou uma maior afinidade pelos interferentes lipofílicos da matriz, 

prejudicando a eficiência da extração. Segundo Simplício e Vilas Boas (1999) esta 

interferência da matriz pode ser minimizada pela diluição do extrato, porém este procedimento 

provoca uma diminuição na sensibilidade, comprometendo a eficiência na análise. As fibras de 
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PDMS/DVB e PA comparadas com a de PDMS foram menos eficientes quanto ao número de 

compostos extraídos, porém foram mais eficientes na quantidade extraída de cada composto. 

Estas duas fibras apresentaram eficiências similares, sendo que a de PA conseguiu extrair um 

composto a mais que a de PDMS/DVB e a diferença nas áreas médias obtida não 

comprometem a sensibilidade do método. Por este motivo a fibra de PA foi selecionada para o 

desenvolvimento do trabalho. Deve-se ressaltar que qualquer uma das fibras de PA, PDMS e 

PDMS/DVB pode ser elegível para a análise deste grupo de agrotóxicos na matriz manga. 

 

 

Figura 36. Comparação entre as eficiências de extração das diferentes fibras avaliadas. 
Extrações realizadas com imersão direta a 60°C por 30 min, com agitação de 300 rpm e com a 
matriz fortificada (50 µg kg-1). Dessorção a 300°C por 5 min. 
 

5.3.2. Seleção do modo de extração 

 

A microextração em fase sólida pode ser realizada por imersão direta (DI-SPME) ou 

via headspace (HS-SPME). Na extração com imersão direta, a fibra é inserida diretamente na 

amostra e os analitos são transportados da amostra para a fase sorvente. No modo headspace, 

os analitos são inicialmente volatilizados e estes, na forma de vapor, são transportados para a 

fase sorvente. Convencionalmente a SPME com imersão direta melhora a eficiência na 

extração e é aplicada para amostras aquosas limpas. Para matrizes complexas como frutas e 

vegetais, a extração por headspace (HS-SPME) é mais utilizada, principalmente por proteger a 

fibra de possíveis danos provocados por interferentes que possam ficar retidos de maneira 

irreversível na sua superfície. No desenvolvimento do método utilizando uma fibra de PA (85 
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µm) os modos DI-SPME e HS-SPME foram estudados e comparados (Figura 37). Em 

concordância com Cai et al. (2006), extrações no modo headspace foram mais eficientes na 

extração dos compostos mais voláteis como os organofosforados (Parationa metílica, fentiona, 

malationa e diazinon). Também foi mais eficiente na extração do imazalil, clofentezina e dos 

piretróides (permetrina e bifentrina). Entretanto, não foram satisfatórias por não conseguir 

extrair os compostos azoxistrobina, piraclostrobina, difenoconazol, tiabendazol e procloraz. 

Com o objetivo de desenvolver uma metodologia que permitisse a determinação simultânea de 

todos os compostos selecionados para o estudo, a SPME com imersão direta (DI-SPME) foi 

considerada como mais eficiente por conseguir extrair o maior número de compostos, para o 

grupo de agrotóxicos estudados. 

 

 

Figura 37. Comparação da eficiência na extração dos agrotóxicos da matriz manga por DI-
SPME e HS-SPME (Agrotóxicos em ordem crescente de pressão de vapor). Extrações 
realizadas com a fibra de PA a 60°C por 30 min, com agitação de 300 rpm e com a matriz 
fortificada (50 µg kg-1). Dessorção a 300°C por 5 min. 
 
 

5.3.3. Otimização das condições de dessorção 

 

Os parâmetros de dessorção como a temperatura no injetor do GC e tempo apropriado 

foram avaliados. A completa dessorção dos analitos aumenta a resposta analítica e elimina o 

efeito de memória na fibra, evitando a propagação de erros sistemáticos durante o 
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desenvolvimento da metodologia. Nesta etapa a temperatura do injetor foi ajustada de 250 a 

300°C, respeitando a temperatura limite de trabalho da fibra (310°C) indicada pelo seu 

fabricante. Os resultados revelaram que há um aumento significativo na resposta analítica com 

o aumento na temperatura de 250°C até 280°C e que não é significativo o aumento na resposta 

analítica quando a temperatura varia de 280°C a 300°C (Figura 38). Para garantir a completa 

dessorção dos analitos, também foi otimizado o tempo de dessorção. Foram realizadas 

dessorções no injetor por 3, 4, 5 e 6 min. Foi observado que 4 min eram suficientes para a 

completa dessorção dos pesticidas mais voláteis, como clofentezina, carbofuran e os 

organofosforados. Entretanto a completa dessorção dos piretróides e dos compostos de maior 

massa molecular só ocorria com dessorções por 5 min (Figura 39). As dessorções realizadas a 

280°C por 5 min foram então selecionadas como as condições ótimas para a completa 

dessorção do grupo de analitos estudados. 

 

Figura 38. Avaliação da temperatura de dessorção. Extrações realizadas com imersão direta da 
fibra de PA a 60°C por 30 min, com agitação de 300 rpm e com a matriz fortificada             
(50 µg kg-1). Dessorção por 5 min. 
 

 

Figura 39. Avaliação do tempo de dessorção. Extrações realizadas com imersão direta da fibra 
de PA a 60°C por 30 min, com agitação de 300 rpm e com a matriz fortificada (50 µg kg-1). 
Dessorção a 280°C. 
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5.3.4. Composição da solução para o preparo do extrato 

 

Tratando-se de uma matriz sólida, foi necessário o preparo de um extrato para a 

realização da extração dos agrotóxicos por DI-SPME. Este procedimento não reduz 

drasticamente a sensibilidade do método e apresenta a vantagem de diminuir a interferência da 

matriz [Cortés-Aguado et al., 2008]. Inicialmente o extrato foi preparado com água, porém 

observou-se que a presença de uma pequena quantidade de solvente orgânico aumentava a 

eficiência da extração por diminuir a polaridade do meio, facilitando a transferência dos 

analitos da matriz para a fase aquosa. Misturas binárias (80:20, v:v) de água:etanol, 

água:isopropanol e água:acetonitrila foram avaliadas. A mistura água:etanol foi a que forneceu 

o extrato mais limpo, ou seja, com menos interferentes provenientes da matriz, entretanto não 

foi satisfatória com relação a capacidade de transferência dos analitos da matriz para o meio 

aquoso, sendo menos eficiente na extração dos agrotóxicos. A mistura água:isopropanol foi 

selecionada para o desenvolvimento do estudo por apresentar os melhores resultados com 

relação à quantidade de cada composto extraído e por fornecer um extrato relativamente 

limpo. Sendo assim, a mistura água:isopropanol foi avaliada em diferentes proporções, (90:10;  

80:20 e 70:30% v/v) e comparada com água pura (Figura 40). Com a mistura água:isopropanol 

contendo 20% de isopropanol foram obtidos melhores resultados para oito compostos 

(diazinon, parationa metílica, malationa, fentiona, imazalil, procloraz, piraclostrobina e 

difenoconazole). Carbofuran, tiabendazol e azoxistrobina são melhor extraídos em água pura, 

devido à maior afinidade destes compostos pela água (baixos valores de log kow), ou seja, a 

quantidade destes compostos que passa do meio lipofílico (manga) para o meio aquoso é 

maior, resultando uma maior concentração na fase aquosa e aumentando a eficiência na sua 

extração pela fibra de poliacrilato (PA). Também, pode-se destacar que a crescente redução da 

polaridade do meio favoreceu a extração dos piretróides (bifentrina e permetrina), pois estes 

são os compostos com maior afinidade pelo meio lipofílico (maiores valores de log kow), 

dentre os avaliados neste estudo. 

A avaliação dos resultados mostrou que a composição isopropanol:água  na proporção 

20:80 (v/v) é a melhor composição para o preparo do extrato. 
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Figura 40. Comparação da eficiência da mistura água:isopronol em diferentes proporções para 
a extração dos agrotóxicos por DI-SPME com a fibra de PA a 60°C por 30 min, com agitação 
de 300 rpm e com a matriz fortificada (50 µg kg-1). Dessorção a 280°C por 5 min. 

 
 
 
5.3.5. Estudo do efeito da temperatura de extração 

 

A influência da temperatura na extração foi avaliada realizando extrações a 30, 40, 50 e 

60ºC. A maioria dos compostos estudados apresentou um aumento na resposta analítica com o 

aumento da temperatura até 50°C. Temperaturas acima de 50°C favoreceram a volatilização 

dos organofosforados e provocaram uma diminuição na concentração destes compostos na 

fase líquida, com a conseqüente redução na eficiência da extração por DI-SPME. Extrações 

com temperaturas superiores a 40°C favoreceram a decomposição térmica do carbofuran 

(termicamente instável) provocando uma diminuição na sua resposta analítica. A clofentezina 

e os piretróides bifentrina (log kow = 7,3) e permetrina (log kow = 6,1) apresentaram grande 

afinidade pela matriz, rica em lipídios. Para estes compostos foi verificado que o aumento da 

temperatura até 60°C favoreceu a quebra das interações com a matriz, liberando-os para o 

meio aquoso e aumentando a sua difusão para a fase sólida. Estima-se que em temperaturas 

superiores é possível diminuir o tempo de difusão dos analitos vindos da matriz para a fibra. 

Porém, em temperaturas elevadas há uma diminuição na sorção dos analitos na fibra, tendo em 

vista que esse é geralmente um processo exotérmico [Zeng et al, 2003]. A Figura 41 mostra a 
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relação entre área dos picos dos agrotóxicos extraídos e a temperatura de extração. Como 

resultado, foi considerado que as extrações realizadas a 50°C foram mais eficientes 

proporcionando uma melhor resposta no sinal analítico do maior número de compostos. 

 

 

Figura 41. Influência da temperatura na eficiência da extração por DI-SPME com a fibra de 
PA por 30 min, com agitação de 300 rpm e com a matriz fortificada (50 µg kg-1). Dessorção a 
280°C por 5 min. 
 

5.3.6. Avaliação do tempo de extração 

 

O tempo necessário para que os compostos estudados atinjam o equilíbrio entre a fase 

estacionária na fibra (PA) e a solução contendo a amostra foi avaliado com extrações por DI-

SPME a 50°C e tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos. Analisando o gráfico da Figura 42, pode-

se observar para a maioria dos compostos estudados um aumento da resposta analítica com o 

aumento do tempo até os 30 min, com exceção da bifentrina, piraclostrobina e clofentezina 

que tiveram melhores resultados nas extrações com 40 min e o imazalil que apresentou 

melhores resultados com 20 min, seguido de uma pequena redução na sua resposta analítica 

em função do aumento no tempo de extração. Na avaliação da influência do tempo na 

eficiência da extração, pode-se concluir que 30 min é o melhor tempo por fornecer melhores 

resultados para o maior número de compostos.  
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Figura 42. Avaliação da influência do tempo na eficiência da extração dos agrotóxicos em 
manga por DI-SPME com a fibra de PA a 50°C, com agitação de 300 rpm e com a matriz 
fortificada (50 µg kg-1). Dessorção a 280°C por 5 min. 
 

