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DETERMINATION OF PESTICIDE RESIDUES IN BOVINE MILK USING A MODIFIED QuEChERS METHOD AND GC-MS/
MS. Considering the possibility that pesticides used in cattle raising produce residues in milk and cause harm to public health, this

study developed a multiresidue method for determination of pesticide residues in bovine milk, using a modified QUEChERS method

for sample preparation, and quantification by GC-MS/MS. The method proved to be efficient, resulting in satisfactory recoveries in
the range 71.1 to 117.4%, for 45 of the 48 compounds analyzed with RSD values < 17.3%. The method LOD and LOQ were3.0 and
10.0 pg L', respectively, except for cyfluthrin which showed 7.5 and 25.0 ug L.
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INTRODUCAO

A bovinocultura de leite ¢ uma das mais importantes e tradicionais
atividades econdmicas em nosso pafs, destacando-se os estados de
Minas Gerais, Goias, Rio Grande do Sul e Parand como os maiores
produtores de leite do Brasil. No periodo de 2010 a 2011 a produgéo
passou de 30,7 para mais de 32 bilhdes de litros/ano’ e, segundo estu-
dos da Leite Brasil, associacgio brasileira representante dos produtores
nacionais, a produgio de leite em 2012 alcangou 33,054 bilhdes de
litros.2 No ambito mundial o Brasil é um dos maiores produtores de
leite, sendo que no ano de 2010 ficou em quinto lugar no ranking.?

Juntamente com o crescimento demogréfico, vem também a
necessidade de satisfazer a demanda de leite e derivados e, conse-
quentemente, a necessidade de aumentar a producio. A produtividade
apresentou um aumento médio de 1340 litros/vaca/ano em 2010
para 1382 em 2011, sendo que o estado com maior produtividade
foi o Rio Grande do Sul com 2536 litros/vaca/ano.! Os ganhos de
produtividade advém, basicamente, da adog¢do de tecnologias que me-
lhoram a eficiéncia do uso dos fatores de produ¢do. O melhoramento
da genética nos rebanhos leiteiros, a alimentacio e a satide animal
tiveram importante participagdo nesta evolugdo.*

O uso de agrotéxicos na agricultura tem colaborado com a pro-
ducdo de alimentos em quantidades cada vez maiores. Entretanto,
0 uso sem critérios técnicos adequados pode causar a ocorréncia de
residuos nos alimentos.’

O leite pode sofrer contaminacio por agrotéxicos por meio de
diferentes fontes: contaminacio de pastos, racdes e cereais, conta-
minacdo do meio ambiente, uso de domissanitdrios nos currais e
estabelecimentos de produgio leiteira e uso de produtos veterindrios
no gado leiteiro.®

Segundo a Autoridade Européia de Seguranca Alimentar
(European Food Safety Authority, EFSA), o risco potencial que os
agrotoxicos oferecem ao homem através da alimentacdo, devido a
uma exposicdo cronica didria, determinou a exigéncia de limites
maximos de residuos (LMRs) que consiste na concentragdo maxima
de agrotdxico legalmente aceita no alimento, em decorréncia das
boas priticas agricolas.” Em fung¢do disto, varios paises possuem
programas de monitoramento dos niveis de residuos de agrotoxicos, a
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fim de garantir a seguranga alimentar e ambiental.® Com a finalidade
de verificar a presenca de residuos de agrotdxicos, medicamentos
veterindrios, poluentes ambientais e contaminantes inorganicos em
alimentos o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
instituiu pela portaria ministerial n® 51, de 06 de maio de 1986, o
Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal (PNCRC), a qual foi alterada pela instrucdo normativa n°
42, de 20 de dezembro de 1999.°

A determinacio de residuos de agrotéxicos em matrizes alimen-
tares é um desafio, principalmente devido as pequenas quantidades
de analitos e grandes quantidades de substancias interferentes que
podem ser coextraidas e, na maioria dos casos, afetar os resultados
de uma andlise."

A etapa de extrag¢@o tem como objetivo isolar os analitos de todos
os coextrativos (interferentes) presentes na matriz. Devido a seme-
lhanga fisico-quimica entre os analitos e os interferentes presentes
na matriz este procedimento € bastante complexo. Portanto, especial
atencdo deve ser dada no desenvolvimento da etapa de limpeza dos
extratos provenientes de métodos multirresiduo.'!

A extragdo de residuos de agrotéxicos pode ser realizada por
particdo liquido-liquido.”” No entanto, tem-se observado avangos
no processo de preparo da amostra para minimizar a produgio de
residuos perigosos, o tempo e o trabalho empregado e reduzir o custo
por amostra.'* Atualmente, vdrias técnicas tém sido utilizadas para a
extragdo de agrotéxicos do leite, tais como: extracio em fase sélida
(SPE, do inglés solid phase extraction),'" microextracdo em fase
s6lida no headspace (HS-SPME, do inglés headspace solid phase
microextraction),"” microextracdo em fase sélida (SPME, do inglés
solid phase microextraction),'® dispersao da matriz em fase sélida
(MSPD, do inglés matrix solid phase dispersion)'” e QUEChERS
(rdpido, fécil, econdmico, robusto e seguro, do inglés Quick, Easy,
Cheap, Rugged and Safe)."®

Com a intengao de superar as limitagcdes dos métodos multirresi-
duos, Anastassiades et al.' introduziram o método QUEChERS, para a
extragdo de residuos de agrotéxicos em matrizes de frutas e legumes.
O método baseia-se na extragdo com acetonitrila seguida de uma
etapa de particdo obtida com a adi¢ao de sulfato de magnésio anidro.
Para a limpeza do extrato os autores utilizaram a extragdo em fase
solida dispersiva (D-SPE do inglés dispersive solid phase extraction).

