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RESUMO
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METODO RAPIDO PARA A DETERMINACAO SIMULTANEA DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS E MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM ALIMENTOS DE
ORIGEM ANIMAL POR LC-MS/MS

AUTOR: OSMAR DAMIAN PRESTES
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: 03 de marco de 2011, Santa Maria.

Atualmente, uma das maiores barreiras comerciais que o Brasil tem encontrado para
a comercializacdo de seus produtos da cadeia do agronegécio é a falta de informactes
sobre a presencga de residuos em alimentos produzidos no pais. Devido a complexidade das
matrizes de origem animal e das baixas concentracdes dos agrotoxicos e medicamentos
veterinarios presentes, ha uma grande necessidade de desenvolvimento de métodos
analiticos eficientes e confiaveis para a identificacdo e quantificacao dos residuos.

Neste estudo avaliou-se a faixa de linearidade das curvas analiticas (8 niveis de
concentracdo e 6 injecdes cada), limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),
efeito matriz, bem como preciséo e exatiddo, em termos de percentual de recuperacéo, para
91 agrotéxicos e 9 medicamentos veterinarios analisados e validados pelo método
QUEChERS e Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial em
amostras de carne, figado, rim, leite e ovo. Para isso, efetuou-se a fortificacdo dos alimentos
previamente homogeinizados, com solu¢gfes contendo os 100 compostos, em 3 niveis de
fortificacdo (10, 25 e 50 ug kg™), 6 réplicas para cada nivel, e aplicou-se o método de
extracdo. A extracdo pelo método QUEChERS modificado consistiu na pesagem de 10,0 g
da matriz (para leite 10 mL), 10 mL de acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético e
procedeu-se a agitacdo manual e vigorosa, por cerca de 1 min. Acrescentou-se 4,0 g de
sulfato de magnésio anidro e 1,7 g de acetato de sddio anidro, repetindo-se a agitacao.
Foram, posteriormente, centrifugados por 8 min (3500 rpm), apés 4 mL de extrato foram
transferidos para outro tubo contendo 600 mg de sulfato de magnésio anidro e 500 mg Cs,
repetindo a agitagdo e a centrifugacdo. O extrato foi diluido (1:1) na fase movel, e em
seguida analisado por LC-MS/MS.

As curvas analiticas, preparadas no solvente e nos extratos das matrizes avaliadas,
apresentaram linearidade adequada entre 1,0 e 250,0 ug L™, com valores de coeficiente de
determinag&o maiores que 0,995. O método apresentou valores de recuperacao satisfatorios
entre 70 e 120% e (RSD = 20%) para cerca de 85% dos compostos em todas as matrizes
nos niveis de 10, 25 e 50 ug kg™ (para leite ug L™*). Em geral, o método apresentou valor de
LOQn de 10 pg kg™ (ug L™).

Portanto, concluiu-se que o método proposto pode ser aplicado de forma eficiente
para a determinacéo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios nas diferentes
matrizes avaliadas, sem a necessida de alteragdo do método desenvolvido foi eficiente para
a extracdo e clean-up dos extratos de carne, figado, rim, leite e ovo, uma vez que
apresentou desempenho satisfatério em ambas as matrizes, dependendo da técnica de
deteccao utilizada.

Palavras-chave: QUEChERS, LC-MS/MS, agrotéxicos, medicamentos veterinarios
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Currently, one of highest trade barriers that Brazil has found for the marketing
of their products from the agribusiness chain is the lack of informations on the
presence of residues in foods produced in the country. Due to the complexity of the
matrices of animal origin and the low concentrations of pesticides and veterinary
drugs present, there is a great need to develop efficient and reliable analytical
methods for identification and quantification of residues.

In this study we evaluated the linearity range of standard curves (eight
concentration levels and six injections each), limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), matrix effect and the precision and accuracy, in terms of
percent recovery for 91 pesticides and 9 veterinary drugs analyzed and validated by
the QUEChERS method and Liquid Chromatography coupled with Tandem Mass
Spectrometry in meat, liver, kidney, milk and egg samples. For this, we performed the
fortification of previously homogenised samples with solutions containing 100
compounds in three fortification levels (10, 25 and 50 pg kg), 6 replicates for each
level, and applied the method extraction. The modified QUEChERS extraction
method consist weighing 10 g of the matrix (10 mL for milk), 10 mL of acetonitrile
containing 1% of acetic acid (v/v) and shake handly and vigorously for about 1 min.
After, 4 g of anhydrous magnesium sulfate and 1.7 g anhydrous sodium acetate,
repeating the agitation. After centrifugation for 8 min (3500 rpm), 4 mL of extract
were transferred to another tube containing 600 mg of anhydrous magnesium sulfate
and 500 mg Cjg, repeating the agitation and centrifugation. The extract was diluted
(1:1) in the mobile phase, and then analyzed by LC-MS/MS. Analytical curves
prepared in solvent and in all matrix extracts, showed adequate linearity between 1.0
and 250.0 pug L™, with determination coefficients greater than 0.995. The method
showed satisfactory recovery values between 70 and 120% (RSD < 20%) to about
85% of the compounds in all matrices at levels 10, 25 and 50 pg kg™ (for milk pg L™).
In general, the method presented LOQ., value of 10 pg kg™ (ug L™). Therefore, we
concluded that the proposed method can be applied efficiently for the determination
of pesticide and veterinary drugs residues in the different evaluated matrices without
any modification of the method.

Keywords: QUEChERS, LC-MS/MS, pesticides, veterinary drugs
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1 INTRODUCAO

O cenério mundial da producdo de alimentos revela o grande interesse da
sociedade quanto a inocuidade do produto final a ser consumido. Os acontecimentos
envolvendo a contaminacdo de alimentos, como foi o caso de benzeno na agua e
em sucos de frutas, nitrofuranos em carne de frango, cloranfenicol no mel, entre
outros, hd muito tém despertado a atencdo do consumidor (WHO, 2010). Este
quadro tem forcado os paises a estabelecerem normas legislativas rigidas visando
garantir o consumo de alimentos seguros por parte da populacéo.

Quando se fala em residuos e contaminantes em alimentos, faz-se referéncia
a uma grande variedade de substancias. Ha muito tempo a agropecuéria lan¢ca méao
de artificios envolvendo aplicacdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios
durante o processo de producéo. Essas substancias podem permanecer no alimento
na forma original ou, ainda, como subprodutos ou metabdlitos, quando degradados
ou biotransformados.

Atualmente, uma das maiores barreiras comerciais que o0 Brasil tem
encontrado para a comercializacdo de seus produtos da cadeia do agronegdcio é a
falta de dados cientificos sobre a presenca de residuos e contaminantes em
alimentos produzidos no pais. De acordo com o relatério da missdo de
representantes da Uniao Européia (UE) realizada no Brasil em marco de 2008,
varias foram as observacfes, ajustes e/ou implementacdes propostos, a fim de que
o Brasil tenha uma harmonizacdo no seu plano de controle de residuos e
contaminantes em produtos de origem animal (FVO, 2010). As modificagdes,
propostas visam suprir as exigéncias dos principais parceiros comerciais do pais
(EUA e UE), além disponibilizar ao mercado interno produtos de qualidade. Entre as
solicitacbes e/ou recomendacdes presentes no relatério pode-se citar:

1) necessidade de recursos humanos qualificados, para a geragdo e
reproducdo de conhecimentos em andlise quimica na area de residuos e
contaminantes em alimentos;

2) necessidade de implementacdo de métodos analiticos que representem o
estado da arte em analise de residuos e contaminantes em alimentos;

3) acreditacdo e validacdo dos métodos de andlise utilizados, a fim de obter

resultados reconhecidos por organismos internacionais;
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4) aumento do numero de compostos a serem analisados em alimentos de
origem animal.

Considerando a importancia do agronegoécio para a economia do Brasil, do
uso de agrotoxicos e medicamentos veterinarios para o controle de pragas e
doencas, bem como a consequente possibilidade destes contaminarem os alimentos
e 0 homem, os objetivos deste trabalho foram: (i) otimizar e validar um método de
extracdo (baseado nos fundamentos do método QUEChERS) para determinacdo
simultanea de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios utilizando
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS);
(i) demonstrar a aplicabilidade do método otimizado na determinacdo de residuos
de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal (carne
bovina, figado bovino, rim bovino, leite bovino e ovo).

Este estudo torna-se relevante devido a existéncia de poucos trabalhos
cientificos sobre a extracdo simultanea de residuos de diferentes classes. Além
disso, este trabalho contribuira para o desenvolvimento de método analitico validado
empregando técnicas modernas de extracdo e determinacdo de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios por LC-MS/MS. Por este motivo, monitorar
as possiveis contaminacdes em amostras de alimentos tornou-se um assunto de
extrema relevancia, devido ao risco que estes compostos oferecem a saulde

humana, além da persisténcia no meio ambiente e tendéncia de bioacumulacéao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A importancia do agronegécio para o Brasil

O agronegocio, entendido como a soma dos setores produtivos com os de
processamento do produto final e os de fabricacdo de insumos, responde por 26,4%
do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil, além de ser responsavel por 39% dos
empregos gerados no pais (MAPA, 2010).

A historia revela que o Brasil desde a sua colonizacdo caracteriza-se como um
pais agroexportador. De acordo com dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), as exportacbes do agrogegoécio cresceram 2,5 vezes nos
altimos dez anos e renderam US$ 76,4 bilh6es de dolares em 2010. Este valor é
18% maior do que o registrado em 2009 (US$ 64,7 bilhdes) e supera em US$ 4,6
bilhbes o recorde anterior, conquistado em 2008, de US$ 71,8 bilhdes.
As importacdes aumentaram 35,2%, passando de US$ 9,9 bilhdes, em 2009, para
US$ 13,4 bilhdes em 2010. Com isso, a balanga comercial do agronegdécio registrou
superavit de R$ 63 bilhdes no ano passado (MAPA, 2010).

Os niveis tecnolégicos alcancados pelos produtores rurais brasileiros atingiram
patamares expressivos que podem ser mensurados pelo aumento da produtividade
no campo. Isso explica, por exemplo, o fato de o Brasil ter conseguido dobrar sua
producdo agropecuéria. Este desempenho no campo sé foi possivel devido a
investimentos em pesquisa, novas tecnologias e utilizacdo de insumos (sementes,
adubos, agrotoxicos e medicamentos veterinarios) de primeira linha disponiveis para
o0 setor (GUANZIROLI, 2008).

