USO DA ESPECTROMETRIA DE MASSA SEQUENCIAL
PARA AVALIAR RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM
AMOSTRAS DE ALIMENTACAO ANIMAL

USE OF SEQUENTIAL MASS SPECTROMETRY TO EVALUATE
WASTE PESTICIDES IN SAMPLES OF ANIMAL FEED

RESUMO

A alimentacao animal (AA) pode ser uma das fontes de contaminagdo do leite e carnes
€ por essa razao varios paises estabelecem limites maximos residuais (LMR) em agro-
téxicos e os monitoram nessas matrizes. O Codex Alimentarius especifica LMR para
diferentes AA. No Brasil, a legislagdo vigente prevé o uso de 26 ingredientes ativos de
diferentes classes agrondmicas e quimicas em pastos, forragem e cereais sem espe-
cificar a utilizacdo se para consumo humano ou animal.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o método QUEChERS para a de-
terminagao analitica de residuos de agrotéxicos no milho e soja, principais matérias-
-primas utilizadas na producdo de AA. Foram estudados 173 agrotoxicos de multi-
classes quimicas e agrondmicas, sendo sua determinagdo efetuada em cromatoégrafo
liquido de alta eficiéncia acoplado ao espectrometro de massas. Foram avaliados os
parametros: seletividade, efeito matriz, recuperacéo, repetibilidade e limites de de-
teccéo e quantificacédo. Os testes realizados demonstraram que o método proposto é
viavel para determinar e quantificar 140 das 173 substancias estudadas em amostras
de milho e soja.

Palavras-chave: Alimentagédo animal, QUEChERS, residuos de agrotéxicos

ABSTRACT

Animal feed (AF) has been identified as one of the sources of pesticide contamination in milk
and meat and, thus, many countries have established maximum residual limits (MRL) for the-
se matrices based on the Codex Alimentarius recomendations. Brazilian legislation concerns
23 different chemical and agronomical classes in feed and cereals, without discriminating if
they are to be consumed by humans or animals.

This study aims at evaluating the suitability of the QUEChERS method for the analytical de-
termination of pesticide residues in corn and soy. These cereals are the main raw materials
of AF used to feed bovine. 172 pesticides belonging to different chemical and agronomical
classes were studied using high performance liquid chromatography with mass spectrome-
try. The following parameters were studied: selectivity, matrix effect, recovery, repetitivity
and limits of detection and quantification. The tests performed demonstrated that the QuE-
ChERS method is suitable for the determination of 140 of the total pesticides studied.

Keywords: Pesticides, QUEChERS, LC-MS/MS, animal feed, LC-ESI-MS/MS

INTRODUGAO

A alimentagéo animal (AA) pode ser uma das fontes de con-
taminacéo do leite e carnes - surge como um ponto critico de
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controle em processos de Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle — APPCC nas industrias alimenticias e, por essa
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razio, varios paises ja possuem limites estabelecidos e contro-
lam os residuos de agrotdxicos em AA (KAN; MEIJER, 2007).

O Codex Alimentarius especifica LMR em diferentes
produtos usados em AA considerando separadamente os
de forragem, os provenientes de residuos agroindustriais
de frutas e cereais, entre outros (CODEX, 2008). No Brasil,
a legislacao vigente permite o uso de 26 diferentes ingre-
dientes ativos em pastos e forragem, de diferentes classes
agronémicas e quimicas (ANVISA, 2012; BASTOS, 2011).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o
método QUEChERS para a determinacdo analitica de re-
siduos de agrotéoxicos no milho e soja, principais maté-
rias-primas utilizadas na producdo de AA. Foi estudado
um grupo representativo de agrotoxicos de multiclasses
quimicas e agronémicas, sendo sua determinacao efetu-
ada em cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia acoplado
ao espectrometro de massas (HPLC-MS/MS) utilizando a
cromatografia liquida com fonte de ionizagdo por eletrone-
bulizagdo acoplada a espectrometria de massa sequencial
(LC-ESI-MS/MS).

Em determinagdes analiticas de multirresiduos é ne-
cessario escolher uma matriz para representar uma ca-
tegoria de produtos alimenticios de modo a minimizar o
nimero de experimentos necessarios para estabelecer
os parametros de validagdo do método analitico. O Co-
dex Alimentarius (CODEX, 2003) estabelece critérios para
esta representagédo, sendo o milho representante do grupo
cereal. Assim, neste trabalho o milho triturado foi usado
representando os cereais com baixo teor de gordura e a
soja aqueles com alto teor de gordura.

O método de extragdo QUEChERS (ANASTASSIADES
et al, 2003) e parametros de validagdo foram estudados
para as matrizes milho e soja

Neste trabalho foram avaliados parametros de vali-
dacgéo e critérios de aceitagdo comumente presentes em
trabalhos nacionais e internacionais: seletividade, efeito
matriz, recuperacéo, repetibilidade, limites de detecgéo e
quantificagdo (QUEIROZ et al., 2012; SANCO, 2012; AN-
VISA, 2007).

MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Foram utilizados:

a) acetonitrila, alcool metilico e acetato de etila - solventes
organicos de alta pureza e grau cromatografico (Merck e
Tedia);

b) MgSO, PA (Merck);

c) sorvente BONDESIL-PSA 40 um (Varian);

d) C,, 35-75p (Alltech);

e) Al,O,, 90, neutro 70-230 # ASTM (Merck), previamente mu-
flado a 550°C por 3 horas antes do uso;

f) Na(C,H,0,) anidro (Spectrum), seco a 220°C por 3 horas
antes do uso.
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Agrotoéxicos avaliados e materiais
de referéncia (MR) utilizados

A escolha dos agrotodxicos utilizados neste trabalho foi fei-
ta através dos seguintes critérios:

(@) Possuirem limites maximos residuais permitidos - LMR,
em produtos vegetais potencialmente importantes para a
produgédo de AA como: milho, soja, cevada, sorgo, café
(cascas), semente de algodéo, arroz, cana, feijao, ceva-
da, trigo, citros, girassol. Para essa gama de produtos os
LMRs variam de 0,01 a 10 mg.kg™".

(b) De uso permitido em culturas de hortifrutigranjeiros, dentre
0s quais os citricos que sdo comuns pelo uso de seus resi-
duos na producgao de ragoes.

(c) Serem avaliados por método multirresiduos e por LC-ESI-
-MS/MS e estarem disponiveis no laboratério.

(d) De uso proibido de modo a avaliar a aplicagdo de boas
praticas agricolas no campo.

Solucées estoque de MR

Solugdes estoque foram individualmente preparadas pela dis-
solugéo do MR, considerando o grau de pureza, ha concentragao
nominal de 100 pg.mL" em solvente acetato de etila. As solugdes
foram armazenadas em frascos ambar sob refrigeragéo.

Solucgoes intermediarias de MR

A partir das solugdes estoque de 100 pg.mL" foram pre-
paradas misturas de solugdes intermediarias de trabalho em
concentragdes que variaram de 1 a2 0,001 pg.mL" em solvente
metanol grau cromatografico. O estudo do método foi feito
com quantificacdo pontual do MR, dentro de uma variagéo
de medig¢do ndo superior a 30% conforme referenciado em
documento SANCO (2012).

Para preparagédo do ponto de calibragdo na matriz, 1 mL
do extrato orgénico do branco de milho e soja separadamente
foram evaporados sob atmosfera de N, em bloco de aqueci-
mento a temperatura de 40°C e, apds a secura, dissolvido em
1 mL da solugéo intermediaria do agrotdxico com concentra-
¢éo correspondente ao ponto da curva analitica.

Solucao intermediaria para controle do equipamento

Foi utilizada uma solugdo da substancia quinalfés na con-
centragdo de 0,04 pg.mL" preparada em solvente metanol.

Solucoes intermediarias para estudo do método

Para este estudo foi utilizada uma mistura dos 173 MR
de agrotéxicos (S173) de diferentes classes quimicas na
concentragdo nominal de 1 pg.mL™" preparada em solvente
metanol. Essa mistura foi fornecida pelo laboratério de resi-
duos de agrotéxicos do ITEP-PE. Os agrotoxicos avaliados
encontram-se listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Agrotoxicos estudados nas

matrizes milho e soja pertencentes a mistura S173

Agrotoxicos avaliados

Acefato dimetomorfe hexitiazoxi pirazofds
Acetamiprido diclorvos imazalil piridabem
Aldicarbe dimoxistrobina imidacloprido piridafentiona
Aldicarbe sufona diniconazol indoxacarbe piridato
Aldicarbe sulféxido dissulfotom iprovalicarbe pirifenox
Ametrina diurom isoprotiolona pirimetanil
Azaconazol dodemorfe isoxaflutol pirimicarbe
Azametif6s epoxiconazol isoxationa pirimicarbe desmetil
Azinfos-etilico espinosade A linurom pirimifds-etilico
Azinfos- metilico espiroxamina malationa pirimifds-metilico
Azoxistrobina etiofencarbe-sulfona mefenacete piriproxifem
Benalaxil etiofencarbe-sulféxido mefosfolan procloraz
Bitertanol etiona mepanipirim profenofds
Boscalida etiprole mepronil propargito
Bromuconazol etirimol metalaxil propiconazol
Bupirimato etofenproxi metamidofds propizamida
Buprofenzina etoprofds metconazol propoxur
Butocarboxim etrinfds metidationa quinalfds
Butocarboxim sulfoxido famoxadona metiocarbe tebuconazol
Carbaril fenamidona metiocarbe sulfona tebufenosida
Carbendazim fenamifos metiocarbe sulfoxido tebufenpirade
Carbofurano fenarimol metobromuron terbufos
Carbosulfano fenazaquina metomil tetraconazol
Carpropamida fenbuconazol metoxifenosida tiabendazol
Ciazofamida fenhexamida metoxurom tiacloprido
Cimoxanil fostiazato mevinfds tiametoxam
Ciproconazol fenoxicarbe miclobutanil tiobencarbe
Ciprodinil fenpiroximato monocrotofos tiodicarbe
Ciromazina fenpropimorfe monolinuron tiofanox sulfona
Clofentezina fentiona muarimol tiofanox sulféxido
Clorbromuron fentiona sulféxido nitempiram tolclofos metilico
Clorfenvinfos fentoato ometoato tolifluanida
Clorpirifos fluazifope-p-butilico oxadixil triadimefom
Clotianidina flufenacete oxamil triadimenol
Cresoxim-metilico flugquinconazol oxamil oxima triazofos
Demetom-S-metilico flusilazol oxicarboxina triciclozol
Desmedifam flutriafol paclobutrazol triclorfon
Diazinona fosalona pencicurom trifloxistrobina
Diclofluanida fosmete penconazol triflumizol
Dicrotofds fostiazato picoxistrobina triticonazol
Dietofencarbe furatiocarbe pimetrozina vamidotiona
Difenoconazol halofenosideo piperonil butéxido zoxamida
Dimetoato hexaconazol piraclostrobina e *metabdlito 3-0H-carbofurano