 

5.3.7. Avaliação da velocidade de agitação 

 

A velocidade de agitação no sistema de extração por DI-SPME influi na transferência 

de massa do meio líquido para a fibra. Na avaliação do efeito da velocidade de agitação foram 

realizadas extrações por DI-SPME a 50°C por 30 min e agitação de 250, 400 e 600 rpm com 

limitações à faixa de trabalho de agitação do autoamostrador, que varia de 250 a 700 rpm. Os 

resultados obtidos são apresentados na Figura 43. Com exceção da clofentezina, todos os 

outros agrotóxicos apresentaram diminuição na resposta analítica com o aumento da 

velocidade de agitação. Em geral, o uso de agitação acelera o processo de extração por SPME, 

pois a agitação facilita a difusão dos analitos do meio aquoso em direção da superfície da 

fibra. Entretanto, a técnica de agitação empregada também influi na eficiência da extração 

[Lanças, 2004]. As extrações foram realizadas no autoamostrador CTC Combi-PAL que 

apresenta uma forma diferente de agitação, onde a fibra, ao ser imersa na solução aquosa, fica 

parada, enquanto o vial contendo a amostra fica em movimento. Este modo de agitação 

provoca uma lavagem da fibra durante a agitação, resultando na redução da eficiência da 

extração dos analitos em função do aumento da velocidade de agitação. Foi então selecionada 

a agitação a 250 rpm. 
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Figura 43. Eficiência de extração em função da velocidade de agitação. Extrações realizadas 
com imersão direta da fibra de PA a 50°C por 30 min, com a matriz fortificada (50 µg kg-1). 
Dessorção a 280°C por 5 min. 
 

 

5.3.8. Efeito da força iônica e da variação de pH 

 

O estudo da influência da força iônica na eficiência da extração foi realizado avaliando 

o efeito salting-out com adição de NaCl e com modificações no pH do meio com adições de 

soluções diluídas de HCl (ajuste para pH 3)  e NaOH (ajuste para pH 8). Estes dois parâmetros 

foram avaliados, uma vez que em alguns casos apresentaram forte influência na eficiência da 

extração. Em geral, o aumento da força iônica da solução, diminui a solubilidade de 

compostos pouco polares ou apolares. Também, aumenta a competição entre analitos e os íons 

adicionados pelas moléculas de água (usualmente o solvente utilizado). Para avaliar o efeito da 

força iônica foram realizadas extrações com o extrato preparado com uma solução de 

isopropanol:água (20/80) sem adição de NaCl, com 5% de NaCl e com 12% de NaCl (m/v). 

Avaliando os resultados mostrados na Figura 44, podemos observar claramente que a adição 

de sal é necessária para aumentar a eficiência na extração dos agrotóxicos da matriz em 

estudo. Com 12% de NaCl foram obtidos melhores resultados para a parationa metílica, 

malationa, tiabendazole, imazalil e procloraz e resultados equivalentes para a bifentrina e 

piraclostrobina em comparação com as extrações na presença de NaCl a 5%. Entretanto, com 
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NaCl a 12% foram observados problemas na repetibilidade dos resultados (n = 3) e na 

estabilidade da solução, com precipitação do sal, quando a solução fica em repouso. A 

precipitação do sal ocorre devido à presença do isopropanol (20%) na água, a qual provoca 

uma redução na solubilidade do NaCl no meio. Extrações com 5% de NaCl apresentaram 

melhores resultados para a clofentezina, carbofuran, diazinon, fentiona, bifentrina, permetrina, 

difenoconazol e azoxistrobina com melhor repetibilidade nos resultados obtidos. Para a 

piraclostrobina os resultados obtidos com 5 e 12 % de NaCl foram equivalentes, com 

diferença apenas na dispersão dos resultados, sendo mais repetitivos com adição de 5% de sal. 

Desta forma foi considerado que a presença de NaCl  na concentração de 5% era mais 

apropriada para a extração do grupo de agrotóxicos estudados. A Figura 44 mostra a 

comparação das áreas médias obtidas para cada agrotóxico nas extrações sem adição de sal, 

com 5% de NaCl e com 12% de NaCl com os respectivos desvios. 

 

 

 

Figura 44. Influência da força iônica na eficiência da extração por adição de NaCl. Extrações 
realizadas com imersão direta da fibra de PA a 50°C por 30 min, com agitação de 250 rpm e 
com a matriz fortificada (50 µg kg-1). Dessorção a 280°C por 5 min. 
 
 

A avaliação do pH do meio é importante para aumentar a eficiência na extração dos 

agrotóxicos por DI-SPME, pois em meio aquoso o pH afeta o equilíbrio de dissociação de 



75 

compostos ionizáveis, como também pode acelerar a velocidade de degradação do agrotóxico. 

Para avaliar a influência do pH foram realizadas extrações com o extrato preparado com uma 

solução de isopropanol:água (20/80) contendo 5% de NaCl (m/v), modificando o pH do meio 

para pH 3, pH 8 e sem adição de ácido ou base (pH 5,5). Ao modificar o pH original ocorreu 

uma redução na quantidade de clofentezina extraída. Com pH 3 foram obtidos os melhores 

resultados para a maioria dos compostos. Para os organofosforados (diazinon, parationa 

metílica, malationa e fentiona) isto se deve ao fato de serem mais estáveis entre pH 3 e 6, 

sendo rapidamente hidrolisados em meio alcalino, com a consequente redução na 

concentração destes compostos em pH 8. No ambiente, a principal rota de degradação dos 

compostos organofosforados é a hidrólise em meio alcalino [Larini, 1981]. O imazalil e os 

piretróides bifentrina e permetrina apresentaram melhores resultados em meio alcalino. 

Bifentrina e permetrina são estáveis em pH entre 5 e 9. Em pH 3 são degradados, com a 

consequente diminuição da concentração em meio aquoso e perda na eficiência da extração. 

Sendo assim, o pH 3 foi selecionado como o melhor. A Figura 45 mostra a influência do pH 

na eficiência da extração. 

 

 

Figura 45. Influência da força iônica na eficiência da extração por ajuste do pH (adição de HCl 
e NaOH). Extrações realizadas com imersão direta da fibra de PA a 50°C por 30 min, com 
agitação de 250 rpm e com a matriz fortificada (50 µg kg-1). Dessorção a 280°C por 5 min. 
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5.3.9. Condições otimizadas para a extração dos agrotóxicos da matriz manga por 

SPME. 

 

Após a avaliação dos resultados obtidos para cada parâmetro estudado e que tem 

influência na eficiência da extração dos agrotóxicos da matriz manga por meio da 

microextração em fase sólida (SPME) e análise por GC-MS, foram estabelecidas as melhores 

condições de extração e dessorção no sistema de injeção do cromatógrafo a gás, respeitando as 

peculiaridades de uma matriz vegetal complexa. A Tabela 8 mostra os parâmetros otimizados 

com os melhores resultados de cada parâmetro avaliado. 

 

 
Tabela 8. Variáveis otimizadas e seus respectivos valores para a extração dos compostos 
estudados na matriz manga por meio da SPME e análise por GC-MS. 
 

Parâmetros avaliados Melhor 
resultado 

Fase de recobrimento da fibra (PA 85 µm, PDMS 100 µm, PDMS/DVB 
65 µm, DVB/Carboxen/PDMS 50 µm e Carboxen/PDMS 85 µm) 

PA 85 µm 

Modo de extração (Imersão direta e headspace) DI-SPME 

Temperatura de dessorção (250, 270, 280 e 300°C) 280°C 

Tempo de dessorção (3, 4, 5 e 6 min) 5 min 

Composição da solução para o preparo do extrato (80:20 v:v) de 
água:etanol, água:isopropanol e água:acetonitrila 

Água:isopropanol 

Temperatura de extração (30, 40, 50 e 60°C) 50°C 

Tempo de extração (10, 20, 30 e 40 min) 30 min 

Velocidade de agitação (250, 400 e 600 rpm) 250 rpm 

Efeito da adição de sal (0, 5 e 12 %) 5 % 

Efeito do pH (3, 5,5 e 8) 3 
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5.4. Determinação de resíduos de agrotóxicos na matriz manga por DI-SPME-GC-
MS. 
 

As condições cromatográficas utilizadas na determinação de resíduos dos agrotóxicos 

clofentezina, carbofuran, diazinon, parationa metílica, malationa, fentiona, tiabendazol, 

imazalil, bifentrina, permetrina, procloraz, piraclostrobina, difenoconazole e azoxistrobina por 

DI-SPME e GC-MS estão descritas no item 4.7, e o procedimento de extração no item 4.10. 

 

5.4.1. Validação do método 

 

A validação do método com as condições de extração por DI-SPME otimizadas e 

análise por GC-MS nas condições cromatográficas estabelecidas, foi realizada com o estudo 

das faixas de trabalho, linearidade, sensibilidade, limites de detecção (LOD) e de 

quantificação (LOQ), precisão intradia e interdia (RSD) e a exatidão pelo estudo da 

recuperação relativa em diferentes níveis de fortificação e a recuperação absoluta. 

 

5.4.1.1. Curvas analíticas (linearidade) e faixas de trabalho 

 

O método da padronização externa foi aplicado para a quantificação dos agrotóxicos. 

Após identificar o efeito da matriz, foi preparado um extrato a partir da matriz sem a presença 

dos agrotóxicos, utilizando o mesmo procedimento de extração descrito no item 4.10. O 

extrato obtido foi utilizado na preparação das soluções padrão para obter a curva analítica. A 

curva analítica foi construída com nove pontos correspondendo aos níveis de fortificação de 

3,33; 6,66; 16,5; 33,3; 100,0; 166,5; 333,3; 832,5 e 1665,0 µg kg-1, sendo cada ponto obtido 

em triplicata, com os resultados dos desvios-padrão mostrando que a dispersão nas análises foi 

independente da concentração da amostra. As curvas analíticas obtidas foram utilizadas para o 

estudo da sensibilidade, exatidão e precisão do método proposto. A Tabela 9 mostra as 

equações das retas obtidas por regressão linear, os coeficientes de determinação (R2), a faixa 

linear de trabalho de cada composto e os valores dos limites máximos de resíduos (LMR) 

estabelecidos pela ANVISA [2009]. 
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Tabela 9. Equações por regressão linear, coeficientes de determinação (R2) e faixa linear de 
trabalho obtidos na análise por DI-SPME-GC-MS e LMR. 
 

Agrotóxico Equação por 
regressão linear 

R2 Faixa linear de trabalho  
(µg kg-1) 

LMR* 
 (µg kg-1) 

Clofentezina 

Carbofuran 

Diazinon 

Parationa metílica 

Malationa 

Fentiona 

Tiabendazol 

Imazalil 

Bifentrina 

Permetrina  

Procloraz 

Piraclostrobina 

Difenoconazol 

Azoxistrobina 

2061,5x + 60577 

42,5x – 1295,4 

39,5x – 5,2 

453,7x – 12124 

395,6x – 22928 

3917,3x + 165795 

267,4x + 17590 

114,6x – 3382,2 

6792,7x – 286761 

1537,1x - 106775 

335,8x – 852,1 

1689,8x + 4841,3 

4357,3x + 29790 

1857,0x - 19938 

0,9967 

0,9906 

0,9987 

0,9960 

0,9907 

0,9966 

0,9948 

0,9980 

0,9973 

0,9903 

0,9960 

0,9991 

0,9986 

0,9929 

3,33 – 1665,0 

 33,33 – 1665,0 

16,65 – 1665,0 

16,65 – 1665,0 

6,66 – 1665,0 

3,33 – 1665,0 

33,33 – 1665,0 

33,33 – 1665,0 

6,66 – 1665,0 

16,65 – 1665,0 

6,66 – 1665,0 

16,65 – 1665,0 

3,33 – 1665,0 

6,66 – 1665,0 

- 

- 

- 

- 

- 

50 

2000 

1000 

100 

- 

200 

100 

200 

500 

*Fonte: ANVISA, 2009. 

 

As equações obtidas apresentaram boa linearidade com coeficientes de determinação 

variando entre 0,9906 (Carbofuran) e 0,9991 (Piraclostrobina). O método desenvolvido 

apresenta ampla faixa linear de trabalho que contempla os limites máximos de resíduos (LMR) 

estabelecidos pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) com valores mínimos 

entre 3,33 e 33,33 µg kg-1 e máximo de 1665,0 µg kg-1. Uma exceção foi com relação ao 

tiabendazol, cujo LMR (2000 µg kg-1) é maior que o último ponto da curva analítica. Os 

compostos clofentezina, carbofuran, diazinon, parationa metílica, malationa e permetrina, por 

não serem autorizados para o cultivo da manga, não apresenta valores de LMR. 