A melhoria da competitividade da agricultura e producdo animal no Brasil,
sobretudo nos ultimos dez anos e o proprio empenho do governo e da iniciativa
privada em estimular e divulgar o produto agropecuario brasileiro no exterior tem
proporcionado o0 aumento das exportacdes. Para aumentar a participacdo dos
produtos agricolas brasileiros no mercado internacional, além do trabalho
promocional desenvolvido em conjunto com a iniciativa privada, o governo tem
atuado junto a Organizacdo Mundial do Comeércio (OMC) no sentido da eliminacéo
das barreiras comerciais nos paises importadores (GUANZIROLI, 2008).
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Para a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (Food
and Agriculture Organization, FAO), com a atual taxa de crescimento da populacao
mundial havera a necessidade de dobrar a producao de alimentos a cada 50 anos.
O Brasil € um dos poucos paises com elevado potencial para suprir este aumento de
demanda. Entre as vantagens que o pais apresenta pode-se citar: elevada oferta de
areas agriculturaveis com solo, relevo e clima favoraveis, avango recente em
pesquisas e no desenvolvimento de variedades adaptadas aos cultivos regionais e
consolidacéo do bindémio de exploracéo lavoura-pecuaria (FAO, 2010).

O agronegocio brasileiro € altamente competitivo e demonstra elevado grau
de crescimento, porém necessita da ado¢do de procedimentos mais eficazes para a
manutencdo da qualidade, visto que a seguranca alimentar e qualidade dos produtos
em grande parte advém das barreiras técnicas aplicadas pelos paises importadores
dos produtos agropecuédrios brasileiros. Este fato estd mudando praticas e também a
populagéo brasileira esta se tornando cada vez mais exigente (LOURENCO, 2010).
Segundo levantamento realizado pelo MAPA, o mercado interno tera um forte
crescimento. Havera, assim, uma dupla pressdo sobre o aumento da producéo

nacional, o crescimento do mercado interno e as exportacdes do pais (MAPA, 2010).

2.1.1 O setor da carne bovina no Brasil

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne
(ABIEC), o Brasil tem um rebanho bovino de cerca de 190 milhdes de cabecgas, em
continuo crescimento e tem apresentado avan¢os nos indices de produtividade. O
custo de producédo do bovino brasileiro se situa dentre os mais baixos do mundo, o
qgue traz uma grande vantagem competitiva. A bovinocultura de corte representa a
maior fatia do agronegécio brasileiro, gerando faturamento de mais de R$ 50
bilhdes/ano e cerca de 7,5 milhdes de empregos (ABIEC, 2010).

O setor de carnes no Brasil modificou-se radicalmente nas ultimas décadas. A
pecuaria bovina, apesar de ainda ndo incorporar tdo rapidamente as novas
tecnologias de producéo e gestdo, tem evoluido significativamente, com aumento da
produtividade do rebanho e modernizacdo de muitas empresas rurais. Estes
avancos foram resultados de mudangas no mercado consumidor de alimentos e

mudancas da prépria economia (OLIVEIRA et al., 2003).
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A pecuaria bovina do Brasil vem batendo recordes consecutivos de
exportacao e, em 2010, foram exportadas 1,864 milh&do de toneladas, resultando em
US$ 4,795 bilhdes. As previsbes da Assessoria de Gestdo Estratégica do MAPA é
gue o Brasil amplie nos préximos anos a participacdo no mercado mundial de carne
bovina. O Brasil deve consolidar a lideranga mundial nas exportacbes de carne
bovina em volume e em receita (MAPA, 2010).

Apesar dos bons indicadores econdmicos, a carne bovina brasileira tem
enfrentado uma série de restricdes sanitarias em alguns dos principais mercados
importadores Estados Unidos (EUA) e Unido Européia (EU). Estima-se que o pais
deixou de exportar até US$ 2 bilhdes em carne bovina até o fim de 2010. Somente
com o0s entraves impostos pela UE, o "prejuizo” acumulado desde 2008 é calculado
em US$ 1 bilhdo (MAPA, 2010).

Entre os meses de maio e dezembro de 2010, o mercado americano
embargou toda a exportagcdo de carne industrializada proveniente do Brasil. Neste
periodo o Brasil deixou de exportar 33,8 mil toneladas de carne industrializada (U$
76,34 milhdes) devido a presenca de residuos de medicamentos veterinarios acima
dos valores permitidos (ABIEC, 2010).

A solucdo dos problemas da pecuaria brasileira passa, necessariamente, pela
organizacdo da cadeia produtiva e por melhorias profundas nas praticas de manejo
aplicadas pelo setor produtivo. O conjunto de agentes que compde a cadeia
produtiva da carne apresenta grande heterogeneidade: de pecuaristas altamente
capitalizados a pequenos produtores, de frigorificos com alto padréo tecnoldgico,
capazes de atender a uma exigente demanda externa, a abatedouros que

preenchem requisitos minimos da legislacédo sanitaria (ABIEC, 2010).

2.1.2 O setor do leite bovino no Brasil

A importancia que a atividade leiteira adquiriu no pais € incontestavel, tanto
no desempenho econbmico como na geracdo de empregos permanentes. A
producao brasileira, em 2009, foi de 29,1 bilhdes de litros, gerando um valor bruto
superior a R$ 15 bilhdes (IBGE, 2010). O setor primario envolve cerca de cinco

milhdes de pessoas, considerando, também, os 1,3 milhdes de produtores de leite.
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Duas caracteristicas sdo marcantes na pecuaria de leite brasileira: a primeira
€ que a producdo ocorre em todo o territério nacional. Existe informacédo de
producdo de leite em 554 microrregibes, das 558 consideradas pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). A segunda caracteristica € que nao ha
um padrdo de producdo. A heterogeneidade dos sistemas de producdo é muito
grande e ocorre em todas as unidades da federacao. Existe desde propriedades de
subsisténcia, sem técnica e producao diaria menor que dez litros, até produtores
comparaveis aos mais competitivos do mundo, com tecnologias avancadas e
producédo diéria superior a 60 mil litros (EMBRAPA, 2008; CNA, 2010).

O Brasil sempre atuou no mercado internacional como um dos maiores
importadores de leite. Porém, a partir do crescimento da producédo e dos ganhos na
produtividade, o pais passou a ser exportador de leite, uma virada comercial
importante, que podera trazer uma série de beneficios para diversos elos da cadeia
produtiva, além de consolidar a posi¢cdo do pais no mercado internacional de
produtos lacteos (PONCHIO et al., 2005).

2.1.3 A avicultura no Brasil

No Brasil, a avicultura emprega mais de 4,5 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do PIB nacional. A importancia social da
avicultura no Brasil se verifica também pela presenca macica no interior do pais,
principalmente nos estados do Sul e Sudeste. Em muitas cidades a producéao de
frangos é a principal atividade econdmica (BRAZILIAN CHICKEN, 2010).

Em 2009 a producao brasileira atingiu a marca de 10,9 milhdes de toneladas,
garantindo ao Brasil uma posicdo entre os trés maiores produtores mundiais de
carne de frango, juntamente com EUA e China. Desse total, cerca de 65%
permanecem no mercado interno, o que comprova a forga dessa industria para o
pais. O consumo per capita de carne de aves no Brasil estd em aproximadamente
39 quilos por ano. Nas exportacdes, o Brasil mantém, desde 2004, a posi¢ao de
maior exportador mundial, tendo terminado 2009 com a marca de 3,6 milhdes de
toneladas embarcadas para mais de 150 paises (IBGE, 2010).

Visando atender as crescentes exigéncias dos importadores, as empresas

exportadoras brasileiras do setor passaram a investir em melhoria na genética, em
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novas tecnologias e em processos que aumentassem a eficiéncia de toda a cadeia
produtiva. O alto nivel tecnoldgico alcangado pela avicultura nacional, notadamente
a de corte, colocou a atividade em posicdo privilegiada em relacdo a outras
atividades pecuarias desenvolvidas no Brasil, com nivel de produtividade
internacional. Em 2009, os trés principais paises produtores de frango no mundo,
EUA, China e Brasil, responderam por 54% da producdo mundial (BRAZILIAN
CHICKEN, 2010).

De acordo com os dados da Pesquisa Pecuaria Municipal, realizada pelo
IBGE, em 2009, o Estado de Sao Paulo foi o principal produtor de ovos no Brasil
(860,9 milhdes de duzias), seguido por Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul. A
producao brasileira de ovos em 2009 foi de 3,3 bilhdes de dudzias. O crescimento da
producdo e da qualidade deste produto habilitam o Brasil para um mercado
gigantesco de ovos e sub-produtos de ovos frescos e processados. O setor
produtivo de ovos brasileiros esta voltado para o0 mercado externo e devera atender
as diretivas da UE e de outros provaveis paises compradores do produto. Trata-se
de uma padronizacdo para granja, fabricas de racdo, entrepostos, industrias de

conserva de ovos, entre outros elos da producéo (IBGE, 2010).

2.2 Agrotoxicos

Pesticida, segundo o Codex Alimentarius é toda e qualquer substancia
utilizada com o propésito de prevenir, destruir, atrair, repelir ou controlar qualquer
peste, incluindo espécies indesejaveis de plantas, insetos ou animais, durante as
etapas de producdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e processamento do
alimento ou ragdo animal (ou que seja fornecido aos animais para controle de
ectoparasitas). O termo inclui substancias utilizadas como reguladoras do
crescimento das plantas, desfolhantes, dessecantes, ou inibidores de brotos, e
substancias aplicadas tanto antes como apos a colheita, para proteger a mesma da
deterioragéo durante o armazenamento e transporte (FAO, 2005).

No Brasil (2002), o Decreto n°® 4.074 regulamenta a Lei n® 7802/1989 e
estabelece que os defensivos agricolas, ou agrotéxicos, sdo produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de

producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
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pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas
e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias de produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Observa-se uma diferenga importante entre as duas definices ja que aquela
efetuada pela FAO contempla substancias que possam vir a serem utilizadas nao
apenas diretamente durante o plantio, mas em todas as etapas do cultivo
propriamente dito e também apds a colheita, como nas etapas de armazenamento,
transporte, distribuicdo e processamento do alimento.

Os agrotéxicos estao sendo largamente utilizados desde a metade do século
XX. De acordo com os dados do British Crop Protection Council (BCPC),
aproximadamente 860 substancias ativas sdo comercializadas como agrotoxicos nos
mais variados tipos de formulag¢des. Estas substancias estdo divididas em mais de
100 classes, sendo benzoiluréias, carbamatos, organofosforados, organoclorados,
piretréides, sulfoniluréias e triazinas os grupos mais importantes (BCPC, 2010).