*Metabolito da piraclostrobina : N[1-(4-clorofenil)pirazol-3-ilJoxil-o-tolillcarbamato
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No desenvolvimento do trabalho, outras quatro misturas de
agrotoxicos (8141, S148 e S150) foram utilizadas com insergdes
e retiradas de analitos em relagéo a mistura S173. As misturas fo-
ram identificadas ao longo do trabalho para cada teste realizado.

A 8141 ndo continha os seguintes MR: butocarboxim, car-
propamida, diclofluanida, dicrotofés, dietofencarbe, dimoxistro-
bina, diuron, etofenproxi, fentoato, halofenosideo, hexaconazol,
mepamirim, metoxurom, monolinurom, nuarimol, nitempiram,
oxamil, oxicarboxina, penconazol, pirifenox, pirimicarbe desmetil,
pirimifés-etilico, tebuconazol, tebufenosideo, tiobencarbe, tiofa-
nos-sulféxido, tolclofés-metilico, tolifluanida, triadimefom, triadi-
menol, triciclozol e vamidotiona.

A S148 nao continha os seguintes MR: bitertanol, butocarbo-
xim, carpropamida, diclofluanida, dicrotofés, dietofencarbe, di-
moxistrobina, diuron, espiroxamina, fentoato, halofenosideo, he-
xaconazol, mepanipirim, metoxurom, monolinurom, nitempiram,
nuarimol, oxamil, oxicarboxina, penconazol, pirifenox, pirimicar-
be desmetil, tiobencarbe, tiodicarbe, tiofanox sulféxido, tolclofés
metilico, tolifluanida, triadimenol, triadimefon, triciclozol. Foram
incluidos nesta mistura os agrotoxicos: abamectina, cadusafos,
carbosulfano, coumafés e fentiona.

A 8150 ndo possui os seguintes MR: bitertanol, butocar-
boxim, carpropamida, diclofluanida, dicrotofés, dietofencarbe,
dimoxistrobina, espiroxamina, etofenproxi, fentoato, halofeno-
sideo, hexaconazol, imazalil, mepanipirim, metoxurom, monoli-
nurom, nitempiram, nuarimol, oxamil, oxicarboxina, penconazol,
pirifenox, pirimicarbe desmetil, tiobencarbe, tiofanox sulféxido,
tolclofés metilico, tolifluanida, triadimefom, triadimenol, triciclo-
zol. Foram incluidos nesta mistura os agrotéxicos: abamectina,
cadusafés, carbosulfano, coumafés, fentiona.

A maioria dos MR presentes nas misturas foram preparados
com padrdes da marca Dr. Ehrenstorfer-Augsburg (Alemanha),
exceto os MR - difenoconazol, cresoxim-metilico, metomil e flu-
triafol da Sigma Aldrich, aldicarbe, procloraz e tiodicarbe da Che-
mService e o metabdlito da piraclostrobina fornecido pela Bayer.
A pureza dos MR utilizados nas misturas foi superior a 97% para
a maioria das substancias utilizadas.

Equipamentos utilizados

Foram utilizados o moinho de faca marca Brabender® Duis-
burg e o liquidificador industrial, a centrifuga Hitachi-himac
CF7D2 e o Agitador rotatério marca IKA® modelo Ms3 digital,
balanga analitica, com resolugé&o de 10°g e o evaporador de N,
cromatografo de ultraeficiéncia acoplado ao espectrédmetro de
massas tipo triplo quadrupolo por eletronebulizagéo (HPLC-ESI-
-MS/MS) modelo Quattro Premier XE, Waters.

Otimizacao das condicoes do
espectrometro de massas e HPLC

As condicbes de operacdo do espectrémetro de massas,
voltagens de cone e colisdo foram otimizadas no modo MRM,
através da indicac&o dos ions precursores e ions fragmento
obtidos em diferentes trabalhos analiticos (AGUILERA-LUIZ
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et al, 2011; HIEMSTRA & KOK, 2007; LEDOUX, 2011; PA-
REJA et al, 2011, PIZZUTTI et al, 2007) e ajustados com a
mistura para diferentes programas de gradiente. Os ions fo-
ram separados em 15 janelas de tempo contendo no maximo
32 transi¢des por janela, por MRM e o ion de maior e menor
abundancia selecionados para a quantificagcao e confirmacao,
respectivamente.

Na Figura 1 esta descrita a distribuicio MRM em janelas
de tempo baseada no tempo de retencdo dos agrotdxicos
avaliados.