 

5.4.1.2. Sensibilidade 

 

Este parâmetro de validação demonstra a capacidade que o método analítico tem de 

distinguir com confiança duas concentrações próximas. A sensibilidade varia de um analito 

para outro em função da eficiência do método de extração, da própria natureza do analito e do 
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sistema de detecção. Na espectrometria de massas no modo SIM, quanto mais estável um íon 

formado, maior sua intensidade relativa, para uma boa sensibilidade. A sensibilidade é 

expressa pela inclinação da reta, obtida por regressão linear no estudo da linearidade. A 

sensibilidade foi calculada pela relação S = dx/dc, onde S é a sensibilidade, dx é a variação da 

resposta analítica e dc é a variação da concentração. A sensibilidade foi avaliada para um 

intervalo de concentração de 33,3 a 1665,0 µg kg-1. A Tabela 10 mostra os valores obtidos 

para S no intervalo de concentração estabelecido. 

 

Tabela 10. Estudo da sensibilidade do método desenvolvido no intervalo de 33,3 a 1665,0 µg 
kg-1. 

Agrotóxicos S Agrotóxicos S 

Clofentezina 

Carbofuran 

Diazinon 

Parationa metílica 

Malationa 

Fentiona 

Tiabendazol 

2061,5 

42,5 

39,5 

453,7 

395,6 

3917,3 

267,4 

Imazalil 

Bifentrina 

Permetrina  

Procloraz 

Piraclostrobina 

Difenoconazol  

Azoxistrobina 

114,6 

6792,7 

1537,1 

335,8 

1689,8 

4357,3 

1857,0 

 

Como pode ser observado na Tabela 10, os valores obtidos para S variaram de 39,5 

(diazinona) a 6792,7 (bifentrina), ou seja, a sensibilidade para a bifentrina é 168 vezes maior 

que a sensibilidade para o diazinon. A bifentrina e a fentiona são os compostos que 

apresentam maior sensibilidade, isto se deve ao fato de que na ionização por impacto de 

elétrons estes compostos apresentam íons estáveis e de grande intensidade, que são 

selecionados como os íons de quantificação (fentiona 278 m/z e bifentrina 181 m/z) 

favorecendo as suas respostas analíticas na quantificação. 

 

5.4.1.3. Limites de detecção (LOD) e Limites de quantificação (LOQ) 

 

Os limites de detecção e quantificação foram estabelecidos em conjunto com o estudo 

da faixa linear de trabalho na construção da curva analítica, estando os agrotóxicos em 

presença do extrato da matriz. Foram realizadas extrações sucessivas por DI-SPME, 

diminuindo a concentração dos agrotóxicos até perder a proporcionalidade entre a 

concentração e a resposta analítica do detector.  A menor concentração do analito que pode ser 
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detectada, mas não necessariamente quantificada, sob condições experimentais estabelecidas 

constitui o limite de detecção [Currie, 1999].  Os LOD e LOQ foram estabelecidos utilizando 

a razão sinal/ruído de cada analito, obtidas com extrações dos analitos no extrato da matriz, 

quando ainda era obtido um sinal mínimo e mensurável de cada analito. A relação de 3:1 foi 

estimada como limite de detecção e a razão de 10:1 foi estabelecida como limite de 

quantificação. O menor nível de concentração na curva analítica corresponde ao início da faixa 

linear de trabalho e ao LOQ para cada composto. 

Os LOD e LOQ obtidos variaram entre 1,00 e 10,0 µg kg-1 e entre 3,33 e 33,33 µg kg-1, 

respectivamente. Dos compostos estudados apenas a fentiona, tiabendazol, imazalil, bifentrina, 

procloraz, piraclostrobina, difenoconazol e azoxistrobina são autorizados pela legislação 

brasileira para aplicações no cultivo da manga e os LOQ obtidos para estes agrotóxicos são 

menores que os LMR estabelecidos. Para a fentiona que possui o menor LMR, foi obtido um 

LOQ quinze vezes menor ao valor estabelecido pela legislação, mostrando que o método 

apresenta sensibilidade adequada para a sua aplicação. Os limites de detecção e de 

quantificação obtidos pelo método proposto são mostrados na Tabela 11. 

 

 

Tabela 11. Limites de detecção (LOD) e limites de quantificação (LOQ) obtidos com o 
método desenvolvido por DI-SPME e GC-MS e LMR. 
 

Agrotóxicos LOD  
(µg kg-1) 

LOQ  
(µg kg-1) 

LMR* 
 (µg kg-1) 

Agrotóxicos LOD  
(µg kg-1) 

LOQ  
(µg kg-1) 

LMR*  
 (µg kg-1) 

Clofentezina 

Carbofuran 

Diazinon 

Parationa metílica 

Malationa 

Fentiona 

Thiabendazole 

1,00 

10,00 

5,00 

5,00 

2,00 

1,00 

10,00 

3,33 

33,33 

16,65 

16,65 

6,66 

3,33 

33,33 

- 

- 

- 

- 

- 

50 

2000 

Imazalil 

Bifentrina 

Permetrina  

Procloraz 

Piraclostrobina 

Difenoconazole  

Azoxistrobina 

10,00 

2,00 

5,00 

2,00 

5,00 

1,00 

1,00 

33,33 

6,66 

16,65 

6,66 

16,65 

3,33 

6,66 

1000 

100 

- 

200 

100 

200 

500 

*Fonte: ANVISA, 2009. 

 

 

 



81 

5.4.1.4. Precisão do método 

 

A precisão do método foi avaliada com o estudo da repetibilidade, realizando-se sete 

extrações no mesmo dia (precisão intradia) e durante cinco dias consecutivos, efetuando-se 

três extrações em cada dia (precisão interdias ou precisão intermediária). O estudo da precisão 

intradia apresentou coeficientes de variação satisfatórios com valores menores que 15 % 

[Ribani et al, 2004], com exceção do tiabendazol que teve variação de 17,0 %. O tiabendazol 

(log kow = 2,39), por ser polar, apresenta grande afinidade pela fase sólida de poliacrilato e a 

sua dessorção térmica no injetor é gradativa, provocando a formação de uma cauda no seu 

pico, que ocasiona problemas na sua integração. No estudo da precisão interdias foram obtidos 

valores do CV variando entre 7,0 % e 22,0 % para a fentiona e imazalil, respectivamente. 

Estes valores estão em acordo com os critérios de validação descritos por Ribani et al., (2004) 

que estabelecem CV de até 20% para análises de traços, dependendo da complexidade da 

amostra. Os valores dos CV (%) obtidos no estudo da precisão com nível de fortificação de 

50,0 µg kg-1 são mostrados na Tabela 12. 

 

Tabela 12. Coeficientes de variação obtidos no estudo da precisão do método desenvolvido 
por DI-SPME e GC-MS. 
 

C.V (%), nível de fortificação (50,0 µg kg-1) Agrotóxicos 
 Intradia (n = 7) Interdias (n = 15) 

Clofentezina 

Carbofuran 

Diazinon 

Parationa metílica 

Malationa 

Fentiona 

Tiabendazol 

Imazalil 

Bifentrina 

Permetrina  

Procloraz 

Piraclostrobina 

Difenoconazol  

Azoxistrobina 

7,4 

5,8 

4,0 

6,7 

10,9 

8,3 

17,0 

12,5 

5,8 

10,1 

8,4 

7,5 

7,6 

6,6 

9,1 

12,1 

13,7 

11,5 

12,9 

7,0 

19,9 

22,0 

13,3 

13,6 

10,3 

12,7 

9,3 

12,0 
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5.4.1.5. Exatidão do método 

 

A exatidão do método desenvolvido foi avaliada realizando-se o estudo das 

recuperações relativa e absoluta. As recuperações relativas foram avaliadas em três níveis de 

fortificação (33,3; 166,5 e 333,3 µg kg-1), onde o menor nível de fortificação (33,3 µg kg-1) 

corresponde aos LOQ do carbofuran, tiabendazol e imazalil. Neste nível, as recuperações 

apresentaram variação de 71,6 % a 117,5 % com desvio-padrão relativo variando entre 3,1 % e 

12,0 %. No nível intermediário (166,5 µg kg-1) as recuperações apresentaram variação de 

67,5% a 95,0% com desvio-padrão relativo variando entre 7,8% e 15,6%. No maior nível 

(333,3 µg kg-1) as recuperações variaram entre 52,2 % e 86,0 % com desvio-padrão relativo 

variando entre 2,8 % e 10,6 %. Observam-se melhores resultados na recuperação em 

concentrações menores. Este fato já foi mencionado na literatura por Simplício & Vilas Boas 

(1999), onde é descrito que em soluções mais diluídas o agrotóxico interage menos com 

constituintes da matriz, permanecendo disponíveis para serem sorvidos na fase sólida e 

proporcionar melhores recuperações. Também, possivelmente com concentrações maiores dos 

agrotóxicos ocorra uma diminuição na capacidade de sorção dos agrotóxicos pela fibra, 

provocada pela saturação da mesma. A Tabela 13 mostra os resultados das recuperações 

relativas obtidas em diferentes concentrações. 

Como o espectrômetro de massas é sensível à massa do analito, a recuperação absoluta 

foi avaliada por comparação entre as áreas obtidas (n = 3) com injeções diretas de 2 µL de 

uma mistura-padrão de concentração 10 µg mL-1 e as áreas obtidas (n = 3) nas extrações dos 

pesticidas por DI-SPME em amostras de manga fortificadas com 2 µL da mesma mistura-

padrão de concentração 10 µg mL-1, avaliando-se assim as respostas do detector para a mesma 

massa de cada pesticida. A SPME, por ser uma técnica de extração não exaustiva, proporciona 

recuperações diretas usualmente menores que 30% [Picó et al., 2007]. Melhores resultados na 

recuperação direta podem ser alcançados realizando extrações em recipientes menores, 

mantendo a mesma concentração dos analitos. A Tabela 14 mostra os valores das recuperações 

absolutas obtidas com o método desenvolvido. 

 

 

 

 



83 

Tabela 13. Recuperações relativas e RSD(%) em diferentes níveis de fortificação.  