As caracteristicas fisico-quimicas dos agrotdoxicos sdo consideravelmente
diferentes, uma vez que podem apresentar carater acido, basico e neutro. Estes
compostos podem conter em sua estrutura: halogéneos, fosforo, enxofre ou
nitrogénio, heteroatomos que possuem uma grande relevancia no método de
deteccdo destes compostos. Um grande numero de agrotéxicos é muito volatil,
outros ndo, e esta grande diversidade causa sérios problemas no desenvolvimento
de um método “universal’ para analise de residuos destes compostos.

O uso de agrotéxicos para a protecdo das mais diferentes culturas permitiu
um aumento no volume de producdo, porém, o aparecimento de residuos destas
substancias nos alimentos €, atualmente, uma das principais preocupacdes de
saude publica. Sendo assim, programas internacionais para o controle legal de
agrotoxicos estdo estabelecidos para prevenir a contaminagdo de géneros
alimenticios. Portanto, o controle de residuos de agrotéxicos em alimentos € um dos
mais importantes aspectos de seguranca alimentar.

O emprego de agrotéxicos na agricultura tem seus beneficios econdmicos,
uma vez que asseguram o controle e o combate de pragas e doencas, protegendo a
qualidade da producéo. Por outro lado, os consumidores destes produtos agricolas

podem estar expostos aos agrotoxicos, devido a presencas destes nos alimentos.
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Entre os efeitos nocivos causados ao homem, por estas substancias, pode-se citar:
diversos tipos de cancer, danos ao sistema nervoso central, problemas no sistema
reprodutivo e locomotor, deficiéncia mental, entre outros.

A utilizacdo de agrotoxicos contribui para o0 aumento na producdo, porém ha
uma preocupagao crescente com seus efeitos adversos no ambiente, tais como
contaminacgao dos recursos hidricos, impactos em organismos nao alvos e na saude
humana. Os agrotéxicos podem apresentar diferentes rotas de degradacdo no meio
ambiente e serem transferidos em partes para diferentes compartimentos
ambientais. Quando aplicados em pulverizacdo, 0s agrotoxicos podem ser
transportados pelo vento para locais distantes dos quais foram aplicados. Quando
aplicados diretamente no solo, podem ser levados pela dgua de chuva ou irrigacéo e
atingir os mananciais de aguas superficiais ou as reservas subterraneas através da
lixiviacdo com a &gua. Embora existam muitas possibilidades para que o0s
agrotoxicos sejam transportados no ambiente e contaminem as fontes de 4gua, nem

todos os produtos apresentam a mesma persisténcia e mobilidade no ambiente.

2.3 Medicamentos Veterinarios

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica o0s
medicamentos veterinarios como toda e qualquer substancia aplicada, em qualquer
animal destinado a producao de alimentos, com fins terapéuticos, profilaticos ou de
diagndstico, ou para modificar as funcdes fisioldgicas, de comportamento ou como
promotor de crescimento (ANVISA, 2010).

Na pecudria moderna, os medicamentos veterinarios tém sido amplamente
utilizados e administrados como aditivos em agua ou nos alimentos dos animais
destinados ao consumo humano, com o intuito de prevenir o aparecimento de
doencas. Além disso, agentes promotores do crescimento sdo aplicados para
estimular o crescimento dos animais, o0 que é considerado uma pratica excessiva no
uso desses medicamentos (STOLKER & BRINKMAN, 2005).

E evidente que ha beneficios importantes para os pecuaristas ao usar estas
substancias, geralmente, o uso desses medicamentos melhora a absorcdo e a

conversdo dos alimentos levando a um ganho em proteinas e sais minerais
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estimulando o crescimento dos animais. No entanto, essas susbtancias podem
permanecer nos alimentos derivados dos animais tratados, levando a residuos
destes nos alimentos.

Muitos destes compostos podem exercer efeitos genotdxicos, carcinogénicos,
endocrinos, entre outros. A agéncia Food and Drug Administration (FDA) e a UE
exigem um severo controle no uso destes compostos envolvendo a producgéao de
alimentos. De acordo com estes Orgaos reguladores, estas substancias sao
classificadas em dois grupos, o grupo A compreende as substancias proibidas
(estilbenos, agentes antitiredideos, esteroides, lactonas do acido resorcilico, beta-
antagonistas e nitrofuranos), e o grupo B compreende outros medicamentos
veterinarios autorizados, mas que possuem limites estabelecidos (bactericidas, anti-
helminticos, carbamatos e piretroides, sedativos, anti-inflamatérios ndo esteroides,
organoclorados e organofosforados) (FDA, 2010; FVO, 2010).

Os antibidticos, na sua maioria, atuam como promotores do crescimento e
tém sido utilizados de forma abusiva levando principalmente ao desenvolvimento de
resisténcia microbiana no homem. Por outro lado, os anti-helminticos, embora sejam
usados para 0 seu propdsito, no tratamento de infec¢bes parasitarias, também tém
causado sérios problemas, devido ao ndo cumprimento do prazo de caréncia e da
posologia aplicada ao animal. Em geral, animais que s&o alimentados com
antibioticos ganham peso mais rapido, sdo menos suscetiveis a infeccbes
bacterianas e apresentam maior eficiéncia alimentar (ARCURI & MANTOVANI,
2010). A maioria dos antibioticos utilizados em ruminantes ndo afeta o metabolismo
do animal diretamente, e os efeitos benéficos geralmente estdo relacionados com
acao indireta do medicamento veterinario, melhorando as condicdes de higiene do
animal ou influenciando a digestdo dos alimentos (ARCURI & MANTOVANI, 2010).
Além de inibir patégenos responsaveis por quadros clinicos que diminuem o
desempenho do animal, varios antibioticos utilizados como aditivos alimentares em
bovinos afetam o metabolismo de alimentos no ramen e alteram os produtos de
fermentacdo de grupos microbianos especificos do trato gastrointestinal. A
modificacdo da fermentacéo ruminal pode ser caracterizada como o principal efeito
dos antibidticos adicionados a alimentacdo dos ruminantes. Desta forma, mais
energia e nitrogénio sdo disponibilizados para o animal, resultando na melhora do
desempenho e ganho de peso (ARCURI & MANTOVANI, 2010).
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2.4 Residuos e contaminantes em alimentos

De acordo com a norma NBR ISO 22000 o termo "seguranca alimentar"
descreve aspectos relacionados a inocuidade, ou seja, os alimentos ndo devem
constituir vias de exposi¢cdo a perigos que possam causar danos a saude, sejam
eles agentes bioldgicos, fisicos ou quimicos. Entre os perigos quimicos existentes,
destacam-se os residuos e contaminantes (SPISSO et al., 2008).

A FAO define o termo “residuo” como a fracdo de uma substancia, seus
metabdlitos, produtos de conversao ou reacao e impurezas que permanecem ho
alimento proveniente de produtos agricolas e/ou animais tratados com estas
substancias (CODEX ALIMENTARIUS, 2010).

O termo “contaminante” é definido como qualquer substancia que nao seja
intencionalmente adicionada aos alimentos. Os contaminantes podem estar
presentes nos alimentos como resultado das etapas de producéo, transformacéo,
acondicionamento, embalagem, transporte e armazenagem do alimento (CODEX
ALIMENTARIUS, 2010).

As deficiéncias nas boas praticas para a utilizacdo de agrotoxicos e
medicamentos de uso veterinario incorrem no aparecimento de residuos que, em
niveis acima dos Limites Maximos de Residuos (LMR), que podem representar risco
a saude humana. Estes riscos estéo estritamente correlacionados com o desrespeito
as instrucbes de uso do fabricante contidas na bula dos agrotéxicos e dos
medicamentos veterinarios, tais como: indicacdo de uso para a espécie alvo,
dosagem, via de administracéo e periodo de caréncia.

As organizagdes internacionais envolvidas com a saude publica, como o Joint
Expert Committee on Food Additives (JECFA), 6rgdo da FAO, e o FDA dos EUA,
estabelecem as diretrizes para os Limites Maximos de Residuos (LMR) (DENOBILI,
2004). Estes sao definidos como a concentragdo maxima de residuo resultante do
uso de um pesticida ou medicamento veterinario em produtos agropecuarios. O LMR
€ a quantidade legalmente permitida, ou reconhecida, como aceitavel no alimento e
€ estabelecido para cada composto aprovado para uso em um determinado
alimento. O LMR sempre esta correlacionado a Ingestdo Diaria Aceitavel. Esta é
obtida a partir de ensaios de experimentacdo avaliando-se a toxicidade,

teratogenicidade, e carcinogenicidade destes compostos nao intencionais
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(DENOBILI, 2004). No Brasil, a competéncia para estabelecer limites maximos de
residuos em alimentos, seja de medicamentos veterinarios ou de agrotéxicos, é do
Ministério da Saude através da ANVISA (2010).

O conhecimento da exposicdo da populacdo a estes compostos é de
fundamental importancia para nortear as a¢des de controle e monitoramento visando

a protecédo do consumidor.

2.5 Programas de monitoramento de residuos e contaminantes em alimentos

no Brasil

O agronegadcio nacional vem incorporando novas tecnologias na producédo de
alimentos de origem animal, incluindo manejos diferenciados na utilizacdo de
pastagens, alimentacdo, genética e na saude animal. Aliado a este fato, ha uma
preocupacdo crescente com questdes relacionadas a presenca de residuos e
contaminantes em animais destinados a producao de alimentos.

O Brasil possui destaque na producdo agropecuaria, estabelecendo-se como
um dos principais produtores de alimentos de origem animal do mundo. Assim, a
producdo animal no pais vem se profissionalizando e dispondo de ferramentas e
tecnologias para maximizar a producdo animal. Para este intento, a utilizacdo de
medicamentos de uso veterindrio constitui uma importante ferramenta para o
tratamento de infec¢bes e para aumento de produtividade.

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal (PNCRC), foi instituido pela Portaria n°® 51, de 6 de maio de 1986,
sendo sua adequacao realizada pela Portaria n® 527, de 15 de agosto de 1995. E um
programa do MAPA, que visa garantir a saude do consumidor por meio de um
monitoramento da presenca de residuos de medicamentos veterinarios e
contaminantes ambientais em produtos de origem animal (carnes, leite, pescado, e
mel) (MAPA, 2010). Um dos principais objetivos do PNCRC ¢é integrar o esforgo
destinado a melhoria da produtividade e da qualidade destes alimentos colocados a
disposicdo da populacdo brasileira, e secundariamente, proporcionar ao pais,

condicbes de se adequar do ponto de vista sanitario, as regras do comércio
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internacional de alimentos, preconizadas pela Organizacdo Mundial do Comércio
(OMC) e outros érgaos como FAO e Organizacdo Mundial da Saude (OMS).