Os excelentes resultados obtidos com o método QUEChERS
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gerou o interesse de Lehotay er al.?® em aplica-lo para a determinacéo
de residuos de agrotéxicos em alimentos com até 20% de gordura
(leite, ovos e abacate). Prestes et al.''*' publicaram revisdes sobre a
utilizagdo do método QUEChERS para o preparo de amostras na de-
terminac¢io multirresiduo de agrotéxicos em alimentos, inclusive leite.

Na andlise de residuos e contaminantes o sorvente C,; € normal-
mente utilizado na remogo de interferentes apolares, como lipideos.'°
A utilizag¢@o de C ; na etapa de limpeza do método QUEChERS tem
sido demonstrada com sucesso no preparo de amostras contendo
teores de gordura > 2% como, por exemplo, arroz,? peixe,? trigo,**
leite,'® entre outras. PSA ¢é um sorvente de troca anidnica fraco, com
a habilidade em remover dcidos graxos, agucares, alguns pigmentos
e outros coextrativos da matriz que formam ligacGes de hidrogénio.

A precipitacdo a baixa temperatura (PBT) tem sido utilizada
para remover gorduras coextraidas de amostras, como por exemplo,
leite,® manteiga? e peixe.”® Segundo Chung e Chen,” gorduras,
principalmente lipideos, t€m pontos de fusdo mais baixos do que o
solvente, de modo que os lipideos congelados podem ser removidos
por centrifugagdo, enquanto que os agrotéxicos permanecem dissol-
vidos no solvente. A solubilidade dos lipideos em solvente organico
depende do produto de solubilidade e da temperatura. Portanto, a
precipitacdo a baixa temperatura (PBT) pode remover quantidades
significativas destes compostos, mas certa quantidade pode permane-
cer no solvente ap6s o congelamento/centrifugagio, sendo necessaria
outra etapa de limpeza.”

Com o desenvolvimento de métodos de extragao multirresiduos e
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS), a determinag¢ao de residuos de agrotdéxicos de diferentes
classes pode ser efetuada com um Unico instrumento em uma tnica
corrida cromatogréfica, através da escolha dos fons que se quer mo-
nitorar evitando a interferéncia de materiais coextraidos da amostra.*
O emprego da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas em série (GC-MS/MS, do inglés gas chromatography with
tandem mass spectrometry) possibilita um grande aumento de sele-
tividade e da detectabilidade.”

Na varredura de monitoramento do ion selecionado (SRM do
inglés, selected reaction monitoring) monitora-se a fragmentacio
de um fon precursor selecionado no Q1 e seus correspondentes {ons
produtos que sdo filtrados em Q3. A auséncia da varredura permite
que o equipamento focalize apenas o precursor e o produto, au-
mentando a sensibilidade para o monitoramento, que € associado a
um aumento na seletividade.** O uso da cromatografia acoplada a
espectrometria de massas em série, em especial operando no modo
SRM, € de grande importancia para a andlise de compostos presentes
em nivel de tracos em matrizes muito contaminadas, complexas e/ou
com muitas interferéncias, como € o caso da matriz leite. Isso ocorre
devido a reducdo na probabilidade de interferéncias espectrais per-
mitindo a identificagio através do monitoramento de duas (ou trés)
transicdes: uma para a quantificagdo e a outra para a confirmacio do
analito em questdo.**** A Diretiva (2002/657/EC)* ainda descreve
que para instrumentos LC-MS/MS e GC-MS/MS deve-se monitorar
duas transicdes, a partir do mesmo fon precursor; ou ainda de dois
fons precursores e um produto para cada precursor.

Considerando toda a problemadtica envolvendo as intimeras subs-
tancias quimicas utilizadas com finalidades diversas na agropecuaria,
e a possibilidade destas chegarem até o leite e causarem danos a
saude da populagdo, os objetivos deste trabalho foram: desenvolver
e validar um método multirresiduo para a determinacdo de residuos
de agrotoxicos em leite bovino, empregando método QUEChERS
modificado para o preparo de amostra e quantificagdo por GC-MS/
MS triploquadrupolo, bem como demonstrar a aplicabilidade do
método desenvolvido na determinacio de residuos de agrotéxicos
em amostras de leite bovino.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais, reagentes e padroes

Tubos de polipropileno com tampa de rosquear, capacidade de
15 e 50 mL; tubos eppendorf de 2 mL; frascos de vidro (vial) com
capacidade de 2 mL; insert de vidro de 150 pL; filtro de nylon para
seringa (13 mm, 0,2 um); gelo seco; extran® neutro (Merck, Brasil).
Acetonitrila (MeCN) grau HPLC; sulfato de magnésio anidro
(MgSO,) (J. T. Baker); acetato de sédio anidro (CH,COONa); 4cido
acético glacial (CH;COOH) grau HPLC; sorventes amina primdria
secunddria (PSA) 40 um e octadecilsilano (C,5) 40 um (Agilent
Technologies, EUA).

Os 48 agrotdxicos analisados estdo apresentados na Tabela 1.
Como padrio interno (PI) foi utilizado quintozeno e trifenilfosfato e
como padrdo de substitui¢do (PS) foi utilizado trifluralina-d,,. Todos
os padrdes foram adquiridos da firma Dr. Ehrenstorfer (Alemanha).