Agrotóxicos Nível de fortificação  
(µg kg-1) 

Recuperação média (%) 
(n = 3) 

RSD (%) 

Clofentezina 
 
 

33,3 
166,5 
333,3 

89,63 
71,9 
52,8 

7,8 
3,8 
3,1 

Carbofuran 
 
 

33,3 
166,5 
333,3 

89,3 
83,9 
77,3 

12,4 
4,5 
6,6 

Diazinon 33,3 
166,5 
333,3 

117,5 
89,5 
77,3 

12,3 
4,6 
6,7 

Parationa metílica 33,3 
166,5 
333,3 

91,8 
82,0 
68,9 

7,6 
6,7 
3,7 

Malationa 33,3 
166,5 
333,3 

83,9 
75,3 
72,0 

4,8 
5,7 
6,0 

Fentiona 33,3 
166,5 
333,3 

75,8 
72,4 
52,2 

5,9 
4,1 
3,9 

Tiabendazol 33,3 
166,5 
333,3 

90,0 
95,0 
78,5 

10,8 
15,6 
5,8 

Imazalil 33,3 
166,5 
333,3 

102,3 
94,6 
72,5 

11,6 
15,9 
5,8 

Bifentrina 33,3 
166,5 
333,3 

71,6 
67,5 
59,6 

5,6 
7,8 
3,8 

Permethrin 
 
 

33,3 
166,5 
333,3 

80,8 
82,2 
86,0 

3,1 
8,2 
6,7 

Procloraz 33,3 
166,5 
333,3 

108,7 
80,7 
82,6 

5,9 
4,5 
10,6 

Piraclostrobina 33,3 
166,5 
333,3 

115,9 
74,2 
77,1 

10,0 
3,5 
2,9 

Difenoconazol 
 

33,3 
166,5 
333,3 

110,9 
79,3 
81,3 

8,6 
4,6 
4,8 

Azoxistrobina 33,3 
166,5 
333,3 

84,7 
82,7 
80,0 

7,3 
5,1 
4,7 
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Tabela 14. Recuperação absoluta e RSD (%) 

Agrotóxicos Recuperação absoluta (%) e 
RSD (%) (n =3) 

Clofentezina 

Carbofuran 

Diazinon 

Parationa metílica 

Malationa 

Fentiona 

Tiabendazol 

Imazalil 

Bifentrina 

Permetrina 

Procloraz 

Piraclostrobina 

Difenoconazol 

Azoxistrobina 

4,07 ± 0,25 

5,26 ± 0,48 

0,83 ± 0,05 

2,40 ± 0,15 

3,54 ± 0,13 

3,84 ± 0,24 

9,72 ± 1,32 

1,09 ± 0,05 

1,67 ± 0,09 

1,62 ± 0,15 

1,55 ± 0,10 

12,36 ± 1,17 

17,83 ± 0,90 

16,08 ± 1,36 
 

 

Os valores variaram entre 0,83 ± 0,05 % para o diazinon e 17,83 ± 0,90 % para o 

difenoconazol, com coeficientes de variação entre 3,70 % e 13,62 % para o malation e 

tiabendazol, respectivamente. A extração por imersão direta proporcionou melhores resultados 

para os compostos menos voláteis, como difenoconazol e azoxistrobina. Os organofosforados 

apresentaram recuperações entre 0,83 e 3,84%, possivelmente devido à volatilização que 

ocorre ao longo da extração realizada a 50°C, diminuindo a concentração destes compostos na 

fase aquosa. Os piretróides bifentrina (log kow = 7,30) e permetrina (log kow = 6,10) 

apresentaram recuperações baixas com valores de 1,67 e 1,62 %, respectivamente. Isto se 

deve, provavelmente a sua grande afinidade pela matriz, que é rica em lipídios. 
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5.4.2. Aplicação da metodologia desenvolvida por DI-SPME e GC-MS na análise 

de resíduos de agrotóxicos em amostras comerciais. 

 

Para testar a aplicabilidade do método proposto na análise de amostras reais, o método 

desenvolvido foi utilizado para determinar resíduos de agrotóxicos em dezesseis amostras de 

manga cultivadas com os métodos agrícolas convencionais. No momento da coleta foi 

observado o fornecedor do produto para identificar a origem da região produtora, sendo 

observado que as mangas comercializadas na cidade de Salvador são produzidas na região do 

Vale do São Francisco que contempla os projetos irrigados de Juazeiro/BA e Petrolina/PE. As 

amostras foram adquiridas em diferentes pontos comerciais na cidade de Salvador, BA, no  

período de agosto e setembro de 2008 e janeiro de 2009 e imediatamente processadas 

seguindo o procedimento descrito no item 4.10. As amostras foram analisadas em triplicata e 

entre as análises de cada amostra foi sempre realizado um branco da fibra para evitar o efeito 

de memória e garantir a exatidão das medidas. A Tabela 15 mostra os resultados obtidos com 

os respectivos desvios-padrão para cada análise. Em sete amostras foram detectados resíduos 

de carbofuran e permetrina com concentrações entre 54,0 e 93,3 µg kg-1 e 69,4 e 104,9 µg    

kg-1, respectivamente. Em seis amostras foram detectados resíduos de parationa com 

concentração entre 31,9 e 57,8 µg kg-1, em três amostras foram detectados resíduos de 

malationa com concentração média de 46,3 µg kg-1 e em seis amostras foram detectados 

resíduos de tiabendazol com concentração média de 44,3 µg kg-1. Em todas as amostras foram 

detectados resíduos de bifentrina e azoxistrobina com concentrações entre 18,3 e 57,3 µg kg-1 

e 12,6 e 55,8 µg kg-1, respectivamente. Para os agrotóxicos autorizados para uso no cultivo da 

manga, as concentrações encontradas estavam abaixo dos LMR estabelecidos pela legislação 

brasileira. Entretanto, não existem parâmetros para avaliar os valores encontrados de 

carbofuran, parationa metílica, malationa e permetrina, pois estes agrotóxicos não são 

liberados para serem aplicados no cultivo dessa fruta.  

É importante ressaltar que mesmo as concentrações encontradas estando abaixo dos 

LMR, o somatório de todas as concentrações é preocupante. Por exemplo, na amostra 1 onde 

foram detectados resíduos de carbofuran, parationa metílica, malationa, fentiona, bifentrina, 

permetrina, procloraz e azoxistrobina, o somatório das concentrações chegou a 412,6 µg kg-1. 
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Tabela 15. Resultados obtidos e desvio-padrão das análises por DI-SPME e GC-MS das amostras comerciais. 

Média das concentrações encontradas, µg kg-1 (RSD, %, n = 3) Agrotóxicos 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

LMR 
(µg kg-1) 

Clofentezina 
 
Carbofuran 
 
Diazinon 
 
Parationa metílica 
 
Malationa 
 
Fentiona 
 
Tiabendazol 
 
Imazalil 
 
Bifentrina 
 
Permetrina 
 
Procloraz 
 
Piraclostrobina 
 
Difenoconazol 
 
Azoxistrobina 
 

n.d 
 
93,3 
(4,3) 
n.d 
 
43,1 
(3,7) 
47,9 
(2,2) 
4,4 
(0,8) 
n.d 
 
n.d 
 
42,8 
(2.3) 
104,9 
(8,3) 
38,4 
(4,3) 
n.d 
 
n.d 
 
37,8 
(2,4) 

n.d 
 
74,3 
(3,8) 
n.d 
 
40,8 
(4,8) 
n.d 
 
3,8 
(0,6) 
42,9 
(5,4) 
n.d 
 
39,9 
(3,7) 
77,1 
(6,3) 
38,0 
(2,7) 
n.d 
 
n.d 
 
39,8 
(3,6) 

n.d 
 
64,2 
(3,4) 
n.d 
 
n.d 
 
43,6 
(3,0) 
n.d 
 
47,7 
(4,2) 
n.d 
 
34,9 
(4,6) 
81,4 
(4,4) 
18,3 
(2,3) 
n.d 
 
n.d 
 
45,9 
(4,2) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
54,6 
(4,2) 
n.d 
 
21,4 
(3,4) 
n.d 
 
n.d 
 
35,6 
(3,4) 

n.d 
 
62,3 
(3.6) 
n.d 
 
37,4 
(4,2) 
n.d 
 
n.d 
 
42,6 
(3,8) 
n.d 
 
41,6 
(6,0) 
76,6 
(3,7) 
19,4 
(1,9) 
n.d 
 
n.d 
 
55,8 
(4,3) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
38,5 
(3,0) 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
16,3 
(1,0) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
57,3 
(3,9) 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
24,6 
(1,8) 

n.d 
 
68,5 
(4,7) 
n.d 
 
31,9 
(2,7) 
n.d 
 
n.d 
 
43,0 
(6,0) 
n.d 
 
43,0 
(4,7) 
78,0 
(4,0) 
28,3 
(2,6) 
n.d 
 
n.d 
 
48,4 
(3,7) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
48,0 
(3,5) 
n.d 
 
21,3 
(2,5) 
n.d 
 
n.d 
 
23,9 
(2,0) 

n.d 
 
54,0 
(3,4) 
n.d 
 
41,8 
(3,4) 
n.d 
 
n.d 
 
46,6 
(4,0) 
n.d 
 
42,5 
(2,9) 
69,5 
(3,7) 
23,0 
(2,2) 
n.d 
 
n.d 
 
37,7 
(3,1) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
29,7 
(2,6) 
n.d 
 
34,8 
(3,6) 
n.d 
 
n.d 
 
14,4 
(2,3) 

n.d 
 
75,4 
(4,7) 
n.d 
 
57,9 
(4,2) 
48,6 
(4,0) 
n.d 
 
43,2 
(5,1) 
n.d 
 
40,2 
(3,6) 
80,4 
(4,7) 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
52,2 
(3,6) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
6,9 
(1,0) 
n.d 
 
n.d 
 
26,7 
(3,2) 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
18,6 
(2,0) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
37,4 
(4,6) 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
12,7 
(1,9) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
18,3 
(2,8) 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
19,6 
(1,0) 

n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
n.d 
 
37,6 
(4,3) 
n.d 
 
19,7 
(3,7) 
n.d 
 
n.d 
 
27,9 
(2,4) 

Somatório (µg kg-1) 412,6 356,6 336,0 111,6 336,7 54,8 81,9 341,1 93,2 315,1 78,9 397,9 52,2 50,1 37,9 85,2 

- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
50 
 
2000 
 
1000 
 
100 
 
- 
 
200 
 
100 
 
200 
 
500 
 
 

n.d = não detectado 
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5.5. Determinação de resíduos de agrotóxicos na matriz manga por DI-SPME-

HPLC-UV-Vis. 

 

Entre os agrotóxicos selecionados para o estudo, está a abamectina que é uma 

substância de massa molecular 866,6u. Esta substância apresenta temperatura de fusão 

igual a 166,5°C e decompõe-se antes de atingir a ebulição [IUPAC, 2009]. Portanto, trata-

se de uma molécula que não se adequa a análise por cromatografia a gás, sendo necessário 

o desenvolvimento de uma metodologia por cromatografia líquida para a sua determinação. 

Algumas metodologias para análise de resíduos de abamectina em frutas são descritas na 

literatura [Diserens & Henzelin (1999), Hernández-Borges et al., (2007)]. Entretanto, estas 

metodologias foram desenvolvidas para a análise da abamectina sozinha ou em conjunto 

com outras substâncias do grupo das avemectinas, envolvendo uma etapa de derivatização 

com ácido tricloroacético ou com 1-metil-imidazole. Neste trabalho foi desenvolvida uma 

metodologia que não faz uso da etapa de derivatização e que permite a análise em conjunto 

com compostos de diferentes grupos químicos, tais como tiabendazol e procloraz 

(imidazóis), carbofuran e carbosulfan (carbamatos), permetrina e bifentrina (piretróides), 

clofentezina (tetrazina), fentiona (organofosforado) e azoxistrobina (estrobilurina). 

 

5.5.1. Otimização das condições cromatográficas para as análises por HPLC-

UV-Vis. 

 

Na otimização das condições para as análises por HPLC-UV-Vis, inicialmente foi 

observado o espectro de absorção de cada composto na região UV-Vis para selecionar o 

melhor comprimento de onda de cada um deles. A otimização dos tempos de retenção foi 

realizada com injeção de 20,0 µL de soluções-padrão de cada agrotóxico nas concentrações 

de 1,0 e 2,0 mg L-1. Após a identificação do tempo de retenção de cada composto foi 

avaliada a resolução na separação dos dez compostos presentes em uma mistura, efetuando-

se injeções de 20,0 µL de uma mistura padrão de concentração 1,0 mg L-1. As condições 

cromatográficas utilizadas na determinação de resíduos dos agrotóxicos tiabendazol, 

carbofuran, azoxistrobina, procloraz, fentiona, clofentezina, permetrina, abamectina, 

carbosulfan e bifentrina por DI-SPME e HPLC-UV-Vis estão descritas no item 4.8.  
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A Figura 46 mostra a separação dos agrotóxicos obtida no sistema HPLC-UV-Vis 

com uma boa resolução, após extração por DI-SPME em uma amostra fortificada a 250 µg 

kg-1. 