As principais metas do PNCRC caminham no sentido da verificacdo do uso
correto e seguro das drogas veterinarias, de acordo com as boas praticas
veterindrias recomendadas e das tecnologias utilizadas nos processos de
incrementacdo da producdo e produtividade pecuaria. As a¢gfes deste plano estédo
direcionadas para se conhecer e evitar a violacdo dos niveis de seguranca ou dos
LMR de substancias com uso autorizado, bem como a ocorréncia de quaisquer
niveis de residuos de compostos quimicos de uso proibido no pais (MAPA, 2010).

Deve-se ressaltar a importancia do PNCRC para o pais, visto que o ndo
cumprimento das metas anuais previstas para o controle de residuos acarreta sérios
problemas e embargos nas exportacdes para 0s principais parceiros comerciais do
pais (UE e EUA).

Em 2002 a ANVISA, iniciou a implantacdo do Programa Nacional de Analise
de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo
(PAMVet). Este visa avaliar o potencial de exposi¢cdo do consumidor aos residuos de
medicamentos veterinarios pela ingestdo de alimentos de origem animal adquiridos
no comércio. Entre os alimentos selecionados, esta priorizado o leite bovino, porém
outras matrizes como carnes (frango, bovina e suina), pescado, ovo e mel, deverdo
fazer parte do escopo monitorado, devido ao grande consumo destes produtos
(ANVISA, 2010).

2.6 Métodos multirresiduos para determinacédo de residuos de agrotoxicos e

medicamentos veterinarios em alimentos.

Nos ultimos anos, ocorreu um rapido desenvolvimento de novos métodos
analiticos visando a determinacéo de residuos de agrotéxicos em alimentos. Estes
avancgos tiveram como obijetivo a substituicdo dos métodos tradicionais de analise de
residuos, que apresentavam como caracteristicas a morosidade de suas diversas
etapas, emprego de grandes volumes de solvente, alto custo, etc. (PRESTES et al.,
2009).

Geralmente, a complexidade da composicdao dos alimentos, ocasiona

dificuldades para a quantificacdo dos agrotoxicos, sendo necessaria a realizacéo de
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uma etapa de limpeza do extrato, ap0s extracdo com solvente. Essa etapa é
fundamental, uma vez que reduz as interferéncias e o efeito matriz, além de diminuir
a necessidade de manutencéo do sistema cromatogréafico. No sentido de melhorar a
analise quantitativa, esforcos foram realizados no desenvolvimento de novos
meétodos de extracdo e limpeza (PRESTES et al., 2009).

As limitacdes na andlise de residuos de agrotoxicos foram minimizadas apoés
o desenvolvimento dos métodos multirresiduo. Estes apresentam como vantagens a
possibilidade de analisar um grande numero de compostos, altos percentuais de
recuperagdo dos analitos, remocdo dos possiveis interferentes da amostra, boa
precisao e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade e seguranca (utilizam pequenos
volumes de solventes de baixa toxicidade). A Tabela 1 apresenta em ordem
cronoldgica o desenvolvimento destes métodos.

O primeiro método multiresiduo para extracdo de agrotdxicos foi
desenvolvido por Mills et al. (1963), nos laboratérios do FDA, nos EUA. O método
baseia-se em uma extracdo com acetonitrila (MeCN), sendo utilizado basicamente
na determinacdo de compostos organoclorados apolares em amostras nao-
gordurosas. A adicdo de 4gua ao extrato, seguida de uma etapa subsequente de
particdo, promovida através da adicdo de solventes apolares (etér de petrdleo ou
hexano). Além de &gua, acUcares e sais também s&o removidos do extrato nesta
etapa.

O desenvolvimento e aplicacdo de agrotdxicos com caracteristicas mais
polares, como por exemplo, organofosforados e organonitrogenados, demandou
novos métodos de extracdo multirresiduo que englobassem estes compostos. Em
1975, Luke et al. desenvolveram o denominado método de Luke, que consiste em
uma etapa de extracdo de 100 g de amostra utilizando acetona (200 mL), seguida de
uma particdo liquido-liguido com solventes apolares (éter de petroleo e
diclorometano), sendo utilizados 100 mL de cada. Com o objetivo de obterem-se
maiores percentuais de recuperacdo para 0S compostos polares, adicionou-se
cloreto de sddio (NaCl) na fase aquosa para favorecer a transferéncia destes para a

fase organica.



Tabela 1. Ordem cronolégica dos principais métodos de

agrotéxicos em alimentos
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analise de residuos de

Extracdo e Limpeza

Caracteristicas

O método baseia-se em uma extracdo com
acetonitrila sendo utilizado basicamente na
determinacéo de compostos organoclorados em
amostras nao-gordurosas. A etapa de limpeza é
realizada através da utiliza(géo de uma coluna de
florisil™.

Realizou-se algumas modificagoes no método de
Mills. A extrac&o é realizada com acetonitrila,
porém o éter de petréleo é substituido por
diclorometano. A etapa de limpeza é realizada
com carvdo ativado

A extracao € seguida por uma
etapa de particdo com éter de
petréleo. Compostos
organofosforados apresentavam
baixos percentuais de
recuperagdo quando analisados
por este método.

Este método possibilitou que o
método de Mills fosse aplicado a
compostos organoclorados e
organofosforados em frutas e
vegetais.

Utiliza acetona na etapa de extracdo. Este
processo é seguido de uma particdo liquido-
liquido utilizando diclorometano ou mistura de

diclorometano e éter de petréleo, a fim de

remover da dgua. A etapa de limpeza é realizada
com carvao ativado.

A extracdo dos agrotoxicos é realizada com
acetona. Adiciona-se cloreto de sédio para saturar
a fase aquosa, tendo como consequéncia maiores
valores de recuperacao dos compostos polares. A

etapa de limpeza, quando realizada, é feita com
coluna de florisil®.

Este é o primeiro método em
gue uma solugéo de cloreto de
sédio foi adicionada ao extrato

para promover o efeito
“salting out”.

Esta época foi marcada pelo desenvolvimento de
métodos que ndo exigiam a utilizacdo de grandes
guantidades de solventes clorados. Estes foram
substituidos por outros, por exemplo, mistura 1:1
(v/v) de cicloexano e acetato de etila. Além disso,
os solventes apolares foram substituidos por sais
(NazS04, MgS0O4, NaCl, etc), durante o processo
de particdo. A extracdo em fase sélida (SPE, do
inglés Solid Phase Extraction) comegou a ser
amplamente utilizada, substituindo muitos
métodos baseados na extragdo liquido-liquido.

A acetona continua sendo o
solvente mais utilizado na etapa
de extragdo. Porém, ha o
desenvolvimento de métodos,
nos quais a etapa de extragéo
era realizada com acetonitrila e
acetato de etila. A fim de
melhorar os percentuais de
recuperagéo dos compostos
polares o sulfato de sddio
(NazS04) foi amplamente
utilizado. Além disso, diversos
procedimentos de limpeza foram
desenvolvidos.

Década Método
Mills
1960
Storherr
Método para
determinar
organoclorados,
organofosforafos
1970 e nitrogenados
Luke
1980
atual

Os avancos da quimica analitica em consonancia
com o conceito sustentabilidade
levaram ao desenvolvimento de varias técnicas
alternativas de extragao como por exemplo a
SFE, MAE, MSPD, SPME e ASE.
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Krijgsman & van de Kamp (1976), com o intuito de melhorar os resultados
obtidos com o método de Luke, propuseram a extracdo de agrotéxicos utilizando
acetato de etila com subsequente adicdo de sulfato de sédio anidro, obtendo maior
rapidez, simplicidade, limpeza dos extratos e melhores valores de recuperacédo para
0S compostos polares, quando comparado ao método de Luke. A imiscibilidade do
sistema acetato de etila - &gua tornou desnecesséria a adicdo de solventes
apolares. Todas estas vantagens fizeram deste o método oficial para extracao
multirresiduo de agrotéxicos em varios paises europeus. Uma das desvantagens
deste método € a quantidade de co-extrativos apolares tais como, lipidios e ceras,
tornando necesséria uma etapa posterior de limpeza utilizando Cromatografia por
Permeacdo em Gel (Gel Permeation Chromatography, GPC), aumentando
significativamente o tempo e o custo do preparo da amostra.

Na década de 1980, o Food and Consumer Product Safety Authority da
Holanda desenvolveu em seu laboratério o método de extragdo mini-Luke, o qual é
uma miniaturizacdo do método de extracdo Luke original, omitindo-se a etapa de
particionamento com cloreto de sédio (HIEMSTRA & KOK, 2007). O método consiste
na extracdo de 15 g de frutas ou vegetais j4 processados, adicionando-se acetona
(30 mL) seguida de agitacdo em homogeneizador Ultraturrax por cerca de 30 s,
sendo posteriormente adicionados éter de petrdleo (30 mL) e diclorometano (30 mL),
agitando-se novamente por cerca de 30 s. A miniaturizacdo deste método
possibilitou a reducdo da quantidade de amostra, bem como de solventes utilizados.
Entretanto, valores baixos de recuperacao (< 70%) foram obtidos para agrotoxicos
polares, como metamidofds, ometoato, monocrotofds entre outros. Como um método
de extracdo alternativo, foi desenvolvida uma modificacdo do método de extracao
mini-Luke nos anos 90, no qual foi adicionado sulfato de sédio anidro na etapa de
extracao levando, assim, a uma melhor extracdo dos agrotéxicos polares (PRESTES
et al., 2009).