Preparou-se individualmente 10 mL de solucao estoque aproxima-
damente 1000 mg L"! de cada agrot6xico em MeCN considerando a
pureza dos padrdes s6lidos e as solucdes estoque foram armazenadas
em frascos dmbar a -18 °C. Ap6s, foram preparadas solu¢des analiticas
individuais dos compostos em estudo na concentracio de 100,0 mg
L', em MeCN. A partir destas solugdes preparou-se uma mistura na
concentracdo 10,0 mg L', em MeCN, contendo todos os compostos
e por dilui¢do, preparou-se uma mistura na concentragdo 1,0 mg L.
O padrdo de substitui¢do e os padrdes internos, foram preparados
separadamente na concentragiio de 10,0 mg L.

Neste trabalho, a fim de minimizar as fontes de erros durante
o preparo das amostras, o padrdo de substituicdo modificado isoto-
picamente (trifluralina-d,,) foi adicionado em todas as amostras na
concentracdo de 50 pg L' antes do procedimento de extracdo, para
detectar possiveis erros durante esta etapa.

Instrumentacio

Sistema GC-MS/MS triploquadrupolo (Varian, EUA) equipado
com cromatografo a gas CP 3800; amostrador automético CP 8400;
injetor 1079 (PTV, programmable temperature vaporizer), com
insersor de vidro silanizado, d.i. de 3,4 mm, contendo cerca de 0,5
cm de CarboFrit®; coluna capilar CP VF-5-MS (5% fenil 95% dime-
tilpolisiloxano), 30 m de comprimento, 0,25 mm de d.i. e 0,25 um
de espessura de filme; detector MS triploquadrupolo 1200, atuando
no modo de monitoramento de reagdes selecionadas e sistema de
aquisicdo de dados através do software MS Workstation 6.4.

Centrifuga refrigerada NT 825 (Nova Técnica, Brasil); centrifuga
refrigerada SL 703 (SOLAB, Brasil); purificador de dgua Milli-Q
Direct 3UV (Millipore, Franca) e agitador vortex QL-901 (Biomixer,
Brasil).

Procedimento experimental

O procedimento de extragdo utilizado neste estudo consistiu de
5 mL de amostra em tubos de 50 mL, extraida com 5 mL de MeCN
acidificada com 1% (v/v) de CH;COOH, seguida de agita¢gdo manual
vigorosa por 1 min. Para a etapa de parti¢do foram adicionados 2,0 g
de MgSO, e 0,85 g de CH,COONa, seguida de agitacdo manual por
1 min e posterior centrifugacio a 3400 rpm por 8 min a 20 °C. Para
a otimizacdo do procedimento de extragdo e limpeza utilizou-se uma
amostra de leite, isenta de agrotdxicos, e fortificada apenas no nivel
de 50,0 ug L. Apés a defini¢ao do melhor procedimento de extrag@o,
os ensaios foram realizados nos trés niveis de valida¢do propostos,
sendo as extrag¢des iniciadas 30 min ap6s a fortificagao.

Testes preliminares de limpeza foram efetuados com diferentes
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combinagdes de sorventes, visando uma melhor eficiéncia na etapa
de limpeza empregando a técnica de D-SPE. Estipulou-se como para-
metro ideal percentuais de recuperacdo entre 70 e 120% e valores de
RSD <20%.%¢ Os testes da etapa da limpeza dispersiva consistiram em
diferentes combinagdes de MgSO,, C,;, PSA e precipitacdo a baixa
temperatura, seguidas de agitagdo e posterior centrifugacio em tubos
eppendorf de 2 mL a 10000 rpm por 3 min a temperatura de 10 °C.

As seguintes possibilidades foram avaliadas: teste 1) 1 mL de
extrato + 150 mg MgSO, + 125 mg C,; teste 2) 1 mL de extrato + 150
mg MgSO, + 125 mg C ; + 62 mg de PSA; teste 3) 1 mL de extrato
+ 150 mg MgSO, + 125 mg C,; + 62 mg de PSA + PBT e teste 4) 1
mL de extrato + 150 mg MgSO, + 125 mg C,; + PBT.

Validacao

A validagio € o processo realizado para verificar se o método utili-
zado é adequado para a finalidade pretendida.** O método QUEChERS
modificado foi validado avaliando-se os seguintes parametros: linea-
ridade através da curva analitica, limite de detec¢io (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), exatidao (recuperagio), precisao (repetibilidade
e precisdo intermedidria) e efeito matriz.

Empregando o método dos minimos quadrados obteve-se a
regressdo linear para avaliar a linearidade das curvas analiticas, as
quais foram preparadas no solvente (MeCN) e no extrato branco de
leite UHT integral. Para cada analito a faixa de concentragdo avaliada
foi de 1 a 200 pg L', A partir da avaliacdo dos dados de linearidade
das curvas analiticas, procedeu-se a determinagdo da estimativa do
LOD e LOQ. O LOQ do instrumento (LOQ),) para cada analito foi
estimado a partir da rela¢do sinal/ruido calculada pelo software do
equipamento, considerando no minimo dez vezes a razao do sinal pela
linha de base (ruido). O LOQ do método (LOQ,)) foi obtido através
dos ensaios de fortificagdo, no qual o menor nivel de fortificacdo com
recuperagdo na faixa de 70 a 120% foi selecionado como o LOQ
do método. Para avaliar a veracidade do método, foram utilizados
ensaios de fortificag@o, avaliando-se, dessa maneira, a recuperacio
dos compostos em estudo. Foram realizadas seis fortificacdes das
amostras “branco” em trés niveis diferentes de concentraggo (10,0;
25,0 e 50,0 ug L), totalizando 18 andlises. Os niveis de fortificacdo
foram escolhidos levando em consideragdo os limites mdximos de
residuos (LMR) estabelecidos pela legislagdo nacional.’” A precisao
do método, em termos de repetibilidade e da precisao intermedidria,
foi avaliada em fungdo do desvio padrdo relativo (RSD) dos resulta-
dos de recuperag@o. As agéncias que regulamentam a validacdo de
métodos cromatograficos visando a andlise de residuos de agrotdxicos
em alimentos indicam que os intervalos de recuperac@o aceitdveis
devem estar na faixa entre 70 e 120%, com preciséo de até + 20%.%