 

Figura 46. Cromatograma obtido por DI-SPME-HPLC-UV-Vis com fortificação da matriz 
a 250 µg kg-1. Coluna de fase reversa XTerra® MS C18 5 µm (250 mm x 2.1 mm), fase 
móvel água (A) e acetonitrila (B),  30% de B (início), 70% de B (6 min), 80% de B (18 
min),  100% de B (22 - 32 min), 30% de B (35 - 42 min), fluxo de 0,25 mL min-1. O 
detector UV-Vis operou em 203 nm (0 – 26,5 e 31- 42 min) e em 245 nm (26,5 – 31 min). 

 

 

5.5.2. Adaptação para a extração dos agrotóxicos: Mudança de fibra 

 

Na etapa de seleção da fibra (discussão do item 5.3.1) a abamectina não fazia parte 

do elenco de agrotóxicos utilizados para a otimização das condições de extração, pois esta 

etapa foi realizada por GC-MS e a abamectina não é analisada por cromatografia gasosa. 

Nesta etapa também foi observado que a única fase de recobrimento que conseguiu extrair 

o carbosulfan foi o polidimetilsiloxano (PDMS 100 µm). Sendo assim, para realizar a 

extração dos agrotóxicos incluindo carbosulfan e abamectina, a fibra de PDMS foi 

novamente testada e comparada com a fibra de PA (85 µm), sendo confirmada a sua 

eficiência na extração do carbosulfan e também os melhores resultados na extração da 
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abamectina. Sendo assim, as extrações por DI-SPME visando a análise por HPLC-UV-Vis 

foram efetuadas com a fibra de PDMS (100 µm).  

 

5.5.3. Otimização da dessorção na interface de acoplamento SPME-HPLC 

 

A otimização das condições de dessorção dos agrotóxicos na interface de 

acoplamento SPME-HPLC foi realizada avaliando-se inicialmente qual o melhor modo de 

dessorção (dinâmico ou estático) e em seguida o tempo de dessorção. 

 

5.5.3.1. Avaliação do modo de dessorção 

 

O estudo de avaliação do modo de dessorção foi realizado efetuando-se inicialmente 

as dessorções no modo dinâmico, com a fibra inserida na câmara da interface, com a 

passagem da fase móvel pela câmara durante 15 min, para garantir a completa dessorção 

dos agrotóxicos. Com este procedimento não foi conseguido o êxito desejado, pois ocorreu 

a saturação do detector UV-Vis, como pode ser observado na Figura 47 que mostra um 

cromatograma obtido a partir da dessorção com o procedimento acima descrito. 

A extração dos agrotóxicos da manga por DI-SPME também extrai compostos da 

matriz, tais como carboidratos (discussão no item 5.7), que são interferentes. Neste modo 

de dessorção, estes interferentes são arrastados pela fase móvel, passando pela coluna 

cromatográfica, e ao chegarem no detector provocam a sua saturação, inviabilizando a 

análise química. Para tentar resolver este problema foi modificada a programação do 

detector no intervalo de 8 a 13 min, para 500 nm, na tentativa de eliminar a interferência. 

Entretanto, não foi obtido êxito com este novo procedimento. Foram então realizadas 

dessorções no modo estático, preenchendo a câmara da interface com ACN. A dessorção 

estática foi efetuada com a fibra inserida na câmara durante 10 min, sendo em seguida 

removida para a posterior eluição do extrato contido na câmara com a passagem da fase 

móvel. A Figura 48 mostra o cromatograma obtido nos testes iniciais com a dessorção 

estática. Como os resultados obtidos foram comparativamente melhores, este modo de 

dessorção foi escolhido para o desenvolvimento do método.   
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Figura 47. Cromatograma obtido a partir da dessorção dinâmica na interface SPME-HPLC. 
Coluna de fase reversa XTerra® MS C18 5 µm (250 mm x 2.1 mm), fase móvel água (A) e 
acetonitrila (B),  30% de B (início), 70% de B (6 min), 80% de B (18 min),  100% de B (22 
- 32 min), 30% de B (35 - 42 min), fluxo de 0,25 mL min-1. O detector UV-Vis operou em 
203 nm (0 – 26,5 e 31- 42 min) e em 245 nm (26,5 – 31 min). 
 
 

 

Figura 48. Cromatograma obtido a partir da dessorção estática (ACN) na interface SPME-
HPLC. Coluna de fase reversa XTerra® MS C18 5 µm (250 mm x 2.1 mm), fase móvel 
água (A) e acetonitrila (B),  30% de B (início), 70% de B (6 min), 80% de B (18 min),  
100% de B (22 - 32 min), 30% de B (35 - 42 min), fluxo de 0,25 mL min-1. O detector UV-
Vis operou em 203 nm (0 – 26,5 e 31- 42 min) e em 245 nm (26,5 – 31 min). 
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 5.5.3.2. Avaliação do tempo de dessorção 

 

O tempo de dessorção na interface de acoplamento SPME-HPLC foi avaliado com 

o objetivo de obter um maior sinal na resposta analítica dos agrotóxicos, para conseguir 

atingir os menores valores de limite de detecção. Foram avaliadas dessorções no modo 

estático por 10, 15 e 20 minutos. Analisando o gráfico da Figura 49, pode-se observar que 

para a maioria dos compostos estudados a resposta analítica aumenta com o aumento do 

tempo de dessorção até os 15 min, com exceção do tiabendazol que teve melhores 

resultados com 20 min de dessorção. Para a permetrina, abamectina, carbosulfan e 

bifentrina não ocorreram variações significativas nos resultados, em função da variação do 

tempo de dessorção.  Na avaliação do tempo de dessorção, pode-se concluir que 15 min é o 

melhor tempo, por fornecer melhores resultados para o maior número de compostos. 

 

 

 

Figura 49. Avaliação do tempo de dessorção (modo estático) na interface SPME-HPLC. 
Extrações com imersão direta da fibra de PA a 50°C por 30 min, com agitação de 250 rpm 
e com a matriz fortificada (50 µg kg-1).  
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5.5.4. Validação do método 

 

A validação do método com o uso das condições de dessorção na interface 

SPME/HPLC e análise por HPLC-UV-Vis, foi realizada com o estudo das faixas de 

trabalho, linearidade, sensibilidade, limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ), 

precisão (RSD) e a exatidão pelo estudo da recuperação relativa em diferentes níveis de 

fortificação e da recuperação absoluta. 

 

5.5.4.1. Curvas analíticas (linearidade) e faixas de trabalho 

 

Para a quantificação dos agrotóxicos foi utilizado o método da padronização 

externa, com curvas analíticas construídas com sete pontos correspondendo aos níveis de 

fortificação de 2,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 250,0 µg kg-1, onde cada ponto foi obtido 

em triplicata sendo que os resultados dos desvios-padrão mostraram que a dispersão nos 

resultados nas análises foi independente da concentração da amostra. Após a identificação 

do efeito matriz, foram preparados extratos sem a presença dos agrotóxicos seguindo o 

procedimento descrito no item 4.10. Os extratos obtidos foram fortificados nos níveis de 

concentração estabelecidos para a construção das curvas analíticas. As curvas foram 

construídas com extrações dos agrotóxicos por DI-SPME e dessorção na interface 

SPME/HPLC nas condições otimizadas. As curvas analíticas obtidas foram utilizadas para 

o estudo da sensibilidade, exatidão e precisão do método proposto. As equações obtidas 

apresentaram boa linearidade, com coeficientes de correlação variando entre 0,9903 

(Carbosulfan) e 0,9997 (Tiabendazol). O método desenvolvido apresenta faixa linear de 

trabalho entre 2,0 e 250,0 µg kg-1 e 5,0 e 250,0 µg kg-1, com exceção da permetrina que só 

apresentou linearidade até 100,0 µg kg-1. A Tabela 16 mostra os tempos de retenção dos 

compostos, as equações das retas obtidas por regressão linear, a faixa linear de trabalho de 

cada composto e os coeficientes de determinação (R2). 
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Tabela 16. Equações obtidas por regressão linear, coeficientes de determinação (R2) e 
faixas lineares de trabalho na análise por DI-SPME-HPLC-UV-VIS. 
 

Agrotóxicos TRetenção 
(min) 

Equação por 
regressão linear 

Faixa linear de 
trabalho (µg kg-1) 

R2 

Tiabendazol 

Carbofuran 

Azoxistrobina 

Procloraz 

Fentiona 

Clofentezina 

Permetrina 

Abamectina 

Carbosulfan 

Bifentrina 

6,07 

11,04 

17,05 

19,73 

21,75 

22,68 

24,75 

28,19 

36,79 

38,17 

0,087x + 0,014 

0,027x + 0,116 

0,148x + 0,552 

0,042x + 0,172 

0,057x + 0,180 

0,024x + 0,154 

0,029x + 0,263 

0,073x + 0,394 

0,070x + 0,090 

0,051x + 0,116 

5,0 – 250,0 

10,0 – 250,0 

2,0 – 250,0 

5,0 – 250,0 

2,0 – 250,0 

5,0 – 250,0 

5,0 – 250,0 

5,0 – 250,0 

5,0- 250,0 

2,0 – 250,0 

0,9997 

0,9969 

0,9994 

0,9960 

0,9961 

0,9988 

0,9920 

0,9992 

0,9903 

0,9917 
 

 

5.5.4.2. Sensibilidade 

 

A sensibilidade foi avaliada pela variação da resposta analítica no intervalo de 

concentração de 10,0 a 250,0 µg kg-1. A sensibilidade foi calculada pela relação S = dx/dc, 

onde S é a sensibilidade, dx é a variação da resposta analítica e dc é a variação da 

concentração. A Tabela 17 mostra os valores obtidos para S no intervalo de concentração 

estabelecido. 

 

Tabela 17. Estudo da sensibilidade do método no intervalo de 10,0 a 250,0 µg kg-1. 
 

Agrotóxicos S Agrotóxicos S 

Tiabendazol 

Carbofuran 

Azoxistrobina 

Procloraz 

Fentiona 

0,087 

0,027 

0,146 

0,042 

0,056 

Clofentezina 

Permetrina 

Abamectina 

Carbosulfan 

Bifentrina 

0,024 

0,029 

0,072 

0,068 

0,049 
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5.5.4.3. Limites de detecção (LOD) e Limites de quantificação (LOQ) 

 

Para obter os limites de detecção e de quantificação do método proposto por DI-

SPME-HPLC-UV-Vis, foram realizadas extrações sucessivas diminuindo a concentração 

dos agrotóxicos até perder a proporcionalidade entre a concentração e a resposta analítica 

do detector. Os limites de detecção e de quantificação foram estabelecidos em conjunto 

com o estudo da faixa linear de trabalho na construção da curva analítica, estando os 

agrotóxicos em presença do extrato da matriz. Os LOD foram estabelecidos utilizando o 

mesmo critério da metodologia por GC-MS (Método da relação sinal-ruído). O menor nível 

de concentração na curva analítica corresponde ao início da faixa linear de trabalho e ao 

LOQ para cada composto. Os LOD e LOQ obtidos variaram entre 0,6 e 3,3 µg kg-1 e entre 

2,0 e 10,0 µg kg-1, respectivamente. Os limites de quantificação obtidos pelo método 

proposto são menores que os valores dos limites máximos de resíduos estabelecidos pela 

ANVISA para os compostos tiabendazol, azoxistrobina, procloraz, fentiona, abamectina, 

carbosulfan, e bifentrina que são autorizados para aplicações no cultivo da manga. Os 

limites de detecção e de quantificação obtidos pelo método proposto são mostrados na 

Tabela 18. 

 

Tabela 18. Limites de detecção (LOD), limites de quantificação (LOQ) obtidos para os 
agrotóxicos estudados por SPME-HPLC-UV-Vis. 
 