Durante os anos 1990, devido as fortes pressfes de ambientalistas e também
a fatores relacionados a saude humana, ocorreu um grande desenvolvimento de
meétodos alternativos de extracdo baseados na reducdo do volume de solvente
utilizado na etapa de extracdo. Entre estes novos métodos pode-se citar a Extracao
em Fase Solida (Solid Phase Extraction, SPE) (LANCAS, 2004), a qual também tem
sido empregada com frequéncia na etapa de purificacdo do extrato para amostras de

alimentos. Outros métodos que foram desenvolvidos neste periodo também tinham



35

como objetivo a simplificacdo de etapas como, por exemplo, Dispersédo da Matriz em
Fase Sdlida (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD) (BARKER et al.,1989) e
Microextragcdo em Fase Sdlida (Solid Phase Micro Extraction, SPME) (ARTHUR &
PAWLISZYN, 1990). Em 1999, foi proposta por Baltussen et al. (1999) a Extragcao
Sortiva em Barra Magnética (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE), que fornece baixos
limites de deteccéo, especialmente para analitos hidrofobicos. A Extracdo por Fluido
Supercritico (Supercritical Fluid Extraction, SFE) (MENDIOLA et al., 2007), Extracdo
Acelerada por Solventes (Pressurized Liquid Extraction, PLE) (CARABIAS-
MARTINEZ et al., 2005) e Extracdo Assistida por Micro-ondas (Microwave Assisted
Extraction, MAE) (CAMEL, 2000) sdo exemplos de métodos que apresentam, dentre
outras caracteristicas, elevada eficiéncia, entretanto geralmente demandam
investimento consideravel em instrumentacao.

Os novos métodos que tém como base a instrumentacdo, sendo a extracao
muitas vezes automatizada, demandam analistas treinados e etapas de limpeza
entre extracdes, o que implica em um maior tempo de andlise. Outra desvantagem
geralmente apresentada é o escopo limitado de agrotoxicos que podem ser
extraidos sob determinadas condi¢cdes. Sendo assim, estes procedimentos, podem
ser empregados em algumas aplicacbes, mas estdo distantes de serem
considerados ideais para um método multirresiduo (WARDENCKI, et al. 2004).

2.6.1 Método QUEChERS

Em 2003, Anastassiades et al. (2003) com o objetivo de superar limitacdes
praticas dos métodos multirresiduo existentes, na época introduziram um novo
procedimento de preparo de amostra para extracdo de residuos de agrotéxicos
denominado QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) sendo que
a pronuncia, de acordo com os autores, deve ser "catchers" (MAJORS, 2007). Esse
método, que tem como vantagens ser rapido, facil, econdémico, efetivo, robusto e
seguro, explora as possibilidades oferecidas pela instrumentacao analitica moderna.

Com o objetivo de atender aos rigorosos Limites Maximos de Residuos,
estabelecidos por legislagbes internacionais, este método foi idealizado para gerar
extratos que pudessem ser analisados por Cromatografia Liquida e/ou

Cromatografia Gasosa acopladas a Espectrometria de Massas (GC-MS/MS e LC-
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MS/MS) (ANASTASSIADES et al., 2003). A praticidade e os excelentes resultados
fornecidos pelo método QUEChERS em combinacdo com estas técnicas, ajudaram
na popularizacdo deste método e dos seus conceitos. De acordo com o ISI Web of
Knowledge (2010), o artigo no qual este método foi descrito pela primeira vez ja

possui mais de 210 citagdes.

2.6.1.1 Método QUEChERS original

Durante o desenvolvimento do método QUEChERS, Anastassiades et al.
(2003) revisaram as condicbes comumente utilizadas na analise multirresiduo de
agrotoxicos e propuseram este novo método de preparo de amostra, baseado nas
seguintes etapas: extracdo com acetonitrila, seguida da particdo, promovida pela
adicdo de sais (ex. sulfato de magnésio (MgSQOy,) e cloreto de sédio (NaCl). Um novo
método de limpeza denominado Extracdo em Fase Solida Dispersiva (Dispersive
Solid Phase Extraction, D-SPE) foi proposto juntamente com o método QUEChERS.
Na Figura 1 A estdo representadas as principais etapas do método QUEChERS
original.

A utilizacdo de acetonitrila como solvente possibilita a extracdo de uma menor
qguantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos (MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004). A acetonitrila
proporciona a extracdo de uma ampla faixa de agrotdéxicos com diferentes
polaridades e, quando acidificada, permite recuperacdes satisfatorias de agrotéxicos
gue geralmente apresentam problemas de estabilidade. Outra grande vantagem é
gue acetonitrila € mais adequada para LC-MS/MS do que acetona e acetato de etila
e pode ser utilizada sem problemas na analise por GC-MS/MS. Assim, acetonitrila foi
escolhida como solvente de extracdo para o método QUEChERS (ANASTASSIADES
et al., 2003; LEHOTAY et al., 2001).



(A) (B) (B)
QUEChERS QUEChERS QUEChERS
(original) (acetato) (citrato)

EXTRAGAO >

PARTICAO

CLEAN-UP

4 4

Figura 1. Representagdo das etapas das principais versfes do método QUEChERS

(A) original, (B) acetato e (C) citrato.
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A maioria dos métodos multirresiduo de preparo de amostra empregam
processadores, como o Ultraturrax, durante o procedimento de extracdo. O
procedimento de agitacdo manual ou com auxilio do Vortex possui varias vantagens
em relacdo a agitacdo mecanica, tais como, possibilidade de realizar a extracdo a
campo; a extragdo ocorre em um Unico frasco fechado ndo expondo o analista;
rapidez, uma vez que ndo ha necessidade de lavagem do homogeneizador no
intervalo entre as extragdes. Portanto, no método QUEChERS a agitacdo pode ser
manual ou utilizando Vortex.

A adigao de sais para promover o efeito “salting out” é utilizada em varios
métodos multirresiduo. Dependendo da natureza do solvente utilizado na etapa de
particdo obtém-se melhores percentuais de recuperacao para analitos polares, uma
vez que a adi¢do de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa,
bem como, a quantidade de agua na fase orgéanica e vice-versa (GHIP, 1996;
STAHN, 2000; PIZZUTTI et al., 2007).

Nos métodos multirresiduo que utilizam acetona, a particAo € controlada
através de uma combinacdo de NaCl e solventes apolares, porém tém como
desvantagens a diluicdo do extrato e o consumo de um maior volume de solvente.
Os métodos multirresiduo que utilizam acetonitrila, desenvolvidos até entdo, nao
empregam adicdo de nenhum tipo de solvente apolar no processo de particao
(SCHENCK et al.,, 2008; KOESUKWIWAT, 2008). Na extragdo com acetonitrila, a
adicdo de sais é muito conveniente uma vez que é rapida, facil, apresenta baixo
custo, tem a grande vantagem de néo diluir o extrato da amostra e proporciona a
separacao das fases organica e aquosa.

A utilizacdo de sais secantes como sulfato de sodio (Na;SO,) tem a finalidade
de melhorar a recuperacdo de agrotéxicos polares (ANDERSSON & PALSHEDEN,
1991). A escolha do MgSO4 no desenvolvimento do método QUEChERS foi devido a
maior capacidade de remover agua quando comparado a outros sais. Além de
reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratacdo é uma reacdo exotérmica, tendo
como resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra durante as etapas de
extracao/particdo, favorecendo a extracdo, especialmente dos compostos apolares
(ANASTASSIADES et al., 2003).

A etapa de limpeza é essencial para promover robustez e confiabilidade aos
resultados obtidos pelo sistema cromatografico, uma vez que componentes nao-

volateis da matriz podem ficar aderidos no sistema de injecdo e também na coluna
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cromatografica, alterando a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de
manutenc¢des técnicas no equipamento (SAITO et al., 2004; UENO et al., 2004).

Tradicionalmente a etapa de limpeza emprega SPE, a qual utiliza cartuchos
ou colunas que contém entre 250 e 1000 mg de sorvente (HYOTYLAINEN, 2008).
Esta técnica envolve operacdo manual, uso de diferentes solventes para lavagem do
sorvente, etapas de evaporagdo e secagem. Muitos fatores afetam a precisdo
guando se trabalha com SPE, entre eles o ajuste do sistema de vacuo e a vazao dos
solventes. Esta técnica, quando automatizada, requer manutencao frequente, além
dos sistemas hoje disponiveis apresentarem um custo consideravel
(HYOTYLAINEN, 2003).

Ao contrario dos métodos ja existentes para limpeza com SPE que utilizam
cartuchos ou colunas, a D-SPE permite que a limpeza e a reducao de agua residual
sejam efetuadas de uma forma rapida e simultanea (ANASTASSIADES et al., 2003).
Esta etapa de remocdo de agua proporciona um extrato final de menor polaridade,
facilitando assim a precipitacdo de co-extrativos polares. O sorvente PSA (Primary
Secondary Amine) retém as interferéncias da matriz, sendo que depois da agitacao
manual e centrifugacdo o extrato estd pronto para ser injetado no sistema
cromatografico (ANASTASSIADES et al., 2003). A estrutura bidentada do PSA tem
um elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos amino primario e
secundario. Como resultado, a retencdo de acidos graxos livres e de outros
compostos polares presentes na matriz € muito forte. Uma limpeza eficiente garante
uma maior vida Util para insersores e colunas cromatograficas, reduzindo assim a
contaminacao do sistema cromatografico e minimizando o efeito matriz (MARTINEZ-
VIDAL et al., 2006; SHIMELIS et al., 2007).

2.6.1.2 Modificacbes do método QUEChERS

Durante o desenvolvimento da primeira versao do método QUEChERS (Figura
1 A), apenas 25 agrotoxicos comumente analisados por GC-MS/MS foram avaliados
(ANASTASSIADES et al., 2003). Apesar de a versao original ter demonstrado
excelentes resultados em diferentes tipos de amostras, (LEHOTAY et al., 2005a;
CVUA, 2006; PAYA et al., 2007) algumas aplicacbes mostraram que certos

compostos apresentavam problemas de estabilidade e/ou recuperacdo de acordo
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com o pH da matriz (LEHOTAY et al.,, 2005ab; ANASTASSIADES et al., 2007)
Desta forma, durante o periodo de otimizacdo do método, percebeu-se que a
utilizacdo de tampdes (pH 5,0) promoviam recuperacfes satisfatorias (>70%) para
compostos dependentes do pH (por ex.. pimetrozina, imazalil e tiabendazol),
independente da matriz utilizada (LEHOTAY, 2005b; ANASTASSIADES et al., 2007).

A adicdo de uma etapa de tamponamento foi a primeira modificacdo proposta
para 0 método QUEChERS, com o objetivo de melhorar os percentuais de
recuperacéo (70-120%) (MAJORS, 2010). Lehotay et al. (2005b) desenvolveram o
método “QUEChERS-acetato” (Figura 1 B), no qual o efeito tamponante (pH 4,8) é
promovido pela adi¢cdo de acetato de sédio. Este método foi adotado em 2007 como
método oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) para a
determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos (AOAC, 2007)
Anastassiades et al. (2007) propuseram o método “QUEChERS-citrato” (Figura 1 C),
este utiliza uma mistura de citrato de sddio di e sesquiidratados como responsaveis
pelo efeito tamponante (pH 5,0-5,5). Em 2008, o European Committee for
Standarisation, oficializou o método “QUEChERS citrato” como método de referéncia
na UE (CEN, 2008).