Durante as andlises cromatogréficas os componentes da matriz
contidos nos extratos podem influenciar na quantificacdo dos ana-
litos, gerando resultados duvidosos. Esse fenomeno ¢ denominado
efeito matriz.*® O efeito matriz pode ser observado pela significante
diferenca de resposta obtida em padrdes preparados no solvente da-
queles preparados no extrato da matriz. Para compensar este efeito
emprega-se, geralmente, a quantificacdo frente a curvas analiticas
obtidas a partir de solucdes analiticas preparadas no extrato “branco”
da matriz.*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise cromatografica
As condic¢des empregadas no sistema GC-MS/MS foram: injetor

PTV (100 a 280 °C), temperatura do forno da coluna de 50 a 65 °C
com rampa de aquecimento de 10 °C min'; 65 a 180 °C com rampa
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de aquecimento de 25 °C min'e 180 a 280 °C com rampa de aque-
cimento de 5 °C min™'. A vazdo do gds de arraste (He com grau de
pureza 99,9999%) de 1,0 mL min™, o volume do extrato injetado foi
de 2 pL sem divisdo de fluxo. O modo de aquisi¢ao do MS foi SRM
com ionizacdo por impacto eletronico (EI) a 70 eV, temperatura da
linha de transferéncia, da fonte de ionizagdo e do manifold foram
250, 210 e 40 °C respectivamente. As condi¢gdes cromatograficas
otimizadas permitiram a andlise simultanea dos 48 analitos em 30 min.

Otimizou-se o espectrometro de massas no modo SRM, os fons
selecionados para a quantificaciio e confirmacéo estdo apresentados
na Tabela 1. A transi¢do que gerou sinal mais intenso foi utilizada
para quantificacdo e a menos intensa para confirmagdo. O método
cromatografico permitiu a andlise simultdnea de 12 diferentes classes
de agrotéxicos entre estas: organoclorado, organofosforado, meto-
xicrilato, triazdl, ciclodieno, fosfotiazdl, piretréide, dicarboximida,
carbamato, cloronitrofenil, dinitroanilina e clorodifenilsulfona.

A Figura 1 representa (a) cromatograma de fons totais*’ da solugdo
analitica 25 ug L' preparada no extrato “branco” da matriz contendo
os 48 compostos avaliados neste estudo. Em (b) observa-se a alta
especificidade do modo de aquisicio SRM empregado no MS/MS,
destacando os picos obtidos nas duas transigdes.

Otimizac¢io do método QuEChERS

Com os testes 1 e 2, 93,7% dos compostos avaliados apresen-
taram percentuais de recuperagdo entre 70 e 120% (RSD < 20%).
Entretanto, o teste 2 apresentou maior eficiéncia na etapa de limpeza
e foi escolhido em relag@o ao teste 1.

Os testes 3 e 4 fazem referéncia ao procedimento de limpeza
com precipitagdo a baixa temperatura (PBT). Estes apresentaram
recuperagdo superiores a 70% para uma menor quantidade de com-
postos (teste 3 para 77,1% dos compostos e teste 4 para 83,3% dos
compostos). Segundo estudos prévios*! ¢é necessdria a agitacdo dos
extratos durante a etapa de precipitacdo a baixa temperatura com
banho de gelo seco, para prevenir a oclusdo de compostos soliveis
na matriz lipofilica durante a rapida etapa de precipitacdo. Este pro-
cedimento de agitagdo ndo foi realizado durante o desenvolvimento
deste trabalho, e isto pode ter contribuido para redu¢@o no nimero de
compostos com recuperacdes superiores a 70% nos testes realizados
com precipitagdo a baixa temperatura.

A partir dos testes preliminares, selecionou-se o teste 2, que
utiliza na etapa de limpeza por D-SPE os sorventes C,; ¢ PSA em
combinagdo com MgSO, anidro. Esta combinagio de sorventes tam-
bém foi aplicada com sucesso na determinacio de agrotdxicos em
carne e gordura bovina por GC-MS. Os percentuais de recuperacio
obtidos para os agrotéxicos em carne e gordura bovina em diferentes
concentracoes variaram de 70 a 129%, RSD < 27%.*

A Figura 2 ilustra as condi¢des do procedimento de extracio
e limpeza otimizadas neste estudo. Apds a otimiza¢do do método
QuEChERS, realizou-se a etapa de validacio do método, utilizando
o sistema cromatografico GC-MS/MS.

Validac¢io do método

Curva analitica, faixa de trabalho e efeito matriz

Solugdes preparadas em MeCN e no extrato “branco” da matriz,
nas concentragdes de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 150,0
¢ 200,0 ug L' foram injetadas no sistema GC-MS/MS. As dreas dos
picos foram integradas e um gréfico foi construido (drea versus con-
centragdo). Os dados foram submetidos a regressdo linear por método
dos minimos quadrados ordindrios. A qualidade do ajuste linear foi
verificada através do coeficiente de determinac@o.