Agrotóxicos LOD  
(µg kg-1) 

LOQ  
(µg kg-1) 

LMR  
(µg kg-1) 

Tiabendazol 

Carbofuran 

Azoxistrobina 

Procloraz 

Fentiona 

Clofentezina 

Permetrina 

Abamectina 

Carbosulfan 

Bifentrina 

1,6 

3,3 

0,6 

1,6 

0,6 

1,6 

0,6 

1,6 

1,6 

0,6 

5,0 

10,0 

2,0 

5,0 

2,0 

5,0 

2,0 

5,0 

5,0 

2,0 

2000,0 

- 

500,0 

200,0 

50,0 

- 

- 

10,0 

50,0 

100,0 
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Uma particularidade deste estudo está relacionada a abamectina, onde são relatados 

na literatura estudos para a sua determinação em frutas, tais como laranja por LC-ESI-

MS/MS [Pozo et al., 2003] e abacate por HPLC-FLD [Hernández-Borges et al., 2007]. No 

estudo realizado por Pozo et al. (2003) a extração foi realizada com acetonitrila auxiliada 

por sonicação obtendo limite de quantificação de 10 µg kg-1, ou seja, superior ao valor 

obtido pelo método desenvolvido por DI-SPME-HPLC-UV-Vis. No estudo realizado por 

Hernández-Borges et al. (2007), o procedimento de extração da abamectina foi realizado 

por SPE e foi obtido limite de quantificação de 7 µg kg-1. Entretanto, para conseguir este 

resultado foi necessário fazer a derivatização da abamectina com ácido trifluoracético 

(TFA) e trietilamina (TEA). Um dos méritos deste trabalho foi conseguir um limite de 

quantificação inferior aos relatados para abamectina, utilizando um sistema de detecção 

mais simples, sem a necessidade de realizar procedimentos para a derivatização, como 

também empregando uma técnica que permite a realização simultânea da extração e 

concentração do analito com uso mínimo de solvente orgânico. A Figura 50 mostra um 

cromatograma obtido por DI-SPME-HPLC-UV-Vis, correspondente à fortificação da 

matriz na concentração de 5,0 µg kg-1, que foi a menor concentração da curva analítica da 

abamectina e que corresponde ao seu limite de quantificação. 

 

Figura 50. Cromatograma obtido por DI-SPME-HPLC-UV-Vis com a fortificação da 
matriz na concentração de 5,0 µg kg-1. Coluna de fase reversa XTerra® MS C18 5 µm (250 
mm x 2.1 mm), fase móvel água (A) e acetonitrila (B),  30% de B (início), 70% de B (6 
min), 80% de B (18 min),  100% de B (22 - 32 min), 30% de B (35 - 42 min), fluxo de 0,25 
mL min-1. O detector UV-Vis operou em 203 nm (0 – 26,5 e 31- 42 min) e em 245 nm 
(26,5 – 31 min). 
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5.5.4.4. Precisão do método 

 

A precisão do método foi avaliada efetuando-se o estudo da precisão intradia e da 

precisão interdias (precisão intermediária) em dois diferentes níveis de fortificação (10,0 e 

100,0 µg kg-1). A precisão intradia consistiu na realização de sete extrações no mesmo dia e 

a precisão interdias foi estudada durante cinco dias consecutivos, efetuando-se três 

extrações em cada dia. Os valores dos CV (%) obtidos no estudo da precisão com níveis de 

fortificação de 10,0 e 100,0 µg kg-1 são mostrados na Tabela 19. 

 

Tabela 19. Estudo da precisão por SPME-HPLC-UV-Vis em dois níveis de fortificação. 
 

CV (%) Agrotóxicos Nível de fortificação 
(µg kg-1) Intradia (n = 7) Interdias (n = 15) 

Tiabendazol 10,0 

100,0 

12,0 

5,6 

17,2 

5,4 

Carbofuran 10,0 

100,0 

17,8 

10,6 

9,7 

9,1 

Azoxistrobina 10,0 

100,0 

11,0 

7,6 

5,3 

4,5 

Procloraz 10,0 

100,0 

16,1 

7,5 

10,6 

4,3 

Fentiona 10,0 

100,0 

12,8 

10,1 

8,2 

8,8 

Clofentezina 10,0 

100,0 

6,9 

8,7 

16,3 

18,1 

Permetrina 10,0 

100,0 

7,5 

10,4 

10,1 

12,8 

Abamectina 10,0 

100,0 

11,5 

6,0 

8,3 

4,6 

Carbosulfan 10,0 

100,0 

8,6 

11,6 

9,7 

11,5 

Bifentrina 10,0 

100,0 

18,6 

9,7 

16,2 

10,1 

 
No estudo da precisão intradia foram obtidos valores entre 6,9 % (clofentezina) e 

18,6 % (bifentrina) no menor nível de fortificação e entre 5,6 % (tiabendazol) e 11,6 % 

(carbosulfan) no maior nível. No estudo da precisão interdias foram obtidos valores entre 
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5,3 % (azoxistrobina) e 17,2 % (tiabendazol) no menor nível de fortificação e entre 4,3 % 

(procloraz) e 18,1 % (clofentezina) no maior nível. Estes valores estão em acordo com os 

critérios de validação descritos por Ribani et al., (2004), que estabelecem CV de até 20% 

para análises de compostos presentes em matrizes complexas em baixos níveis de 

concentração.  

 

5.5.4.5. Exatidão do método 

 

A exatidão do método desenvolvido foi avaliada realizando-se o estudo das 

recuperações relativa e absoluta. As recuperações relativas foram avaliadas em três níveis 

de fortificação (10,0; 100,0 e 250,0 µg kg-1), sendo que o menor nível de fortificação (10,0 

µg kg-1) corresponde ao limite de quantificação do carbofuran. No menor nível as 

recuperações apresentaram variação entre 75,1 % ± 17,8 % (carbofuran) e 104,1 % ± 18,6 

% (bifentrina). No nível intermediário (100,0 µg kg-1) as recuperações apresentaram 

variação entre 79,4 % ± 10,6 % (carbofuran) e 86,7 % ± 10,4 % (permetrina) e no maior 

nível (250,0 µg kg-1) as recuperações variaram entre 73,3 % ± 11,0 % (tiabendazol) e 86,1 

% ± 7,5 % (carbosulfan). 

A recuperação absoluta foi calculada por comparação entre as áreas dos picos 

obtidas (n = 3) pela injeção direta de 3 µL de uma mistura-padrão de concentração 10 µg 

mL-1 e as áreas obtidas (n = 3) nas extrações dos agrotóxicos por DI-SPME em amostras de 

manga fortificadas com 3 µL da mesma mistura-padrão (3 µL da mistura padrão em 3 g de 

manga, proporciona uma fortificação de 10 µg kg-1), efetuando-se uma comparação entre as 

respostas do detector para o mesmo nível de concentração. A injeção direta da mistura 

padrão foi realizada por adição de 3 µL da solução padrão (10 µg mL-1) na câmara de 

dessorção, completando-se em seguida o seu volume interno (60 µL) com acetonitrila para 

obter uma situação igual a que ocorre no momento da dessorção, quando a fibra fica imersa 

na câmara preenchida com acetonitrila por 15 min para realizar a dessorção no modo 

estático. Como já foi discutido no item 5.5.3.2. A microextração em fase sólida, por ser 

uma técnica de extração não exaustiva, proporciona recuperações diretas usualmente 

menores que 30% [Picó et al., 2007]. Os resultados obtidos estão de acordo com os valores 

descritos na literatura. A Tabela 20 mostra os resultados das recuperações relativas obtidas 
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em três diferentes níveis de fortificação e as recuperações absolutas no menor nível de 

fortificação, com os seus respectivos desvios padrões relativos (RSD %). 

 

Tabela 20. Recuperações relativas e RSD (%) em três níveis de fortificação e a recuperação 
absoluta e RSD (%). 

Recuperação (%) Agrotóxicos 
 

Fortificação 
(µg kg-1) 
 

Relativa RSD (%) Absoluta RSD (%) 

Tiabendazole 
 
 
 
Carbofuran 
 
 
 
Azoxistrobina 
 
 
 
Procloraz 
 
 
 
Fentiona 
 
 
 
Clofentezina 
 
 
 
Permetrina 
 
 
 
Abamectina 
 
 
 
Carbosulfan 
 
 
 
Bifentrina 

10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 
 
10 
100 
250 

89,8 
85,0 
73,3 
 
75,1 
79,4 
81,5 
 
82,8 
84,2 
78,4 
 
91,2 
82,1 
75,9 
 
85,7 
82,4 
76,6 
 
92,3 
84,5 
78,9 
 
81,1 
86,7 
82,2 
 
77,4 
80,5 
76,0 
 
78,0 
83,9 
86,1 
 
104,4 
80,7 
78,7 

12,0 
5,6 
11,0 
 
17,8 
10,6 
11,1 
 
11,0 
7,6 
5,2 
 
16,1 
7,5 
5,6 
 
12,8 
10,1 
8,1 
 
6,9 
8,7 
6,8 
 
7,5 
10,4 
11,9 
 
11,5 
6,0 
11,7 
 
8,6 
11,6 
7,5 
 
18,6 
9,7 
13,9 

26,9 
 
 
 
4,61 
 
 
 
12,2 
 
 
 
12,9 
 
 
 
12,0 
 
 
 
16,4 
 
 
 
18,7 
 
 
 
41,8 
 
 
 
23,1 
 
 
 
14,8 

3,3 
 
 
 
0,7 
 
 
 
1,5 
 
 
 
1,1 
 
 
 
0,8 
 
 
 
2,0 
 
 
 
1,5 
 
 
 
3,2 
 
 
 
2,8 
 
 
 
1,5 
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5.5.5. Aplicação da metodologia desenvolvida por DI-SPME-HPLC-UV-Vis na 

análise de resíduos de agrotóxicos em amostras comerciais. 

 

O método proposto foi aplicado na análise de amostras reais para determinar 

resíduos dos agrotóxicos tiabendazol, carbofuran, azoxistrobina, procloraz, fentiona, 

clofentezina, permetrina, abamectina, carbosulfan e bifentrina em oito amostras de manga 

cultivadas com os métodos agrícolas convencionais. As amostras foram coletadas em oito 

pontos comerciais na cidade de Aracaju-SE, no mês de julho de 2009. No momento da 

coleta foi observado o fornecedor do produto, para identificar a origem da região produtora, 

sendo observado que as mangas comercializadas na cidade de Aracaju são produzidas na 

região do Vale do São Francisco, que contempla os projetos irrigados de Juazeiro-BA, e 

Petrolina-PE e no Platô de Neópolis-SE. Após a coleta, cada amostra foi dividida em dois 

lotes e imediatamente processada seguindo o procedimento descrito no item 4.9, sendo um 

lote processado com casca e polpa e o outro processado somente com a polpa. As amostras 

foram analisadas em triplicata e entre as análises de cada amostra foi sempre realizado um 

branco da fibra para evitar o efeito de memória e garantir a exatidão das medidas. A Tabela 

21 mostra os resultados obtidos com os respectivos desvios-padrão de cada análise. Os 

agrotóxicos tiabendazol, carbofuran, procloraz, clofentezina e carbosulfan não foram 

detectados nas amostras. Azoxistrobina foi detectado na amostra A com concentração de 

3,5 ± 0,4 µg kg-1. Entretanto, não foi detectada na análise da polpa. Fentiona e abamectina 

foram detectadas nas análises dos frutos inteiros das amostras A e H com concentrações de 

2,6 ± 0,3 e 5,7 ± 0,6 µg kg-1 para a fentiona e 4,3 ± 0,4 e 5,3 ± 0,6 µg kg-1 para a 

abamectina, respectivamente. Estes compostos também não foram detectados nas análises 

das polpas. Resíduos de bifentrina foram detectados na análise do fruto inteiro em cinco 

amostras (A, E, F, G e H) com concentrações variando entre 3,0 ± 0,5 e 10,6 ± 1,9 µg kg-1, 

sendo detectada nas análises das polpas das amostras F, G e H, com concentrações entre 3,0 

± 0,5 e 4,2 ± 0,7 µg kg-1. Resíduos de permetrina foram detectados nas análises do fruto 

inteiro em seis amostras (A, B, C, D, E, e H) com concentração variando entre 6,9 ± 0,7 e 

16,3 ± 1,1 µg kg-1, sendo detectada nas análises das polpas das amostras A, D e H, com 

concentração entre 3,7 ± 0,3 e 15,3 ± 0,9 µg kg-1. Os piretróides permetrina e bifentrina 

foram os únicos compostos detectados nas polpas. Estes compostos são inseticidas e 
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acaricidas de contato e ingestão com amplo espectro de ação, que se caracterizam por 

formar uma película protetora no fruto impedindo o ataque de insetos. Entretanto, 

apresentam caráter lipofílico e por ação translaminar podem penetrar no fruto em dosagens 

menores em relação a sua aplicação. Consequentemente, as concentrações destes 

compostos na polpa do fruto serão menores, pois apresentam maior ação na parte externa 

do fruto. As concentrações encontradas estão abaixo dos LMR estabelecidos pela ANVISA. 