Outra modificacdo bastante relevante foi a adicdo do sorvente Cig
(octadecilsilano), (LEHOTAY et al., 2005c) juntamente com PSA na etapa de D-SPE,
para promover uma limpeza mais efetiva de algumas matrizes, em especial aquelas
que contém gordura (CUNHA et al., 2007; LEHOTAY et al., 2006; LEHOTAY et al.,
2010a; LEHOTAY et al., 2010b; KOESUKIWIWT et al., 2010). A combinacdo do
método QUEChERS com limpeza do extrato a baixa temperatura, visando a reducéo
dos co-extrativos lipidicos, também foi empregada com sucesso. Porém, a adi¢do do
sorvente Cig na etapa de D-SPE é mais rapida e facil, e promove uma remocao
igualmente eficaz dos lipidios (LEHOTAY et al., 2010a).

Alem destas modificacbes, a reducédo do teor de clorofila nos co-extrativos
provenientes de amostras com pigmentacdo verde, foi outro avanco efetuado na
etapa de limpeza, (ANASTASSIADES et al., 2003; ANASTASSIADES et al., 2007),
obtido através da adicdo de uma pequena quantidade de carbono grafitizado
(CUNHA et al.,, 2007; LEHOTAY et al.,, 2006, LEHOTAY et al.,, 2010a). Outra
modificacdo realizada na etapa de limpeza foi o uso de uma maior quantidade de

PSA na etapa de D-SPE em amostras de cereais como objetivo de remover, de
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forma mais eficiente, os acidos graxos co-extraidos (MARTINEZ-GALERA et al.,
2008).

2.6.1.3. Versatilidade e praticidade do método QUEChERS

Ensaios de proficiéncia empregando este método comprovaram sua robustez,
sendo o meétodo transferido com sucesso entre os laboratérios participantes
(MARTINEZ-GALERA et al., 2008).

As modificagBes ja realizadas no método QUEChERS indicam um futuro
promissor na analise multirresiduo de agrotéxicos em alimentos e outros produtos
agricolas. Além dos trabalhos citados, o método tem sido empregado de forma
satisfatoria quando aliado a Espectrometria de Massas, porém nao esta limitado
somente a este tipo de detector.

Hernandez-Borges et al. (2009), utilizaram o método QUEChERS e GC-NPD
para a determinacdo de 11 agrotéxicos em banana, com valores de limite de
quantificacdo (LOQ) na faixa de 0,01 a 0,14 mg kg™, percentuais de recuperacéo
entre 67 e 118% e RSD < 16%. O método QUEChERS também foi utilizado na
extracdo de 36 agrotdxicos em amostras de mel, seguida da determinacéo por GC-
ECD e GC-NPD. Obtiveram-se percentuais de recuperacédo entre 70 e 120% e RSD
< 22% (BARAKAT et al., 2007).

Os inseticidas diflubenzurona e triflumurona foram extraidos de amostras de
tomate empregando-se o método QUEChERS e determinados por LC acoplada a
sistema de fotoderivatizacdo poés-coluna com detector de quimioluminescéncia. A
recuperacao ficou entre 79,7 e 94,2%, com valores de RSD < 10%, valores de LOD
na faixa de 0,05 a 0,26 ug kg™ e valores de LOQ entre 10 e 20 pg kg™ (LEHOTAY,
2007).
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2.6.1.4. LimitagBes do método QUEChERS

Nos Ultimos anos, o método QUEChERS iniciou uma verdadeira
transformacdo no preparo de amostra para analise de residuos de agrotéxicos em
alimentos, uma vez que suas caracteristicas de simplicidade, rapidez, baixo custo,
entre outras, foram incorporadas em varios laboratérios de rotina. Porém, ao ser
comparado com métodos comumente utilizados para analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos, observa-se que a relacdo entre a quantidade de
amostra:solvente (1 g mL™) obtida no método QUEChERS é baixa se comparada
com os valores tipicos de 2 a 5 g mL™ dos métodos que utilizam solventes apolares
(HIEMSTRA & KOK, 2007). Portanto, se a matriz ndo € uma fonte de ruidos na etapa
de analise isto pode conduzir, no método QUEChERS, a valores de LOQ mais
elevados, para o0 mesmo volume de injecdo. Entretanto, considerando a alta
detectabilidade das técnicas cromatogréficas disponiveis atualmente, principalmente
com GC-MS/MS e LC-MS/MS, o método QUEChERS ¢é adequado para o preparo de
amostra visando o controle de residuos de agrotoxicos em alimentos.

Além disso, a acetonitrila € um excelente solvente para os métodos de
determinacdo que utilizam LC-MS/MS, mas néo € ideal para anélises empregando
GC-MS/MS. Porém, os avancos nos sistemas de injecdo permitem a combinacéo
perfeita entre 0 método QUEChERS e GC-MS/MS. Entre eles pode-se citar a injecao
de grandes volumes (Large Volume Injection - LVI), que permite a inje¢cdo de uma
maior quantidade de extrato e consequentemente de analitos, promovendo um
aumento significativo de detectabilidade. Outro avanco bastante significativo nos
sistemas de injecdo foi a possibilidade da realizacdo de programacdo de
temperatura de vaporizagcdo (Programmed Temperature Vaporized, PTV) que
possibilita a obtencdo de uma melhor resposta cromatogréafica (FERNANDEZ-ALBA,
2005).
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2.7 Técnicas cromatogréficas acopladas a Espectrometria de Massas para a

determinacgao de residuos e contaminantes em alimentos

2.7.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

Desde os anos 70 tém-se utilizado a técnica de GC acoplada a sistemas
cldssicos de deteccdo como, por exemplo, captura de elétrons (Electron Capture
Detection, ECD), nitrogénio e fésforo (Nitrogen and Phosphorus Detection, NPD) e
fotometria de chama (Flame Photometric Detection, FPD) para a determinacdo de
residuos de agrotoxicos (ROMERO-GONZALEZ et al., 2006; HERNANDEZ-
BORGES et al., 2007). Porém, muitos agrotdéxicos que eram analisados por estes
detectores, estdo sendo substituidos por outros compostos que possuem, em geral,
melhor acdo e menor impacto ambiental, entretanto muitos quando analisados por
GC, ndo s3o detectados ao nivel de pg kg™ (ALDER et al., 2006).

Atualmente, a técnica GC-MS é utilizada com frequéncia para determinacéo
multirresiduo de agrotéxicos em alimentos. A facilidade do acoplamento GC-MS,
além da disponibilidade de um banco de espectros de massas padrao obtidos no
modo de ionizacdo por impacto de elétrons (Electron lonization, EI) ajudaram na
disseminacédo da técnica GC-MS (LEANDRO et al., 2005; CHIARADIA et al., 2008).

GC-MS é uma das principais ferramentas aplicadas em andlise de residuos
de agrotoxicos por permitir que a confirmacdo e a determinacdo de um grande
ndamero de compostos sejam feitas simultaneamente. Os baixos LOD obtidos sdo
consequéncia da alta seletividade promovida pelo uso de diferentes modos como,
por exemplo, o0 modo SIM (Selective lon Monitoring) que tem sido utilizado para
determinar residuos de agrotoxicos em alimentos (FERNANDEZ-ALBA, 2005;
MERCER, 2005).

A ionizacdo dos agrotoxicos em GC-MS pode ser realizada utilizando os
modos El e ionizagdo quimica (Chemical lonization, CI), positiva ou negativa. As
vantagens da utilizacdo do modo EIl séo a baixa influéncia da estrutura molecular na
resposta e o grande numero de fragmentos caracteristicos que sao gerados.
Entretanto, o modo CI positivo ou negativo proporciona uma melhor seletividade
para muitos agrotoxicos quando comparado com o modo EI. O modo CI é

preferencialmente utilizado para a determinacdo de organo-halogenados, piretroides
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e organofosforados. Este modo é menos utilizado em métodos multirresiduo, por
ndo ser uma técnica de ionizacdo universal, além de fornecer espectros contendo
um pequeno numero de fragmentos, oferecendo menos informacdo qualitativa
(ALDER et al., 2006).

Na seletividade, porém, interferéncias provenientes da matriz podem
influenciar o resultado, e a identificacdo dos analitos pode ficar comprometida.
Recentes avancos em MS propem um aumento da especificidade, a partir da
exclusdo dos ions dos interferentes da amostra. Uma maior seletividade também é
observada quando se utiliza Cl, entretanto, a informacao relacionada a estrutura dos
compostos que estdo sendo analisados também € diminuida (BEGUIN et al., 2006).

Os ions que séo formados, tanto por EI como por ClI, precisam ser separados
de acordo com suas razbes m/z. H4 4 classes de analisadores (filtros de massas),
que sdo utilizados para selecionar e filtrar os ions, sendo eles: radio frequéncia
(tanto quadrupolo quanto trapeamento de ions) (GARRIDO-FRENICH et al., 2005);
tempo de voo; transformada de Fourier e setor magnético, sendo que 0s mais
utilizados séo a radio frequéncia e o tempo de voo (DIEZ et al., 2006).