A partir dos resultados das equagdes das retas obtidas, pode-se
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Tabela 1. Tempo de retenc@o, fons precursores, fons produtos e energia de colisdo para as transicdes monitoradas no sistema GC-MS/MS

1* Transi¢@o — Quantificag@o 2" Transi¢a@o - Confirmacdo
N Analitos t, (min) Ton l();f/czl;rsor fon produto (m/z) Energ(l: Vc)ollsao Ton 1()rrre[/czlilrsor fon produto (m/z) Energ(lea \;;)ollsao
1 Propoxur 6,12 152 109 10 152 92 30
2 Triclorfon 6,52 185 93 10 185 109 20
3 Carbofurano 6,90 164 103 20 164 131 20
4 Trifluralina-d14 (PS) 9,29 315 267 8 315 209 10
5 Trifluralina 9,37 306 264 10 306 206 15
6 HCH, alfa 10,00 219 183 10 219 147 20
7 Hexaclorobenzeno 10,09 284 214 35 284 249 30
8 Quintozeno (PT) 10,64 295 237 10 295 265 10
9 Lindano 10,66 219 183 10 219 147 20
10 Diazinona 10,72 304 179 10 304 162 10
11 HCH, delta 11,33 219 109 25 219 147 20
12 Clorpirifés metilico 11,94 288 93 20 288 286 10
13 Alacloro 12,11 188 160 10 188 130 40
14 Parationa metilica 12,13 263 109 25 263 136 10
15 Heptacloro 12,37 274 237 20 274 239 20
16 Pirimif6s metilico 12,61 290 151 15 290 180 10
17 Fenitrotiona 12,75 277 260 10 277 109 25
18 Malationa 12,93 173 99 15 173 127 10
19 Clorpirif6s etilico 13,15 314 258 15 314 286 15
20 Aldrin 13,32 263 191 30 263 193 30
21 Parationa etilica 13,38 291 81 25 291 109 20
22 Dicofol 13,65 139 111 10 139 75 25
23 Pirimif6s etilico 13,70 333 168 25 333 180 5
24 Heptacloro epoxido exo 14,42 353 263 18 353 282 15
25 Heptacloro epdéxido endo 14,55 272 237 18 272 141 30
26 Procimidona 14,70 283 96 10 283 67 20
27 Metidationa 15,04 145 85 10 145 58 15
28 Endosulfan alfa 15,53 241 206 10 241 237 15
29 4,4-DDE 16,18 318 176 40 318 246 25
30 Miclobutanil 16,32 179 125 10 179 90 25
3la  EndrinI 16,37 263 193 30 263 191 30
32 Dieldrin 16,37 277 241 10 277 206 15
31b  Endrin IT 17,02 263 191 30 263 193 30
33 Endosulfan beta 17,39 241 206 10 241 170 20
34a  DDTI 17,54 235 165 20 235 199 20
35a Epoxiconazole I 18,37 192 138 15 192 111 25
36a Propiconazole I 18,50 259 69 10 259 173 15
37 Endosulfan sulfato 18,65 272 237 15 272 235 10
36b Propiconazole IT 18,70 259 69 10 259 173 15
34b DDTII 18,75 235 165 20 235 199 20
38 Trifenilfosfato (PT) 19,35 325 169 18 325 245 15
35b  Epoxiconazole II 19,68 192 138 15 192 111 25
39 Bifentrina 20,33 181 166 10 181 165 20
40 Tetradifona 21,35 229 201 15 229 199 15
41a Lambda cialotrina I 21,84 197 141 10 197 161 5
41b  Lambda cialotrina II 22,19 197 141 10 197 161 5
42 Mirex 22,24 272 237 10 272 143 40
43 Pirazofés 22,52 221 193 10 221 198 20
44 Permetrina I e IT 23,69 165 91 10 165 127 5
45 Ciflutrina 24,94 164 127 5 164 91 15
46a  Cipermetrina I 25,35 164 127 5 164 91 15
46b  Cipermetrina II + III + IV 25,56 164 127 5 164 91 15
47 Fenvalerato 27,03 225 147 10 225 197 5
48 Esfenvalerato 27,44 225 119 15 225 91 25
49 Difenoconazole 27,94 323 265 15 323 139 40
50 Deltametrina 28,59 253 174 10 253 172 5

51 Azoxistrobina 29,04 344 329 10 344 156 30
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Figura 1. Representa em (a) cromatograma de ions totais da solugdo analitica 25 ug L' preparada no extrato “branco” da matriz contendo os 48 compostos
avaliados neste estudo. Em (b) observa-se a alta especificidade do modo de aquisi¢do SRM empregado no MS/MS, destacando os picos obtidos nas duas transigoes

N fortificagdes
EXTRAGCAO (10,25 ¢ 50 ug L)

[ amostra “branco” ]

5,0 mL acetonitrila 1%

CH;COOH (v/v)

N 2,0 g MgSO,
PARTICAO +
0,85 ¢ CH,COONa

( 1,0 mL extrato

+
0250 g MgSO,
+

LIMPEZA

0,150 g Cg
+

g 0,062 g PSA
T
ANALISE
S MS

Figura 2. Esquema do procedimento de extragdo e limpeza

centrifugagdo

10000 rpm /3 min (10 °C)

concluir que o modelo linear € satisfatério segundo a literatura,*
pois todos os compostos apresentaram coeficientes de determinacgio
(r?) maiores que 0,99. Este comportamento linear foi observado para
todos os compostos entre o LOQ e 200 ug L.