Entretanto, o uso da permetrina não é autorizado para o cultivo da manga e este foi o 

agrotóxico presente no maior número de amostras e com as maiores concentrações. 
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Tabela 21. Resultados obtidos (µg kg-1) e desvios-padrão (n = 3) das análises por DI-SPME-HPLC-UV-Vis das amostras comerciais. 

A B C D E F G H                Amostras 
 
Pesticidas (µg kg-1) 

FI P FI P FI P FI P FI P FI P FI P FI P 

Tiabendazol 

Carbofuran 

Azoxistrobina 

 

Procloraz 

Fentiona 

 

Clofentezina 

Permetrina 

 

Abamectina 

 

Carbosulfan 

Bifentrina 

n.d 

n.d 

3,5 

±0,4 

n.d 

2,6 

±0,3  

n.d 

16,3 

±1,1 

4,3 

±0,4 

n.d 

4,2 

±0,7 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

15,3 

±0,9 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

12,8 

±1,3 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

<LQ 

- 

n.d 

- 

  n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

10,7 

±0,9 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

<LQ 

- 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

16,3 

±1,3 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

8,9 

±0,7 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

7,8 

±0,7 

n.d 

- 

n.d 

3,0 

±0,5 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

<L.Q 

- 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

- 

n.d 

8,9 

±1,1 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

- 

n.d 

4,2 

±0,7 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

- 

n.d 

8,2 

±0,9 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

- 

n.d 

3,0 

±0,5 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

5,7 

±0,6 

n.d 

6,9 

±0,7 

5,3 

±0,6 

n.d 

10,6 

±1,9 

n.d 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

n.d 

- 

n.d 

3,7 

±0,3 

n.d 

- 

n.d 

3,4 

±0,6 

Obs: FI = fruta inteira; P = polpa da manga; n.d = não detectado. 
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5.6. Comparação dos resultados obtidos por DI-SPME-GC-MS e DI-SPME-

HPLC-UV-Vis. 

 

Na Tabela 22 é feita uma comparação das figuras de mérito (limite de quantificação, 

precisão e exatidão) obtidas na validação dos métodos analíticos desenvolvidos por DI-SPME-

GC-MS e DI-SPME-HPLC-UV-Vis. Dos dezesseis compostos selecionados para o estudo, 

quatorze foram determinados por GC e dez por HPLC, sendo oito compostos em comum 

(clofentezina, carbofuran, fentiona, procloraz, bifentrina, permetrina, tiabendazol e 

azoxistrobina). Esta diferença no número de compostos se deveu, à maior dificuldade 

encontrada para a separação dos mesmos por HPLC, sem comprometer o tempo de análise. Os 

limites de quantificação obtidos por GC-MS variaram entre 3,3 e 33,3 µg kg-1 e por HPLC-

UV-Vis variaram entre 2,0 e 10,0 µg kg-1, sendo que dos oito compostos em comum, sete 

apresentaram menores LOQ no método desenvolvido por HPLC-UV-Vis. Na avaliação da 

precisão intradia e intermediária, os valores obtidos nos dois métodos foram satisfatórios e 

equivalentes. A exatidão foi avaliada com o estudo da recuperação relativa e absoluta. A 

Tabela 22 mostra os valores obtidos para os menores níveis de fortificação de cada método. 

Para as recuperações relativas os valores obtidos também foram equivalentes e satisfatórios 

variando entre 71,6 % e 117,5 % por GC-MS e entre 75,1 % e 104,4 % por HPLC-UV-Vis. 

Com relação à recuperação absoluta, os valores obtidos para o carbofuran e azoxistrobina 

foram equivalentes, porém há uma considerável variação nos valores obtidos para a 

clofentezina, fentiona, tiabendazol, bifentrina, permetrina e procloraz, onde foram obtidos 

valores de 3 a 11 vezes maiores no método desenvolvido por HPLC-UV-Vis. Como esta 

recuperação foi calculada por comparação dos resultados obtidos pela injeção direta dos 

padrões e pela extração, o sistema de detecção não influi. Entretanto, houve modificações na 

extração com relação ao tipo de fibra que foi utilizada e em relação ao modo de agitação, 

sendo que estes fatores devem ter contribuído para aumentar a eficiência na extração, 

proporcionando melhores recuperações absolutas. A Tabela 23 mostra a comparação entre os 

resultados das recuperações relativa e absoluta obtidas respectivamente por SPME-GC-MS e 

SPME-HPLC-UV-Vis, usando-se o teste t95% de Student, com um nível de confiança de 95 %. 

Quando o tcalculado é menor que o ttabelado, não existe diferença significativa entre os resultados 

no nível de confiança estudado. A Tabela 23 mostra que os resultados obtidos para as 
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recuperações relativas nos dois métodos foram equivalentes, tendo em vista que o valor de 

tcalculado foi menor que o ttabelado, para todos os compostos analisados pelos dois métodos. Com 

relação a recuperação absoluta, o valor de tcalculado só foi menor que o ttabelado para o carbofuran 

e a azoxistrobina, mostrando que para os demais compostos (clofentezina, fentiona, 

tiabendazol, procloraz, permetrina e bifentrina) existe uma diferença significativa a favor das 

análises por SPME-HPLC-UV-Vis.  
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Tabela 22. Comparação dos limites de quantificação, precisão e exatidão dos métodos desenvolvidos.  

DI-SPME-GC-MS DI-SPME-HPLC-UV-Vis 

Precisão CV (%) 
(50,0 µg kg-1) 

Exatidão (%) 
 (33,3 µg kg-1) 

Precisão CV (%) 
(10,0 µg kg-1) 

Exatidão (%) 
 (10,0 µg kg-1) 

Agrotóxicos 

LOQ 
(µg kg-1) 

Intradia  Interdias Relativa  Absoluta 

LOQ 
(µg kg-1) 

Intradia  Interdias Relativa Absoluta 

Clofentezina 
Carbofuran 
Diazinona 

Parationa 

Malationa 

Fentiona 
Tiabendazole 
Imazalil 

Bifentrina 
Permetrina 
Procloraz 
Piraclostrobina 

Difenoconazole 

Azoxistrobina 
Carbosulfan 

Abamectina 

3,3 
33,3 
16,6 

16,6 

6,6 

3,3 

33,3 

33,3 

6,6 

16,6 

6,6 

16,6 

3,3 

6,6 

- 

- 

7,4 

5,8 

4,0 
6,7 

10,8 

8,3 

17,0 

12,5 
5,8 

10,0 

8,4 

7,5 

7,5 

6,6 

- 

- 

9,1 

12,1 

13,6 

11,5 

12,9 

7,0 
19,9 

22,0 
13,2 

13,6 

10,2 

12,7 

9,2 

12,0 

- 

- 

89,6 

89,3 

117,5 
91,8 

83,8 

75,8 

90,0 

102,2 

71,6 
80,8 

108,7 

115,9 

110,9 

84,7 

- 

- 

4,0 

5,2 

0,8 
2,4 

3,5 

3,8 

9,7 

1,1 

1,6 

1,6 

1,5 

12,3 

17,8 
16,0 

- 

- 

5,0 

10,0 
- 

- 

- 

2,0 
5,0 

- 

2,0 

2,0 

5,0 

- 

- 

2,0 

5,0 

5,0 

6,9 
17,8 

- 

- 

- 

12,8 

12,0 

- 

18,6 

7,5 

16,1 

- 

- 

11,0 

8,6 

18,6 

16,3 
9,7 

- 

- 

- 

8,2 

17,2 

- 

16,2 

10,1 

10,6 

- 

- 

5,3 
9,7 

8,3 

92,3 

75,1 
- 

- 

- 

85,7 

89,8 

- 

104,4 
81,1 

91,2 

- 

- 

82,8 

78,0 

77,4 

16,4 

4,6 
- 

- 

- 

12,0 

26,9 

- 

14,8 

18,7 

12,9 

- 

- 

12,2 

23,1 

41,8 
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Tabela 23. Comparação das recuperações relativa e absoluta obtidas por SPME-GC-MS e 
SPME-HPLC-UV-Vis, usando-se o teste t95% de Student com um nível de confiança de 
95%. 
 

Exatidão relativa  (ttabelado =3,182) Exatidão absoluta (ttabelado =3,182) Agrotóxicos 

tcalculado tcalculado 

Clofentezina 

Carbofuran 

Fentiona 

Tiabendazole 

Bifentrina 

Permetrina 

Procloraz 

Azoxistrobina 

2,314 

1,715 

2,109 

1,699 

1,634 

2,074 

1,853 

0,034 

3,982 (tcalc.> ttab.) 

1,231 

4,023 (tcalc.> ttab.) 

3,783 (tcalc.> ttab.) 

4,104 (tcalc.> ttab.) 

4,753 (tcalc.> ttab.) 

5,302 (tcalc.> ttab.) 

2,215 
 

 

5.7. Identificação da presença de interferentes provenientes da matriz. 

Durante a etapa de otimização das condições de extração dos agrotóxicos na manga 

por SPME e análise por GC-MS (modo SCAN), foi observado no cromatograma a presença 

de um interferente proveniente da matriz que apresentou grande intensidade na resposta 

analítica. Como a escala da intensidade dos picos é normalizada pelo pico de maior 

intensidade, os picos da maioria dos pesticidas foram mascarados, como pode ser 

observado na Figura 51. O espectro de massas deste interferente é mostrado na Figura 52. 

 

Figura 51. Cromatograma (modo SCAN) de extrato de amostra de manga obtido por 
SPME-GC-MS, indicando a presença do interferente. 
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Figura 52. Espectro de massas do interferente extraído da matriz e obtido por impacto de 
elétrons (70 eV). 
 

O fato de este interferente apresentar grande intensidade na resposta analítica mostra 

que a sua extração por DI-SPME é eficiente e despertou curiosidade em relação à sua 

identificação e origem. Com esses objetivos foi realizado um estudo mais detalhado. 

Inicialmente foi feita a tentativa de identificação do interferente por comparação do 

seu espectro de massas com espectros-padrão da biblioteca eletrônica NIST 2.0. O espectro 

que apresentava maior similaridade correspondia a um éster de cadeia cíclica, com fórmula 

molecular C32H54O4 e massa molecular de 502 u (Figura 53). Entretanto, deve-se ressaltar 

ser improvável um composto de massa molecular 502 u eluir com um tempo de retenção de 

5,73 min nas condições cromatográficas utilizadas.   

 

 

Figura 53. Espectro de massas do composto com maior similaridade com o espectro do 
interferente extraído da matriz e obtido por impacto de elétrons (70 eV). 
 