O uso de GC acoplada a Espectrometria de Massas em série (Tandem Mass
Spectrometry, MS/MS) promove um aumento de seletividade em conjunto com uma
reducdo do ruido, sem perder a capacidade de identificacdo, permitindo a analise de
residuos de agrotoxicos ao nivel de tracos na presenca de interferentes
provenientes da matriz. Esta técnica é particularmente utilizada na andlise de
amostras complexas, uma vez que permite a determinacdo de diferentes analitos
coeluentes (MARTINEZ-VIDAL et al., 2002). Nos ultimos anos, varios avangos na
area de instrumentacdo possibilitaram aos equipamentos um aumento de
detectabilidade, sendo possivel a identificacdo e quantificacdo de analitos em niveis
inferiores aos estabelecidos pelos LMR (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

O grande desafio para os analistas no desenvolvimento de um método
multirresiduo € a obtencdo de percentuais satisfatorios de recuperagdo dos analitos,
bem como, a minimizacdo das interferéncias através da utilizacdo de métodos de
extracdo e limpeza apropriados. Nos ultimos anos, varias foram as aplicacdes e

modificacdes realizadas no método QUEChERS, a fim de alcancar este objetivo.
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2.7.2 Cromatografia Liquida acoplada & Espectrometria de Massas

No passado, os meétodos que utilizavam LC eram aplicados com menor
frequéncia na analise de residuos de agrotoxicos, devido a uma menor seletividade
e detectabilidade apresentada pelos detectores utilizados como, por exemplo,
ultravioleta e arranjo de diodos, quando comparados aos métodos de GC existentes
na época (ALDER et al., 2006). Porém, o desenvolvimento de agrotoxicos polares,
que apresentam em geral menor persisténcia e toxicidade quando comparados com
0S compostos apolares, exigiu a adequacédo dos métodos de andlise existentes, uma
vez que a maioria destes novos compostos nao apresenta uma boa resposta quando
analisados por GC (GARRIDO-FRENICH et al., 2004). A potencialidade do
acoplamento entre LC e MS ja havia sido reconhecida ha varias décadas, porém
incompatibilidades relacionadas a vazéo do eluente com relacdo a velocidade de
bombeamento do sistema de vacuo e o projeto da fonte de ions do espectrébmetro de
massas fez com que a utilizacdo desta técnica em analises de rotina ocorresse
recentemente (CHIARADIA et al., 2008). Este acoplamento oferece uma série de

vantagens, dentre elas, elevada detectabilidade e seletividade (ALDER et al., 2006).

2.7.2.1 Fontes de ioniza¢ao utilizadas no acoplamento LC-MS

As fontes de ionizagéo, inicialmente investigadas para o acoplamento LC-MS,
foram baseadas no impacto eletronico (El) e na ionizacdo quimica (Cl) empregadas
com sucesso no acoplamento GC-MS. Entretanto, devido as diferentes
caracteristicas existentes entre as fases moveis empregadas nas duas técnicas de
separacdo (GC e LC), este acoplamento mostrou-se inadequado para analise de
compostos em baixas concentracdes, aléem de nao apresentarem a robustez
necessaria (LANCAS, 2009).

Desde o desenvolvimento de fontes de ionizacdo que operam a pressao
atmosférica (Atmospheric Pressure lonization, API) como, por exemplo, a ioniza¢ao
por eletronebulizagédo (Electrospray lonization, ESI) e a ioniza¢do quimica a pressao
atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI), varios instrumentos
robustos e confiaveis estdo disponiveis (ALDER et al.,, 2006; CHIARADIA et al.,

2008).
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2.7.2.1.1 lonizagé&o por eletronebulizagao

A ionizacao por eletronebulizagao (electrospray, ESI) permite a formagao de
ions na pressao atmosférica. Neste processo, a amostra € dissolvida, e pressurizada
em um tubo capilar de aco inox, ao qual é aplicada uma voltagem tipicamente entre
3.000 e 5.000 V. Como resultado, o liquido emerge do capilar a pressao atmosférica,
na forma de um aerossol. As goticulas formadas perdem sucessivamente o solvente
(sdo dessolvatadas) e os ions fluem para o espectrometro de massas induzidos
pelos efeitos das atracdes eletrostéticas e pela presséo reduzida. Neste processo,
apenas a ionizagdo ocorre a pressao atmosférica, o espectrébmetro de massas se
encontra sob “vacuo” (LANCAS, 2009).

Os detalhes de como efetivamente ocorre o processo de eletronebulizacdo
ainda sdo motivos de muita discusséo e controvérsia. Os dois mecanismos mais
aceitos para explicar o fenbmeno sdo o proposto por Dole (1968), também
conhecido como mecanismo do residuo de carga ou da fissdo, e o proposto por
Iribarne e Tomson (1976), conhecido como mecanismo da evaporacao do ion. De
acordo com Dole, a medida que as goticulas evaporam, sua carga permanece
inalterada. Ainda de acordo com este mecanismo, como a tensao superficial das
goticulas € incapaz de se opor as forcas repulsivas resultantes da carga imposta,
estas “explodem” em inumeras goticulas menores, denominada “explosao”
coulébmbica. Este processo continua até que apenas um ion do analito permaneca,
apos a evaporacao da ultima goticula do solvente, forma-se um ion em fase gasosa
(LANCAS, 2009). De acordo com o0 mecanismo proposto por Iribarne e Tomson,
pequenas goticulas também sao formadas na explosdo couldmbica, como proposto
por Dole. A diferenca principal entre estes modelos é que Iribarne e Tomson propde
que a partir da formacdo das goticulas, a forca de campo elétrico na superficie
destas € suficientemente elevada para remové-las da superficie, transferindo
diretamente para a fase gasosa energeticamente mais favoravel para ions
solvatados (LANCAS, 2009).
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2.7.2.1.2 lonizagdo quimica a pressao atmosférica

A ionizacdo quimica a pressao atmosférica (atmospheric pressure chemical
ionization, APCI) é uma técnica apropriada para determinacdo de massas molares
menores do que 2000 unidades e da estrutura molecular. E aplicada para anélise de
moléculas ibnicas, polares e apolares, podendo ser usada no modo positivo (Positive
Chemical lonization, PCI) e negativo (Negative Chemical lonization, NCI) (PRIMER,
2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).

No modo APCI, o eluato do cromatégrafo a liquido é vaporizado através de
um vaporizador aquecido (normalmente de 250 a 400 °C), sob pressédo atmosfeérica.
O aquecimento vaporiza o liquido e as moléculas do solvente na fase gasosa sao
ionizadas por uma descarga de elétrons a partir uma agulha condutora. Entdo, os
ions do solvente transferem cargas para as moléculas do analito através de reactes
quimicas (ionizacdo quimica). A APCI é aplicada a uma larga faixa de moléculas
polares e apolares. Devido a isso e ao fato de altas temperaturas estarem
envolvidas, a APCI € menos utilizada do que o ESI para a analise de biomoléculas
grandes que podem ser termicamente instaveis. APCI é usada com cromatografia
em fase normal mais frequentemente do que o ESI, porque os analitos séo
usualmente apolares (PRIMER, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).

2.7.2.1.3 Fotoionizacao a pressao atmosférica

A fotoionizagao a pressao atmosférica (Atmospheric Pressure Photoionization,
APPI) é aplicada na andlise de compostos menos polares do que agueles menos
ionizaveis por APCI, podendo ser operada no modo positivo e negativo (PRIMER,
2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).

A APPI para LC-MS é relativamente uma técnica nova. Como a APCI, o
vaporizador converte o eluato do cromatdgrafo a liquido em uma fase gasosa. A
descarga de uma lampada gera fotons em uma faixa estreita de energia de
ionizacdo. A faixa de energia € cuidadosamente escolhida para ionizar o maior
namero possivel de moléculas do analito, enquanto minimiza a ionizagdo das
moléculas do solvente. Os ions resultantes passam através de um capilar de vidro

para dentro do analisador de massas. APPI é aplicavel para analise de muitos dos
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compostos que sdo normalmente analisados por APCI. Também mostra uma
possibilidade particular para anélise de compostos ndo ionizados por APCI, como o0s
hidrocarbonetos poliaromaticos. Uma fonte APPlI € um complemento Util para as
técnicas tradicionais de ionizacdo na LC-MS, para aquelas amostras que
apresentam pobre ou nenhuma ioniza¢do, usando técnicas tradicionais como ESI e
APCI. Em todos os casos, a natureza do analito e as condigbes de separagdo tém
uma forte influéncia sobre qual técnica de ionizacdo (ESI, APCI ou APPI) ira
promover os melhores resultados (PRIMER, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005;
NUNEZ, 2005).

2.7.2.2 Dissociacao Induzida por Colisédo (CID)

As técnicas de ionizacao sob pressao atmosférica (API) citadas até aqui sao
todas chamadas de técnicas brandas de ionizacdo, nas quais 0s espectros de
massas resultantes sdo geralmente o ion molecular como os ions (M+H)", (M-H)", (M
+ NHz)*, a menos que técnicas de fragmentagdo sejam aplicadas. A informacéo
resultante sobre a massa molar é importante, mas informacdes sobre a estrutura da
molécula sdo geralmente necessérias (PRIMER, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005;
NUNEZ, 2005).

Para obterem-se informacfes sobre a estrutura, os ions dos analitos séo
fragmentados através de colisbes com moléculas neutras de um gas, num processo
conhecido dissociacdo induzida por colisdo (Collision Induced Dissociation, CID).
Aplicam-se voltagens para se acelerar os ions dos analitos, assim com maior
energia, para a colisdo com o gas, gerando mais fragmentos (PRIMER, 2004,
FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).

Assim como ocorre com GC-MS/MS, a LC-MS/MS permite um aumento de
seletividade e detectabilidade proporcionando o monitoramento de centenas de
agrotoxicos em uma Unica analise. LC-MS/MS tornou-se uma ferramenta
indispensavel em laboratorios que trabalham com analise multirresiduo de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios. Apesar do alto custo de aquisicdo e
manutencdo destes equipamentos, apresentam uma série de vantagens, entre elas
alta eficiéncia analitica, menor tempo no desenvolvimento de métodos e elevada

robustez. Nos ultimos anos, varios estudos e determinacbes de residuos de
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agrotoxicos e medicamentos veterinarios, utilizando o método QUEChERS e LC-
MS/MS, tém sido realizados em alimentos de origem animal.

2.8 Validacédo de Métodos Analiticos

Métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a determinacdo de residuos
de contaminantes em alimentos como ferramenta principal para assegurar que 0S
produtos estejam enquadrados nas determinacfes legais. Para que estes métodos
garantam a disponibilidade de um alimento seguro, € preciso que sejam
normalizadas e cumpram requisitos que garantam bons resultados. Com o objetivo
de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, sdo delineados procedimentos
de validacdo do processo analitico empregado, como garantia da qualidade das
medi¢Bes quimicas, atraves da sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade
(PASCHOAL et al., 2008).

Os laboratérios que realizam as analises em alimentos precisam ter
capacidade técnica comprovada para tal compromisso, a qual é garantida pelas
normas de credenciamento estabelecidas por 6rgdos responsaveis, que no Brasil
sao representados pela ANVISA (2010a) e pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2010) que disponibilizam guias
para procedimentos de validacdo de métodos analiticos (Resolucdo ANVISA RE n°
899, de 29/05/2003, (ANVISA, 2003a) e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008,
de 03/2003, (INMETRO, 2003). H& ainda 6érgaos internacionais, como Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 2010), Organizacao Internacional
para Padronizacdo (ISO, 2010), Conferéncia Internacional em Harmonizacdo (ICH,
2010), que também estabelecem procedimentos de validagdo como critério
fundamental no credenciamento de laboratorios.