A intensidade do efeito matriz para dado agrotéxico € influenciada
pela natureza da amostra e pelo tipo de coextrativos (tamanho das
moléculas, polaridade, estabilidade térmica, volatilidade, etc.).* Para
a avaliagdo da existéncia de efeito matriz (EF), duas séries de solucdes
padrdo foram preparadas, sendo uma no solvente puro (acetonitrila)
e a outra no extrato da matriz. A contribui¢do do efeito matriz foi
avaliada por comparacdo entre as inclinagdes das curvas obtidas
empregando-se solucdes analiticas em acetonitrila e aquelas obtidas
com solucdes analiticas preparadas no extrato “branco” da matriz,
conforme a féormula EF(%) = [(inclinac@o da curva na matriz — incli-
nagdo da curva no solvente)/inclina¢ao da curva no solvente]x100.%

Observa-se na Tabela 2, que a maioria dos compostos analisados
apresentaram efeito matriz. Pinho et al.* explicam esta diferenga de
sinal analitico em funcdo da disponibilidade dos sitios ativos do sis-
tema cromatografico. Quando padrdes analiticos sdo preparados em
solvente puro e analisados por GC, os sitios ativos do insersor estdo
disponiveis para a retencéo dos analitos e, assim, menor quantidade é

transferida para a coluna e, consequentemente, detectada. Na andlise
dos padrdes analiticos preparados no extrato da matriz ocorre uma
competicdo entre os componentes da matriz e os analitos pelos sitios
ativos do insersor. Essa competi¢ao entre os compostos pelos sitios
ativos possibilita que maior quantidade de agrotdxico seja transferida
para a coluna cromatografica. Assim, as curvas analiticas das solugdes
preparadas no extrato “branco” da matriz apresentam, em geral, um
coeficiente angular maior quando comparadas com aquelas preparadas
em solvente. Devido a constatacdo da ocorréncia de efeito matriz,
as solucdes analiticas deste trabalho foram preparadas em extrato
“branco” da matriz.

Limite de detecgdo e de quantificagcdo do instrumento e do método

Para um grande nimero de analitos os valores de LOD, e LOQ;
variaram entre 0,3 ¢ 1,5 uyg L' e 1,0 e 5,0 ug L', respectivamente.
O agrotdxico ciflutrina apresentou valores mais elevados de LOD,
(3,3 ug L") e LOQ, (10,0 ug L. Os valores de LOD, e LOQ, foram
avaliados em funcdo dos resultados obtidos a partir dos ensaios da
exatiddo e precisdo. O LOQ,, foi definido como o menor nivel de
fortificacdo que apresentou valores de recuperagado entre 70 e 120%
e RSDr < 20%.% A partir dos resultados apresentados na Tabela
2 observa-se que a maioria dos compostos avaliados neste estudo
apresentaram o nivel de 10,0 pg L' como LOQ, e 3,3 ug L' LOD,,.
A ciflutrina apresentou valores mais elevados de LOQ,, (25,0 pg L)
e LOD,_ (8,3 ug LY.

Comparando os dados obtidos neste trabalho com os obtidos
por Bastos et al.,* 11 compostos em comum foram analisados e
apresentaram resultados semelhantes empregando também método
QuEChERS acetato, mas com etapa de limpeza dispersiva utilizando
MgSO,, PSA e alumina ao invés de C,, utilizado neste trabalho. Em
relacdo aos LOQs obtidos, quando comparados ao trabalho propos-
to, apresentam valores menores, porém foram obtidos levando em
consideragdo o sinal/ruido (S/R) do equipamento e nao os resultados
obtidos no primeiro nivel de fortificacéo.

Brondi et al.*’ analisaram residuos de clorpirifds e cipermetrina
entre outros em leite de bufala utilizando método QUEChERS (com
relacdo 1:2 entre a amostra e o extrator) e etapa de limpeza dispersiva
seguida de PBT para a quantificacdo dos analitos por GC-MS. Os
ensaios de fortificagdo foram realizados nas concentragdes de 100, 200
e 500 ug kg! e apresentaram percentuais de recuperacdo similares aos
apresentados neste trabalho, embora no trabalho proposto os niveis
de fortificagdo foram uma ordem de grandeza mais baixos. Os LOQs
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Tabela 2. Resultados obtidos na valida¢dao do método

Analitos LMR Limites (ug L") Recuperagdo+RSD (%) Precisdo Inter-  Efeito
(ng L) LOD,, LOQ,, 10 pg L 25ug L 50 ug L' medidria (%) Matriz (%)