Com a aquisição do GC-MS/MS triploquadrupolo pelo LPQ, foi possível realizar 

um estudo para identificar o composto interferente e assim justificar a sua origem e a razão 
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pela qual a sua resposta analítica é elevada. Neste sentido, foram realizadas extrações por 

DI-SPME em extratos da matriz preparados em água e sem a presença dos agrotóxicos. As 

análises no GC-MS/MS foram realizadas com ionização química, utilizando como gás 

reagente o metano (CH4), que promove a ionização no modo positivo (PCI) e permite a 

identificação do íon [M+H]+. O espectro de massas obtido com a ionização química mostra 

que o íon [M+H]+ corresponde a 127 m/z (Figura 54), revelando que o composto 

interferente apresenta massa molecular de 126 u, confirmando portanto não fazer sentido o 

resultado obtido por comparação do espectro com a biblioteca eletrônica, que dava uma 

maior similaridade com um éster de massa molecular 502 u. 

 

Figura 54. Espectro de massas obtido por ionização química com a formação do íon m/z = 
127, correspondendo ao íon [M+H]+. 
 

A seguir, foi realizado um experimento de MS/MS isolando o íon de m/z = 127 no 

1° quadrupolo (Q1), o qual em seguida sofreu colisão induzida com argônio no 2° 

quadrupolo (Q2), com energia de colisão de 10 Volts, gerando em consequência os íons 

109 (provável perda de água) e 81 (provável perda de carbonila a partir do íon 109) que 

foram identificados no 3° quadrupolo (Q3), quando este operou no modo Scan com 

varredura de 70 a 150 m/z (Figura 55). Para confirmar que o íon 81 m/z era originado a 

partir do íon 109 m/z, foram realizados novos experimentos variando a energia de colisão 

para 15 e 20 eV, sendo observado que aumentando-se a energia de colisão ocorreu um 

aumento na intensidade do íon 81 e um decréscimo na intensidade do íon 109, como pode 

ser observado na Figura 56 que mostra o espectro de massas obtido com energia de colisão 

de 15 eV. Com base no espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) e com 

base na interpretação dos espectros de massas obtidos por impacto de elétrons e por 

ionização química, no espectro obtido por  MS/MS foi possível identificar o interferente 

extraído da manga como sendo o 5-hidroxi-metilfurfural (5-HMF). 
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Para a confirmação final foi injetado um padrão de 5-HMF nas mesmas condições 

cromatográficas, sendo observado o mesmo tempo de retenção. O espectro de massas 

obtido por impacto de elétrons para o padrão confirmou a formação dos mesmos íons 

presentes no espectro do interferente (Figura 57). A Figura 58 mostra a estrutura química 

do 5-HMF. 

 

 

 

Figura 55. Espectro de massas (MS/MS) obtido na fragmentação do íon 127 m/z com 
energia de colisão de 10 eV. 
 
 

 
Figura 56. Espectro de massas (MS/MS) obtido na fragmentação do íon 127 m/z com 
energia de colisão de 15 eV. 
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Figura 57. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons para o padrão de 5-HMF. 
 

                      

Figura 58. Estrutura química do 5-hidroxi-metilfurfural (5-HMF). 

 

A presença do 5-HMF em alimentos industrializados e frutas têm sido relatada na 

literatura como, por exemplo, em cereais para o café da manhã [García-Villanova et al., 

1993], em geléias e frutas [Rada-Mendoza et al., 2002], em leite longa vida [Ferrer et al., 

2002], em biscoitos [Ameur, Trytram & Birlouez-Aragon, 2006] e mais recentemente a 

determinação de 2-furfural, 5-HMF e 5-MF em alimentos por DI-SPME e GC-FID e/ou 

GC-TOF-MS [Gaspar & Lopes, 2009].   

A presença do 5-HMF em alimentos industrializados pode advir do seu 

processamento, quando este envolve o aquecimento com elevadas temperaturas, ou 

formação durante a estocagem, sendo que nesta segunda situação a formação ocorre de 

forma mais lenta. É comum a presença de furfural e seus derivados em frutas in natura, 

sendo estes formados a partir da desidratação de carboidratos presentes nas mesmas. 

Entretanto, as suas concentrações aumentam quando o transporte e estocagem são 

realizados em situações onde a fruta fica exposta ao sol [Rada-Mendoza et al., 2004]. 

Alimentos ricos em carboidratos que são processados com aquecimento podem levar à 

redução dos carboidratos, resultando na reação de Maillard. Esta reação ocorre entre o 
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açúcar reduzido e aminoácidos, peptídeos ou proteínas, causando modificações na cor, 

flavor e propriedades funcionais dos alimentos [García-Villanova et al., 1993]. 

O mecanismo químico de formação do 5-HMF a partir da pirólise de carboidratos, 

mais especificamente da d-glucose e d-frutose foram descritos por Paine III, Pithawalla & 

Naworal (2008). O esquema de reações representado na Figura 59 mostra o mecanismo de 

conversão da frutose em formaldeido, furfural e 5-hidroximetilfurfural.  

 

Figura 59. Mecanismo de formação do furfural, 5-HMF e formaldeido a partir da pirólise 
da frutose [Paine III, Pithawalla & Naworal, 2008]. 
 

 

A manga é uma fruta rica em carboidratos (frutose e glicose) e estes compostos, ao 

apresentarem grande afinidade pela fase de recobrimento da fibra, são extraídos 

eficientemente. Na etapa da dessorção térmica, realizada a 280°C no injetor do 

cromatógrafo a gás, ocorre a pirólise destes carboidratos levando à formação do 5-HMF, 

proporcionando assim uma elevada intensidade no sinal analítico deste interferente, como 

pode ser observado no cromatograma apresentado na Figura 51. 
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Para a confirmação do exposto, foram realizadas extrações por DI-SPME em um 

extrato da matriz e análises por HPLC-UV-Vis, tendo em vista que a dessorção na interface 

de acoplamento SPME-HPLC ocorre à temperatura ambiente e não provoca a pirólise dos 

carboidratos. Para conhecer o tempo de retenção do 5-HMF foram feitas injeções diretas do 

padrão em diferentes concentrações. A eluição ocorreu em coluna C18 (250 mm x 2.1 mm 

I.D, 5µm) com uma mistura isocrática de metanol e água (20:80 v/v) com fluxo de 0,25 mL 

min-1. O detector UV-Vis operou em 285 nm. A Figura 60 mostra a sobreposição de dois 

cromatogramas obtidos por HPLC-UV-Vis com a injeção direta do padrão de 5-HMF em 

diferentes concentrações para a confirmação do tempo de retenção.  

 

 

Figura 60. Cromatograma obtido por HPLC-UV-Vis na injeção de 20,0 µL de 5-HMF nas 
concentrações de 0,5 mg L-1 (Preto) e 1,0 mg L-1 (Vermelho). Eluição no modo isocrático 
(Metanol:água, 20:80 v/v) com coluna C18 (250 mm x 2.1 mm I.D, 5µm) e leitura a 285 
nm. 
  
 
 

A Figura 61 mostra um cromatograma obtido por DI-SPME-HPLC-UV-Vis de um 

extrato da matriz, com as condições de eluição e detecção descritas anteriormente. 

Analisando o cromatograma pode-se observar a presença do 5-HMF, indicando assim que o 

composto já estava presente na matriz. Porém, a quantidade de 5-HMF é acentuadamente 

alterada quando ocorre a dessorção térmica no injetor do GC provocando a pirólise de 

carboidratos, tendo em vista que o sinal analítico produzido na detecção por GC é muito 

superior ao obtido por HPLC.   
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Figura 61. Cromatograma obtido por DI-SPME-HPLC-UV-Vis, dessorção dinâmica com a 
fase móvel. Eluição no modo isocrático (Metanol:água 20:80 v/v) com coluna C18 (250 mm 
x 2.1 mm I.D, 5µm) e detector (285 nm). 
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6. Conclusões 

 

Os resultados mostram que o método desenvolvido com extração por DI-SPME e 

análise por GC-MS pode ser aplicado em análises qualitativas e quantitativas de resíduos de 

agrotóxicos em manga. A combinação da SPME com a análise por GC-MS permitiu o 

desenvolvimento de um método eficiente, seletivo e sensível para a determinação de 

resíduos dos agrotóxicos clofentezina, carbofuran, diazinona, parationa metílica, malationa, 

fentiona, tiabendazol, imazalil, bifentrina, permetrina, procloraz, piraclostrobina, 

difenoconazol e azoxistrobina em amostras de manga.   

A validação do método por DI-SPME e GC-MS apresentou linearidade entre 3,33 e 

1665,0 µg kg-1, com limites de detecção e quantificação entre 1,0 e 10,0 µg kg-1 e 3,33 e 

33,3 µg kg-1, respectivamente. No estudo da precisão e exatidão foram obtidos resultados 

satisfatórios, dentro dos limites estabelecidos para a análise de traços. 

A aplicação do método desenvolvido em amostras de mangas, comercializadas na 

cidade de Salvador-BA, mostrou a presença de resíduos de carbofuran, permetrina, 

parationa metílica, malationa e tiabendazol. Além disso, em todas as amostras foram 

detectados resíduos de bifentrina e azoxistrobina.  

Os resultados obtidos por DI-SPME e HPLC-UV-Vis mostraram que esta 

combinação é apropriada para a determinação simultânea dos agrotóxicos tiabendazol, 

carbofuran, azoxistrobina, procloraz, fentiona, clofentezina, permetrina, abamectina, 

carbosulfan e bifentrina, com boa seletividade, linearidade entre 2,0 e 250,0 µg kg-1 e 

limites de detecção e quantificação entre 0,6 e 3,3 µg kg-1 e 2,0 e 10,0 µg kg-1, 

respectivamente. O estudo da precisão e exatidão também mostrou resultados satisfatórios 

para análise de traços. 

A aplicação desse método em amostras de mangas, comercializadas na cidade de 

Aracaju/SE, permitiu a detecção de resíduos de azoxistrobina, fentiona, abamectina, 

bifentrina e permetrina. Além disso, que a permetrina foi o composto presente no maior 

número de amostras, e com maiores concentrações. Entretanto, deve-se ressaltar que o uso 

deste composto no cultivo da manga, não autorizado pela ANVISA. 

As análises das amostras coletadas em Salvador apresentaram predominantemente 

resíduos de azoxistrobina e bifentrina e as coletadas em Aracaju resíduos de permetrina e 

bifentrina. Azoxistrobina é um fungicida sistêmico amplamente utilizado para o combate da 
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antracnose e a bifentrina e permetrina são inseticidas e acaricidas com amplo espectro de 

ação.    

Apesar das concentrações individuais encontradas serem menores que os valores 

estabelecidos pela legislação brasileira, o somatório destas concentrações é algo 

preocupante, tendo em vista que não há estudos sobre os efeitos sinérgicos da mistura 

desses agrotóxicos. Os resultados obtidos demonstram a necessidade do monitoramento de 

resíduos dos agrotóxicos em frutas pelos poderes públicos, como forma de resguardar e 

preservar a saúde pública e o meio ambiente. 

Durante o desenvolvimento do método foi observado a presença de um interferente 

da matriz que foi investigado e identificado como 5-hidroxi-metilfurfural. Para a 

identificação, foi fundamental a utilização do sistema GC-MS/MS que fornece maiores 

informações estruturais para a confirmação.   
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7. Perspectivas para trabalhos futuros 

 

          Realizar novos estudos com as metodologias desenvolvidas em outras frutas 

produzidas na região estudada, tais como goiaba e maracujá.  

          Aplicação da metodologia desenvolvida em um programa de monitoramento para 

avaliar os níveis de concentração dos agrotóxicos estudados em amostras de manga  

comercializados na cidade de Salvador e Aracaju. 

          Realizar estudos visando a determinação das concentrações dos agrotóxicos na fruta, 

em função do tempo de aplicação. 

Realizar estudo para comparar os níveis de concentração dos agrotóxicos em frutas, 

após serem submetidos a diferentes processos de lavagem. 
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