Tempo em min

ss00NOOMON =

arona

MRM of & m

Figura 1. Representacado das 15 diferentes janelas de tempo
programado para aquisicdo de dados no método LC-ESI-MS/MS

Os ions precursores, os ions de quantificagao, o valor do
cone e colisdo para os analitos estudados foram ajustados no
HPLC-MS/MS e encontram-se descritos na Tabela S1 (apre-
sentada no material suplementar na verséo digital disponivel
no site www.revistaanalytica.com.br).

O equipamento foi operado em MRM com ionizagao por
eletrospray no modo ion positivo. A Tabela 2 mostra as con-
dicbes utilizadas para o estudo das matrizes milho e soja em
residuos de agrotoxicos em (ES*).

Tabela 2. Condicoes utilizadas para o estudo das matrizes milho e
soja em residuos de agrotoxicos em (ES*)

Cromatagrafo liquido

Coluna analitica Alltima C18, 5 pm, 150 x 3,2 mm

Temperatura da coluna 40°C

Fluxo da fase mével 0,3 mL/min

Volume de injecdo 5L

Fase movel A 5mmol/L formato de aménio em agua (10% metanol)
Fase movel B Metanol

MS/MS Fonte (ES +)

Voltagem capilar 0,98 kv

Temperatura da fonte 100°C

Interface eletctrospray (Z-Spray)TM
Fluxo do gés do cone 50 L/h de nitrogénio
Temperatura de 400°C

dessolvatagdo
Gas de dessolvatacdo

Nitrogénio ultra puro

Gas de colisdo e pressdo | Argonio (3,5 x10-3) mbar

Revista Analytica « Abril/Maio 2013 « N° 64



O gradiente de eluigéo utilizado foi: Fase movel A (5mmol/L
formato de aménio em &gua (10% metanol) inicialmente com
82,5%(v/v) com rampa linear até atingir 5,5% da mesma fase em
curva linear. O tempo total de analise foi trinta nove minutos.

Método de Extracdo QUEChERS

As etapas envolvidas neste método sdo: extragdo com
acetonitrila seguida de particdo, promovida pela adicdo de
sais (sulfato de magnésio-MgSO)), cloreto de sédio (NaCl) e
ou acetato de sédio (Na(C,H,0,)) e limpeza da amostra com
sorventes como C18, alumina, PSA (primary secondary ami-
ne) e carbono grafitado (para uso em amostras com clorofila)
(ANASTASSIADES et al, 2003).

A utilizagdo do solvente acetonitrila permite a extracédo de
uma ampla faixa de agrotoxicos com diferentes polaridades
e quando acidificada favorece a extragdo de substancias que
apresentam problemas de estabilidade em meio basico. A uti-
lizacdo do método surgiu com amostras de frutas e hortifru-
tigranjeiros, amostras com alto teor de agua, necessaria para
permitir a etapa de particéo.

Para a utilizagdo deste método em amostras secas, como
cereais, foi efetuada a introdugéo de agua ao meio com a for-
magdo de uma lama (slurry) na amostra de milho e soja. A
quantidade de agua utilizada foi de 2,5 e 2,0 mL para o milho
€ a soja, respectivamente. Para ambas as matrizes foram pe-
sadas cerca de um grama do produto moido, adicionou-se
agua mantendo contato por 30 minutos, suficiente para per-
mitir a hidratagdo da amostra.

Apos o periodo de descanso, iniciou-se o processo de ex-
tragdo que consistiu em duas etapas dispersivas. Na primeira
etapa foi adicionado 6,0g de MgSO, + 1,5g Na(C,H,0,) ho-
mogeneizado por cerca de 30s em agitador de tubo vortex e
posteriormente centrifugado durante 7 minutos a temperatura
ambiente. Para a segunda etapa foi retirado 2 mL do sobrena-
dante e adicionado 300mg MgS0O4 + 100mg de alumina sen-
do novamente homogeneizado em agitador vortex, 1 mL do
extrato organico foi retirado seco sob atmosfera de nitrogénio
e ressuspenso na fase mével A.

Estudos premilinares realizados
no método QUEChERS

Para a determinagdo do método multirresiduos de agro-
téxicos em milho e soja foram avaliados: branco de amostra
para a avaliacdo da seletividade, efeito matriz, recuperagao,
repetitividade e limites de quantificacao e detecgéo.

Branco de amostra na avaliacao da seletividade

Produtos orgéanicos de milho e soja foram adquiridos no
comércio do RJ para serem usados como branco nos estu-
dos do método.

O critério de aceitacgéo utilizado para considerar as amos-
tras branco foi conter uma concentragdo igual ou inferior a
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0,001 mg.kg™ do agrotdxico estudado na matriz, nas condi-
¢Oes analiticas estabelecidas. Além do limite da concentragdo
foram utilizados outros critérios de confirmagao dos analitos
estipulados no documento SANCO (2012). As amostras bran-
co de milho e soja foram avaliadas em relagdo aos agrotoxi-
cos contidos na mistura S173.

Critérios para a confirmacao dos
agrotoxicos avaliados nas amostras

Os critérios de identidade para a técnica LC-ESI-MS/MS

discutidos no documento SANCO (2012) e avaliados foram:

1. O tempo de retencdo obtido nas amostras em relagédo
ao tempo de retengéo dos (MR) em matriz. O critério de
tolerancia entre o tempo de retencéo (t,) do MR e amos-
tra ser de = 2,5%.