4,4-DDE! - 33 10,0 71,2+7.1 71,1+0,9 71,9+8,6 78,5+13.,5 233
Alacloro - 33 10,0 113,8+12,5 94,6+4,2 83,1+9,8 98,5+11.4 4,1
Aldrin 6 33 10,0 58,3+8,0 56,3+4,4 68,6+13,2 68,1+7.4 23,5
Azoxistrobina - 33 10,0 1143+144  102,2+7,6 97,7174  106,6+13,2 13,5
Bifentrina - 33 10,0 90,0+10,2 83,2+6,1 87,6+16,6 80,1+7,6 11,8
Carbofurano 100 33 10,0 88,0x11,7 87,3+8,3 95,2+49,0 103,1+14,3 17,5
Ciflutrina 20 8,3 25,0 -*- 95,8+6,8 94,2+14,2 103,6+8,2 18,5
Cipermetrina I 20 33 10,0 97,0x14,1 86,7+8,4 88,3x16,1 94,9+16,1 -2,8
Cipermetrina II + III + IV 20 33 10,0 102,9+11,1  100,6+12,9 90,6+9,8 117,0+4,9 5,7
Clorpirif6s etilico 10 33 10,0 90,9+14.,9 83,8+7,1 86,0+10,2 96,2+8,4 18,3
Clorpirifés metilico 10 33 10,0 102,8+9.,9 91,9+4,7 85,3+9,6 97,7+14,1 -6,8
DDTI! 40 33 10,0 71,9+8,4 72,4+32 71,8+17,3 97,1+8,9 79
DDT II! - 33 10,0 72,9+8,3 74,0+5,4 72,8+15,0 104,3+8,8 8,6
Deltametrina 20 33 10,0 109,1+17,1 88,8+6,8 91,7+16,8 82,3+7.9 16,5
Diazinona 10 33 10,0 114,7+11,0 88,1£5,2 92,9+18,5 76,2+14.4 11,5
Dicofol - 33 10,0 94,0+11,2 70,9+6,8 72,5+8,7 94,4+10,9 22,8
Dieldrin 6 33 10,0 94,9+17,0 75,6+1,8 71,8+10,4 90,5+13,1 5.3
Difenoconazole - 33 10,0 102,5+7,8 90,8+8,5 93,3+11,9 72,4+13.8 12,3
Endosulfan alfa - 33 10,0 76,9+8,3 74,7+4,2 82,7152 85,8+11,1 20,3
Endosulfan beta - 33 10,0 90,2+10,5 81,5+8,4 86,1+15,0  107,0£10,5 114
Endosulfan sulfato - 33 10,0 91,3+12,3 93,7+8,2 97,8+12,9 95,1+10,7 6,7
Endrin I 2 33 10,0 86,7+16,7 75,479 76,7+16,0 95,6+6,7 10,4
Endrin I - 33 10,0 75,5+12,6 74,8+10,9 74,1£11,7 107,5+8,3 8,0
Epoxiconazole I - 33 10,0 117,1+6,2 84,5+8,3 87,3+10,9 95,0+13,6 19,3
Epoxiconazole II - 33 10,0 106,5+9,3 91,2+7,3 88,1+13,6 96,6+9,8 16,3
Esfenvalerato - 33 10,0 110,2+11,3 83,6+6,0 81,5+10,7 103,9+8,0 28,0
Fenitrotiona - 33 10,0 100,5+16,3 98,8+5,5 88,9+12,1 114,174 15,3
Fenvalerato 40 33 10,0 103,3+8,2 92,5+5,5 90,0+15,7 96,8+9,3 17,9
HCH, alfa 4 33 10,0 96,3+17,1 84,7+5,3 89,8+11,7 107,1+8,6 1.5
HCH, delta - 33 10,0 96,7+8,9 90,8+6,7 91,1+15,9 89,1x14,5 39
Heptacloro® 4 33 10,0 82,7+14,5 70,6+2,8 74,0+16,3 94,5+10,1 7,6
Heptacloro epéxido endo* - 33 10,0 83,7139 77,7+6,4 88,0+15,9 99,7+11,7 9,0
Heptacloro ep6xido exo? - 3,3 10,0 82,7x14,5 77,246,3 86,8+11,9 71,5122 234
Hexaclorobenzeno 3 33 10,0 56,8+8,1 44,3+9,1 62,9+5,7 92,2+7,5 17,0
Lambda cialotrina I 25 33 10,0 112,5+11,8 86,4+7,4 80,2+11,8 90,6+10,2 11,8
Lambda cialotrina IT - 33 10,0 83,4+3,1 95,2+15,6 82,9+15,2 66,1+11,1 16,1
Lindano 1 33 10,0 114,8+13,2 83,5+4,8 86,3+12,8 106,9+8,3 20,9
Malationa - 33 10,0 99,0+12,3 100,2+7,8 101,0+14,8 111,7£9,6 6,8
Metidationa 20 33 10,0 105,5+4.,8 105,2+8,6 94,2+6,8 109,7+16,1 5.5
Miclobutanil - 33 10,0 115,4+9,5 95,3+7,5 96,5+9,4 103,0+9,5 13,3
Mirex 2 33 10,0 49,1+9,6 37,9+8,0 40,1+8,3 43,7+7,5 16,3
Parationa etilica 20 33 10,0 104,2+13,1 91,5+6,3 87,3+12,8 117,1£7,0 11,9
Parationa metilica - 33 10,0 91,4+10,4 95,8+4,7 86,6+13,0  112,3+12,6 1,0
Permetrina 50 33 10,0 86,6+13,0 74,5+13,9 89,5+14,9 74,6+8,1 19,0
Pirazof6s - 33 10,0 104,2+4.,6 92,6+6,8 81,7+14,6 111,2+8,4 20,9
Pirimif6s etilico 20 33 10,0 114,8+8,3 87,6+4,8 90,8+6,8 90,0+13,7 0,7
Pirimifds metilico 50 33 10,0 91,1x15,2 85,7+5,3 91,5+6,5 100,8+7,6 12,3
Procimidona - 33 10,0 115,7+11,9 93,3+6,3 89,7+8,1 96,4+14,5 7,6
Propiconazole I - 3,3 10,0 113,474 85,8+8,9 87,7x14,8 95,9+15,8 9,5
Propiconazole 11 - 33 10,0 117,4+7.3 96,2+9,9 84,0+13,0 99,5+15,6 9,9
Propoxur 50 33 10,0 101,9+12,5 88,6+6,1 92,5+8,3 79,3+7,4 20,2
Tetradifona - 33 10,0 84,4+13,8 87,1+4,5 87,1£13,0 100,3+6,3 18,3
Triclorfom - 33 10,0 101,5+11,4 95,5+6,2 90,8+9,7 95,0+13,7 6,2
Trifluralina - 33 10,0 107,1+10,0 85,9+4,2 99,4+11,9 95,7+11,5 8,0

! Somatério do DDT e metabdlitos (4,4-DDE, 4,4-DDD, 2,4-DDT E 4,4-DDT); 2 Somatério do Heptacloro e Heptacloro Epéxido.
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foram de 10 pg kg! para clorpirifés e 25 pg kg! para cipermetrina,
similares aos obtidos pelo método proposto neste trabalho.