2. A intensidade relativa dos ions detectados na amostra
avaliada e no material de referéncia, expresso como
percentagem de intensidade do ion mais abundante
com o ion correspondente do MR, medido na mesma
concentragdo e condi¢des analiticas foi a tolerancia ma-
xima permitida para a intensidade ions detectados na
amostra e no MR e estdo descritos na Tabela 3.

3. Razdo S/N maior que 3:1 adotados para brancos e
amostras analisadas.

Tabela 3. Padrao de tolerancias maximas permitidas para a
intensidade de ions em CLAE-MS/MS

Intensidade Relativa (% do pico base) Variagdo aceitavel (%)
> 50% +20%
>20a50 % +25%
>10a20% + 30%
<10% + 50%

Fonte: SANCO, 2012

Estudo do efeito da resposta cromatografica
acentuada e induzida pela matriz

O efeito da resposta cromatogréfica acentuada e induzida
(efeito matriz - EM) observado pode causar aumento (EM-AR)
ou diminuigdo da resposta (EM-DR) do detector de um analito
presente no extrato da amostra, quando comparado ao mesmo
analito presente em solvente organico gerando erros na determi-
nacdo analitica (CARDOSO, 2010). Especificamente na técnica
de LC-ESI-MS/MS, o EM é observado provavelmente devido a
quantidade de interferentes presentes na amostra, ocasionando
influéncia na ionizagdo dos analitos (RODRIGUES et al, 2011).
Para a avaliagdo do efeito matriz do milho e soja foi realizada uma
comparagao entre as areas obtidas dos agrotéxicos contidos na
mistura preparados em metanol e em extrato branco, de milho e
soja respectivamente, anteriormente testado. O estudo foi reali-
zado com o extrato em matriz poés-extragdo com ressuspengéo
da mistura do MR.
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Para os célculos das recuperagdes obtidas utilizou-se a
equacéo 1:

Efeito matriz (%) = (X;—X2) x 100
X2

Equacéo 1

Onde:

X, = Média das éreas da solugo analitica dos agrotéxicos
em extrato organico na matriz milho ou soja.

X, = Média das solugbes analiticas dos agrotdxicos em
metanol.

Através dessa avaliagdo na concentragdo estudada é
possivel verificar se a matriz exerce algum efeito no nivel
analitico positivo (aumento de sinal) ou negativo (perda
de sinal). Resultados de efeito matriz superior ou inferior
a 20% foram considerados (KRUVE et al, 2008; PIZZUTTI
et al, 2007).

A avaliagdo do EM foi realizada com a mistura S150
na concentragdo nominal de 0,06 mg.kg™'. A solucgédo utili-
zada continha 51 diferentes classes quimicas, a distribui-
cdo do numero de agrotdxicos, pelas principais classes
quimicas, representada entre parénteses sdo: organofos-
forados (40), carbamatos e metil carbamatos (25), triazol
(17), estrobilurina (5), neonicotindide (5), uréia (4), estro-
bilurina (4); imidazol (3), anilinopirimidina (2); benzamida
(2); benzimidazol (2); espinosinas (2); fosforotioato (2),
morfolina (2), piretréide (2), pirimidina (2), oxiacetamida
(2) e oxazolidinone (2). Os analitos restantes pertencem a
33 diferentes classes quimicas.

Estimativa do limite de deteccao
e de quantificacao para as matrizes

Os limites de detecgédo e quantificagdo do instrumento
(LDI e LQI) e do método (LDM e LQM) foram estabelecidos
com base na relagédo sinal/ruido (S/R), no qual se aceita a
estimativa de 3:1 para o LD e de 10:1 para o LQ. Esta rela-
¢éo (S/R) foi calculada pelo software MassLynx, versédo 4.0
Waters do equipamento ultraeficiéncia acoplado ao espectro-
metro de massas tipo triplo quadrupolo por eletronebulizagdo
(HPLC-ESI-MS/MS) modelo Quattro Premier XE, Waters (Mil-
ford, MA.USA).

Para estabelecer essa relagcédo para os valores dos LDI e
LQI utilizou-se uma concentragcdo conhecida com aproxima-
damente 0,02 ng.mL"" dos agrotdxicos pertencentes a mistu-
ra S150 em matriz (extrato branco de milho e soja em meta-
nol), analisados em seis replicatas (n = 6).

Os resultados obtidos foram utilizados para estabelecer
a relacdo (S/R). Em seguida, foram calculadas as médias, os
desvios-padrao dos resultados e os valores dos limites LDI,
LQIl, LDM e LQM.

Para confirmagdo dos LQM calculados utilizou-se um
branco da amostra contendo concentracdo de cada analito
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referente aos LQM calculados. Os analitos cujos valores S/R
ndo foram iguais ou superiores a 3:1, tiveram suas concen-
tragdes individuais aumentadas, o que permitiu valores mais
fidedignos para o LDM e LQM.

Determinacao da recuperacao e da repetibilidade
dos analitos presentes nas matrizes milho e soja

O estudo buscou verificar, dentro de uma faixa de con-
centragdes compativeis com os LMRs de cereais (Tabela S4),
a recuperagao e repetibilidade dos agrotdxicos em diferentes
misturas citadas em cada estudo realizado.

Matriz milho

As concentragdes consideradas para a avaliagdo do mé-

todo foram:

e Para a matriz milho, com a mistura S173, foram estuda-
dos dois niveis de fortificagdo 0,25 e 0,50 mg.kg' em 4
replicatas e 2 inje¢cbes de cada amostra.

e Com a mistura S141 o estudo foi realizado com nivel de
fortificagdo e duas repeti¢cdes de injecbes na concentra-
¢éo 0,1 mg.kg™.

e Utilizando a S162 foi feita a fortificagdo na concentragdo
de 0,01 mg.kg™".

e Durante o processo de avaliagdo de amostras (on-
-going), foram feitas seis replicatas em diferentes dias
na concentragcdo de 0,05 mg.kg"' Estas recuperagdes
com concentragdes mais baixas visam a confirmagéo
do LQM obtido pelo critério sinal ruido.

Matriz soja

Foram feitas duas replicatas de fortificagdo com a mistura
S148 na concentragdo nominal de 0,05 mg.kg™".

Como critério de aceitagéo utilizou-se o documento SAN-
CO (2012), o qual indica recuperacdes de 70 a 120% e repro-
dutibilidade avaliada como CV(%) < 18%.

Garantia da qualidade dos resultados analiticos

Como garantia da qualidade dos resultados analiticos
obtidos foi utilizado um controlador do equipamento LC-
-ESI-MS/MS - o agrotéxico quinalfos. Este foi adicionado
a amostra a ser analisada na concentragéo de 0,02 pg.mL
quantificado pontualmente. Foi avaliada a razdo de ions ob-
tida entre o quinalfés adicionado e a razdo obtida no MR em
cada amostra analisada. O critério de aceitagdo da razdo de
ions obtida para o quinalfés é de <15% e caso esta condigéo
nao seja obtida dentro do procedimento analitico, o sistema
devera ser avaliado e a amostra reavaliada.

Outro controle dos dados analisados (QC) foi feito usando
as matrizes fortificadas com os agrotédxicos avaliados. Estas
amostras analisadas no mesmo intervalo de tempo do QC
sdo consideradas adequadas quando recuperagdes na faixa
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de 60 a 130% e repetibilidade inferior a 20% foram obtidas
(SANCO, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Determinacdes multirresiduos representam um meio efe-
tivo de avaliar um grande numero de agrotoxicos em um
periodo de tempo relativamente pequeno. Entretanto, devi-
do as grandes diferencas das propriedades fisico-quimicas
dos analitos avaliados torna-se praticamente impossivel ob-
ter recuperacdes adequadas para todos os componentes da
mistura avaliada (HASJSLOVA et al, 1998) sendo necessaria
sempre a avaliagao de fortificada nas matrizes em estudo.

Resultados do estudo do branco na matriz milho e soja

O branco de milho e soja mostraram-se eficientes na
avaliagdo do método para todos os agrotdxicos pertencen-
tes a mistura, excegdo aos agrotoxicos propargito, confir-
mado nas amostras branco de milho e soja e tebuconazol
para a soja. Os analitos identificados foram confirmados
dentro dos critérios de qualidade SANCO (2012) conforme
demonstrado na Tabela 4.

Como consequéncia, a presenca do propargito nas
amostras branco de milho e de soja e do tebuconazol na
soja, os resultados das AA para estes agrotoxicos deverao
ser avaliados com restricdes e considerando concentracdes
em niveis superiores aos obtidos no branco de matriz. O
agrotoxico propargito tem o seu uso permitido no Brasil ndo
sendo permitido para cultura do milho e soja pela ANVISA
- 6rgéo responsavel pelo estabelecimento do LMR. Entre-
tanto, o MAPA, para fins de monitoramento, estabelece um
LMR de 0,1 mg.kg' para cultura do milho. O tebuconazol
tem o seu uso permitido para cultura da soja (LMR = 0,1
mg.kg'). Com as amostras branco avaliadas foi possivel dar
prosseguimento aos testes de: avaliagdo de EM, recupera-
céao, repetibilidade e estimativa dos LDM e LQM.

Resultados obtidos na avaliacao do EM

Considerando o critério de aumento ou diminuigdo de
resposta de 20%, foi observado EM, na mistura $150 (0,02

pg.mL") em 15 e 7% dos agrotoxicos avaliados nas matrizes
milho e soja, respectivamente.

Na matriz milho (15% EM) foram observados, deste per-
centual, 34% EM-AR e 65% com EM-DR. Para a soja (7%
EM), foram observados 81% com EM-AR e 19% EM-DR.

O agrotoxico imazalil apresentou o maior EM-AR (74%) e
o clorpirifés metil apresentou o maior EM-DR na matriz milho
(-240%).

Namatriz soja, o maior EM-AR (25 %) foi observado parao agro-
téxico ciproconazol e o maior EM-DR (-60%) para o clorpirifés etil.

Uma maneira de atenuar os problemas de EM-AR nas deter-
minagdes analiticas € a utilizagdo de matriz branco na curva de
calibragdo com o MR. Entretanto, esta estratégia ndo resolve a
situacdo de EM-DR comumente observada em analises de LC-
-ESI-MS/MS. Outra estratégia é o aumento da limpeza da amos-
tra (clean-up).

Nesta situagdo sugere-se que o método seja avaliado com
cautela quanto a perda de sensibilidade para agrotoxicos que
apresentem EM-DR. Essa avaliacdo deve ser efetuada durante
a etapa de estudo da recuperagéo do método podendo também
ser realizado concomitantemente a determinagdo analitica das
amostras com a utilizagdo de QC.