Exatiddo do método

Na Tabela 2 observa-se os resultados satisfatérios obtidos para
os trés niveis de fortificacdo avaliados. As recuperagdes ficaram na
faixa de 70 a 120%, com RSD <20% para a maioria dos compostos.
Os compostos aldrin, hexaclorobenzeno e mirex apresentaram valores
de recuperacdo inferiores a 70%. A ciflutrina ndo apresentou sinal
suficiente para a quantificacdo no nivel de fortificagdo 10 pg L',
portanto ndo pode ser quantificada neste nivel. Hexaclorobenzeno e
aldrin ndo foram satisfatoriamente recuperados pelo método desen-
volvido, diferentemente do descrito em trabalhos que utilizaram na
extragdo acetona/n-hexano,? éter de petréleo/acetona'’ ou acetato de
etil/ciclohexano.* Isto pode ser explicado pelo fato dos lipideos ndo
serem muito soldveis em acetonitrila/dgua, sendo que as gorduras
geralmente formam uma pelicula oleosa sobre a superficie destes
solventes, ou uma emulsdo durante a extragdo.”® Portanto, parte dos
agrotoxicos lipofilicos permanecem dissolvidos na gordura durante
a parti¢@o, o que resulta em menor recuperagao no extrato de MeCN.
No trabalho desenvolvido por Lehotay er al. que realizou a extragio
utilizando método QUEChERS acetato, o hexaclorobenzeno também
apresentou recuperagdes inferiores a 70% para amostras de leite.”

Precisdo em termos de repetibilidade e precisdo intermedidria

Neste estudo a precisdo do sistema GC-MS/MS foi avaliada a
partir de inje¢des sucessivas de solugdo analitica padrio preparada na
concentracdo de 25 pug L' (n=6). Os valores de RSD referentes as dreas
de todas as injecdes ficaram abaixo de 20%. A precisdo do método
foi avaliada em fung@o da repetibilidade e da precisao intermedidria
(RSD,), estimadas de acordo com as recomendagdes da legislagdo.*
Os valores de repetibilidade e precisdo intermedidria sdo apresen-
tados, juntamente com os resultados de recuperacdo, na Tabela 2.

A repetibilidade, avaliada através do desvio padrdo relativo
(RSD%), foi considerada satisfatéria (n=6), pois todos os compostos
apresentaram RSD inferior a 20%, nos niveis de fortificacao de 10,0;
25,0 e 50,0 ug L. Os agrotéxicos aldrin, hexaclorobenzeno e mirex,
que apresentaram recuperagdes inferiores a 70%, apresentaram RSDs
inferiores a 10%, exceto aldrin que no nivel de fortificacdo 50,0 ug
L' apresentou RSD de 13,2%. A avalia¢do da precisdo intermedidria
(RSD,)) foi realizada empregando-se dias diferentes daqueles dos
estudos da repetibilidade. O RSD; para a precisdo intermedidria foi
avaliada somente para o nivel de fortificagdo de 25 ng L' e os valores
obtidos variaram entre 4,9 ¢ 16,1%.

Aplicacio do método

O método desenvolvido foi aplicado para a determinagido mul-
tirresiduo de 45 agrot6xicos em quatro amostras de leite bovino do
tipo UHT integral, comercializadas no municipio de Santa Maria, RS.
As amostras de leite foram preparadas conforme o método validado,
sendo que nenhuma das amostras analisadas apresentou residuos de
agrotoxicos.

Residuos de compostos organoclorados como hexaclorobenzeno,
DDT, bifenilas policloradas (PCBs), aldrin e lindano ja foram encon-
trados em amostras de leite.**° Os compostos organoclorados sdo
lipofilicos e dificeis de serem metabolizados, por isso a exposi¢iao
de organismos vivos a estes compostos proporciona a acumulacdo e
a persisténcia destes nos tecidos adiposos.®! Sendo assim, compos-
tos orgénicos persistentes concentram-se na gordura do leite®? e sua
presenca em produtos lacteos pode refletir a contaminacéo ambiental
da regido e pode ser de grande valor para o conhecimento cientifico
e para a satde publica.*
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir
que o método de extracdo QUEChERS modificado aliado a etapa
de limpeza do extrato por D-SPE e a determina¢do por GC-MS/
MS triploquadrupolo € eficiente, permitindo a determinagdo simul-
tanea de 45 residuos de agrotéxicos em leite. O método apresentou
recuperagdes satisfatérias na faixa entre 70 e 117,4% para 45
compostos avaliados, com valores de RSD < 17,3%. Para a maioria
dos agrotdxicos estudados, o0 método apresentou baixos limites de
deteccdo e quantificacdo, possibilitando o emprego em programas
de monitoramento. Dos 37 agrotéxicos monitorados pelo PNCRC
2011,% 24 foram contemplados no método desenvolvido, sendo que
aldrin, hexaclorobenzeno e mirex nio puderam ser quantificados,
pois apresentaram recuperacdes inferiores a 70% e ciflutrina, diel-
drin, endrin, HCH-alfa, lindano e heptacloro apresentaram valores
de LOQ do método maiores que os limites maximos permitidos
(LMRs) pela legislag@o brasileira. Observou-se que os componentes
da matriz exercem efeito significativo no aumento do sinal analitico.
A utilizacdo de solucdes analiticas em extrato “branco” da matriz
compensou este efeito. Depois de validado, o método foi aplicado na
determinacio de residuos de agrotéxicos em amostras de leite UHT,
sendo que nenhuma amostra apresentou contaminag@o por residuos
dos agrotéxicos analisados.
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