Devido a presenga do EM observado para um grande nime-
ro de agrotoéxicos comprovando a interferéncia na ionizagdo dos
analitos, a quantificacdo de todos os agrotoxicos foi realizada
através de superposicao da matriz.

Estudos da recuperacao do método
QUEChERS em milho

Milho 0,25 mg.kg™

A média dos resultados das quatro replicatas da fortifica-
¢ao obtidas para a mistura mostrou-se adequada dentro dos
critérios adotados, recuperacdo 70 a 120% e repetibilidade
avaliada como CV(%) <18%, para 153 substancias entre os
173 estudados.

Os agrotoéxicos que ndo atenderam a esses critérios de
qualidade, com os valores de recuperagdo e CV represen-
tados entre parénteses, expressos em percentagem, foram:
demeton-S-metilico (50, 32), diclofluanida (87, 24), diclorvés
(55, 21), dimetomorfe (120, 21), dissulfotom (70, 36), etiofen-

Tabela 4. Avaliagao da identidade dos agrotéxicos propargito e tebuconazol nas amostras branco de milho e soja

Agrotoxico Matriz RT (%) S/N Abundancia Amostra Faixa de Abundancia ng.mL"’ Conclusao

propargito milho 0,05 16 74 51,86a77,8 5) Atende critérios
propargito soja 0 31 61 49,85a 74,77 1,6 Atende critérios
tebuconazol soja 0,25 7 8 2,86 8,58 1,8 Atende critérios

S/N: sinal ruido
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carbe sulféxido (210, 21), fosmete (207, 10), nitenpiram (49,
22), tiodicarbe (86 19). Nao foi observada resposta para os
agrotoxicos: fenarimol, fentiona, imazalil, metiocarbe sulfona,
pirifenox, procloraz, isoxaflutol e tiobencarbe.

Milho 0,5 mg.kg™

A média dos resultados das quatro replicatas da fortificagdo
obtidas para a mistura S173 mostrou-se adequada dentro dos
critérios adotados, para 158 substancias de um total de 173 estu-
dados. Os agrotoxicos que ndo atenderam aos critérios de quali-
dade, com os valores de recuperacéo e CV representados entre
parénteses expressos em percentagem foram: clofentezina (64,
71), diclorvés (46, 45), dimetomorfe (132, 23), etiofencarbe sul-
féxido (164, 18), fosmete (81, 43), isoxaflutol (60, 46), nitenpiram
(74, 42), piridato degradacao (72, 29), tiodicarbe (67, 37). Nao foi
observada resposta para os agrotoxicos: fentiona, imazalil, me-
tiocarbe sulfona, procloraz, e tiobencarbe.

Milho 0,1 mg.kg™

O valor médio das replicatas da fortificagdo obtidas para
a mistura S141 foi adequado quanto aos critérios de recu-
peragéo e reprodutibilidade para 137 agrotdxicos dentre os
141 avaliados. Os ingredientes ativos que ndo atenderam aos
critérios, com os seus valores de recuperagéo e CV represen-
tados entre parénteses, expressos em percentagem foram:
aldicarbe (62, 20), ciromazina (43, 5), demetom-S-metilico (36,
47), diclorvés (24, 18), dissulfotom (30, 22), fentiona (61, 10),
imazalil (54, 0,5), mevinfés (60, 12) tebuconazol (93, 20), ter-
bufés (62, 14) tiodicarbe (41,10). Nao foi observada resposta
para o agrotoxico carbosulfano.

Valores obtidos na avaliacao para o LDM e LQM
Matriz milho

Os valores de LDM e LQM para os agrotoxicos presentes
na mistura S150 foram avaliados na matriz milho e obteve-se
0s menores valores para o agrotdxico acetamiprido (0,0004 e
0,001 mg.kg™") e os maiores valores para a vamidotiona (0,16
e 0,53 mg.kg™).

De uma forma geral, o maior nimero de agrotoxicos (115
em 150) exibiu valores de LD e LQ proximos ou inferiores a
concentragéo de 0,05 mg.kg™.

Matriz soja

Utilizando a mistura S150 foram obtidos menores valores
de LDM e LQM para o agrotdxico acetamiprido (0,001 e 0,002
mg.kg") e maiores valores para o tebuconazol (0,11 e 0,35
mg.kg™).

De uma forma geral, o maior nimero de agrotoxicos, 113
agrotoxicos em 150 avaliados, obteve valores de LDM e ou
LQM préximos ou inferiores a concentracéo de 0,05 mg.kg™.
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Resultados obtidos nas recuperacoes para a
confirmacao dos LDM e LQM

Matriz milho

Para confirmar os valores de LQM obtidos no teste de
avaliagdo dos limites obtidos no S/N foi feito um estudo de
recuperacao utilizando a mistura S162 em milho na concen-
tracdo de 0,01 mg.kg'.

Os valores de recuperagéo foram adequados em 126 dos
162 agrotdxicos avaliados. As substancias que ndo atende-
ram ao critério de qualidade para valores de recuperagao,
representados em percentagem entre parénteses, foram: al-
dicarbe (55), bromoconazol (42), carpropamida (58), ciromazi-
na (33), clorpirifés (128), cresoxim-metilico (39), diclofluanida
(28), epoxiconazol (689), etiprole (181), etoproféds (49), etrinfés
(146), fenamifés (52), fenarimol (136), fenhexamida (58), feno-
xicarbe (43), fluquinconazol (51), flusilazol (46), fosmete (206),
isoxationa (39), mepanipirim (60), nitenpiram (59), penconazol
(50), picoxistrobina (58), pirifenox (1354), pirimetanil (58), te-
buconazol (48), tolifluanida (33) e zoxamida (58).

Na concentragédo de 0,01 mg.kg' nas condi¢des analiti-
cas estudadas um grande numero de analitos ndo se mos-
trou adequado. Por essa razéo, optou-se por realizar novos
testes de recuperagado em um maior nivel de concentracao.
Foram feitas fortificagcdes na matriz milho na concentragdo
de 0,05 mg.kg™".

Resultados obtidos para matriz milho 0,05 mg.kg'

Os resultados obtidos com a mistura S148 para as sete
replicatas genuinas realizadas em quatro diferentes dias mos-
traram valores de recuperagdo (%) e de CV (%) adequados
para 137 entre os 148 analitos avaliados. Agrotéxicos que
apresentaram limites diferenciados a esses valores, expressos
entre parénteses, foram: abamectina (103, 19), aldicarbe (61,
23), ciromazina (35, 19), demetom-S-metil (30, 26), diclorvés
(26, 13), fluquinconazol (82, 22), metomil (148, 21), profenofés
(102, 19), quinalfés (92, 21), tiodicarbe (29, 29), zoxamida (90,
21). Todos os resultados das recuperagdes efetuadas estao
descritos na tabela S2 (apresentada no material suplementar
na versao digital disponivel no site www.revistaanalytica.com.
br). Com este estudo de recuperacao e repetitividade obtida
foi possivel confirmar os valores de LQM para 137 agrotoxi-
cos avaliados dentro da mistura S148.

Resultados obtidos na matriz soja 0,05 mg.kg™'

Os resultados da fortificacdo obtidos foram adequados
em relacdo a recuperacéo e ao CV para 141 analitos dentre
os 148 avaliados. Os agrotéxicos que apresentaram limites
diferenciados a esses valores, expressos entre parénteses,
foram: abamectina (89 e 28), aldicarbe (76, 26), ciromazina
(44, 3), diclorvos (25, 31), famoxadona (88, 32) e metomil (176,
2). O agrotéxico tiodicarbe ndo apresentou resposta nas con-
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dicdes avaliadas. Na Tabela S3 encontram-se todos os resul-
tados das recuperagdes na matriz soja para S148.

DISCUSSOES GERAIS

E conhecida pelos laboratérios da area de residuos de
agrotoxicos a dificuldade na obtencao de MR. Por essa razéo,
os autores acharam importante a divulgagdo dos resultados
em diferentes misturas nos diferentes testes.

O estudo do método realizado mostrou ser viavel a ava-
liagdo de um grande grupo de agrotéxicos pelo Método
QUEChERS em cereais utilizando LC-ESI-MS/MS. Os agro-
toxicos diclorvés e ciromazina apresentaram problemas em
todas as etapas de recuperacgéo realizadas. Isto se deve a
possiveis perdas do diclorvés no processo de evaporagao
sob atmosfera de N, e problemas na solubilizagdo do MR da
ciromazina apds estocagem. Estes analitos deveréo ser ava-
liados em outras condi¢des de trabalho.

Para os agrotéxicos de uso ndo permitido no pais, a legis-
lacdo do MAPA indica que os LQM devem ser de 0,01 mg.kg™
e esse limite ndo foi confirmado para 13 agrotéxicos. Os agro-
toxicos que ndo cumpriram esses requisitos, bem como os
valores das recuperagdes obtidas ou auséncia de resposta,
estdo descritas na Tabela S4.

Para os agrotéxicos que possuem LMR estabelecidos fo-
ram observadas baixas recuperacgdes (<70%) para os agroto-
xicos: clofentezina e alta concentragédo (>120%) para o me-
tomil. Para a matriz milho baixas recuperagdes foram obtidas
para aldicarbe, demetom-S-metil, dissulfotom e tiodicarbe.
Nas mesmas condi¢des analiticas estudadas, para a matriz
soja, os agrotoxicos isoxaflutol e piridato também apresenta-
ram um baixo desempenho.

Um quadro geral dos LQM e das recuperagdes encontra-
das para niveis na faixa de 0,01 e 0,05 mg.kg' comparados
aos LMRs permitidos encontram-se na Tabela S4 (apresenta-
da no material suplementar na verséo digital disponivel no site
www.revistaanalytica.com.br).

CONCLUSAO

Os testes realizados mostraram que a técnica de extragéo
QUuUEChKERS ¢ viavel para analisar matrizes de milho e soja e
avaliar diferentes subprodutos da AA. A validagdo completa
com todos os agrotdxicos em todos os requisitos de qualida-
de é desejavel pois ndo foi feita neste trabalho por limitagdes
de MR. Fica clara a necessidade da realizagdo de estudos
mais aprimorados com a matriz soja, dada a sua importancia
econdémica nacional e ao grande uso na AA e humana.
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