Atualmente, ha varios conceitos e definicbes, provenientes tanto de
pesquisadores (HILL & REINOLDS, 1999; LANCAS, 2004) como de agéncias e
normas reguladoras nacionais (INMETRO, 2003; ANVISA, 2010) e internacionais
(ISO, 2010; CODEX ALIMENTARIUS, 2001), que objetivam responder questbes
como: qual a fungdo da validagdo de métodos e de que maneira deve ser realizada.

Considerando-se as diversas e iniUmeras areas que necessitam gerar dados

confiaveis, € consenso que esses conceitos e definicbes ndo estdo completa e
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rigidamente estabelecidos, mas continuam a evoluir e aprimorarem-se, no sentido de
se efetuar a validagdo do método de maneira que atenda os objetivos e as
necessidades para os quais o método é proposto (HILL & REINOLDS, 1999).

Ribani et al. (2004) apresentaram uma excelente revisdo sobre validagao de
métodos como sendo um processo continuo de avaliacdo dos métodos, desde a
etapa de planejamento, passando pelo desenvolvimento e coleta de dados, até o
monitoramento constante da aplicacao e transferéncia deste.

O objetivo desse incessante cuidado nada mais € do que garantir que 0sS
dados gerados possuam a qualidade necessaria, em termos de confiabilidade e
rastreabilidade, entre outros, para o fim que se propde. Caso ndo haja o
cumprimento desse objetivo, ou seja, caso ndo seja assegurada a qualidade dos
resultados analiticos, raramente este fato ocorrera sem grandes consequéncias.
Essas podem ser, desde a ndo acreditacdo do laboratério pelos 6rgdos competentes
até enormes prejuizos financeiros relacionados as barreiras alfandegéarias que
podem ser impostas pelo comércio exterior.

Assim, deve-se selecionar, estudar e monitorar constantemente o0s
parametros minimos necessarios para garantir a interpretacdo inequivoca dos
resultados.

Alguns dos parametros envolvidos no processo de validacdo de métodos
analiticos sdo: curva analitica, linearidade, exatidao, preciséo, limites de deteccao e

de quantificacéo e seletividade.

2.8.1 Seletividade

Definida como a habilidade de um método para a determinacéo do analito, de
forma exata, em presenca de interferentes provenientes da matriz da amostra, a
seletividade € um importante parametro especialmente na analise de amostras
complexas, como na determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos
(LANCAS, 2004). Assim, também pode-se dizer que a seletividade é a habilidade
dos métodos de extracao, de purificacdo, de derivatizacdo, do sistema de separacao
e deteccdo, em realizar a discriminagcdo entre o analito de interesse e outros
compostos (SANCO, 2010). A seletividade garante que o sinal analitico seja

exclusivamente do composto de interesse. Se este parametro nao for assegurado, a
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linearidade, exatidao e a precisao estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al.,
2004).

2.8.2 Linearidade e Curva Analitica

A linearidade de um método analitico pode ser definida como sendo a
habilidade deste método em gerar resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito, em uma determinada faixa de concentragdo (INMETRO,
2003; RIBANI et al., 2004).

Na pratica, a linearidade é determina através das chamadas curvas analiticas,
que sao graficos de calibracdo que relacionam a resposta do equipamento em
fungéo das diferentes concentra¢des do analito (LANCAS, 2004).

Para a maioria das técnicas cromatograficas, observa-se uma relacéo linear
de primeira ordem entre a resposta instrumental medida (eixo y) (variavel
dependente) e a concentracdo do analito (eixo x) (variavel independente). Essa
relacdo produz uma equacao de regressao linear y = ax + b, que relaciona as duas
variaveis x e y e gera os coeficientes de regressao a (inclinacdo da curva) e b
(intersecdo da curva analitica com o eixo y, quando x = 0). Essa equacao € valida
para um intervalo determinado de concentracdo do analito, independente da técnica
instrumental utilizada. Também € possivel calcular o coeficiente de correlacéo r, que
pode ser utilizado para estimar a qualidade da curva analitica, uma vez que
demonstra uma menor variacdo dos dados obtidos quanto mais proximo de 1 for o
valor de r (RIBANI et al., 2004). Valores de r iguais ou superiores a 0,99 e 0,90, séo
recomendados, respectivamente, pela ANVISA (2003b) e pelo INMETRO (2003). Ja
os valores do coeficiente de determinacao r? sdo tidos como satisfatérios a partir de
0,98 (CHASIN et al., 1998).

A faixa linear de um método de ensaio € o intervalo entre os niveis inferior e
superior de concentragdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com precisdo, exatiddo e linearidade exigidas, sob as condi¢cbes
especificas do ensaio. A faixa linear € definida como sendo a faixa de concentragcéo
na qual a detectabilidade pode ser considerada constante e € normalmente expressa

nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico (INMETRO, 2003).
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2.8.3 Limite de Deteccéao (LOD) e de Quantificacéo (LOQ)

O LOD representa a menor concentracdo do analito que pode ser detectada,
e 0 LOQ expressam a menor concentracdo do analito que pode ser quantificada, ao
empregar-se um determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004). S&o
geralmente expressos em unidades de concentracdo (CHASIN et al., 1998).

Ha varias maneiras de se calcular o LOD, como através do método visual,
meétodo da relacao sinal/ruido e aquele baseado em parametros da curva analitica.

Nesse estudo, a maneira utilizada para a obtencéo da estimativa do LOD e do
LOQ, tanto do instrumento como do método, esta descrita no item 3.7.3.

2.8.4 Exatidao

E uma medida da concordancia existente entre os dados obtidos em uma
determinada medida e um valor de referéncia assumido como sendo o verdadeiro
(RIBANI et al., 2004).

A exatiddo representa a existéncia de erros sistematicos, e € um dos critérios
mais importantes para o julgamento do desempenho de um método analitico.

Na indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatiddo pode ser
avaliada através dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo (CODEX
ALIMENTARIUS, 2001) (geralmente expressa em percentual), podendo ser
calculada pela Equacéao 1.

R%:ﬁxloo

3

Equacéao 1

onde:
C; = Concentracdo determinada na amostra fortificada;
C, = Concentracao determinada na amostra nao fortificada,

C3 = Concentracao usada para fortificacao.
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Em geral, sdo aceitos intervalos de recuperacdo entre 70 e 120%, com
precisdo de até 20% para a maioria dos métodos analiticos, inclusive para andlise
de residuos de agrotoxicos (SANCO, 2010).

2.8.5 Precisao

E o termo geral utilizado para avaliar a dispersédo dos resultados de ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
solucBes analiticas de referéncia, analisadas em condi¢gdes definidas (INMETRO,
2004).

A precisdo pode ser numericamente expressa em termos de estimativa do

desvio padréo relativo (RSD) (Equacéo 2).

RSD% = —- x 100 Equagéio 2
X

m
onde:
s = estimativa do desvio padr&o absoluto = {£(x; — Xm)* / N — 1} **;
x; = valores individuais; X, = média das medidas em replicatas;

N = nimero de medidas.

Para métodos empregados em determinagdes ao nivel de tracos, valores de
RSD% de até 20% sao aceitaveis (HUBER, 1998).
A precisdo pode ser determinada em termos de repetitividade, precisdo

intermediéaria e reprodutibilidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental deste trabalho consistiu na otimizacao e
validacdo do Método QUEChERS para a extracdo simultanea de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal (carne,
figado, rim, leite e ovos) e posterior quantificagdo por LC-MS/MS.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Analises de Residuos de
Agrotoxicos (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM).

3.1 Instrumentacéao

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo
descritos abaixo:
v Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
v Balanca analitica de precisdao AND, modelo SV-200 (Japao);
v' Centrifuga Thermo Fisher Scientific, modelo IEC CENTRA CL2 (Waltham,
MA, USA);
v" Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canadd);
v Processador de Alimentos VariMix (Targo, Espanha);
v Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, Bedford, MA,
USA).
v’ Sistema LC-MS/MS: Cromatégrafo a Liquido Varian 320-MS, equipado com:
= Detector MS, 320-MS TQ Mass Spectrometer com fonte API, utilizando
0 modo de ionizacgao por eletronebulizacao (Varian, EUA);
= Amostrador automatico ProStar 410, bomba quaternaria 212-LC, forno
para coluna e sistema de desgaseificacao (Varian, EUA);
= Coluna analitica Pursuit XRS Cig, (100 x 2,0 mm d.i) e 2,8 pm de
tamanho de particula (Varian, EUA)
= Sistema de aquisicdo de dados atraveés do Software MS Workstation
Version 6.0 (Varian, EUA);
= Sistema gerador de nitrogénio da marca Domnick Hunter LC/MS 12/2.
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3.2 Reagentes, solventes e materiais utilizados

v Acetato de sddio anidro p.a. (J.T. Baker, Estados Unidos);

v Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

v' Acido acético glacial 96% (Merck, RJ, Brasil);

v' Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3® (resistividade de
18,2 MQ cm);

v Citrato de sédio diidratado (Sigma Aldrich, Estados Unidos);

v Cloreto de sédio p.a. (Merck, Brasil);

v' Extran® neutro (Merck, Brasil);

v" Formiato de Aménio (Sigma Aldrich, Estados Unidos);

v Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

v' Gas argbnio 6.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS (White
Martins, Brasil);

v Hidrogenocitrato de sddio sesquiidratado (Sigma Aldrich, Estados Unidos);

v" Metanol grau HPLC (Mallinckrodt, NJ, USA);

v' Padr6es solidos dos agrotéxicos, conforme Tabela 2.

v" Sorvente C;g com tamanho de particulas de 40 um (Varian, Estados Unidos);

v' Sorvente PSA com tamanho de particulas de 40 um (Varian, Estados Unidos);

v Sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker, Japao);

v" Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 e 15 mL

(Sarstedt, Alemanha);

v" Vidrarias comum de laboratdrio;

3.3 Processamento das amostras

As amostras “branco” das matrizes avaliadas neste estudo foram adquiridas

em supermercados de Santa Maria e processadas conforme descrito abaixo:

a) carne, figado e rim: porcbes de 500 g foram processadas até completa
homogeneizagdo, com auxilio do processador VariMix, e a seguir foram

acondicionadas em freezer (abaixo de — 4 °C), até sua utilizagéo.
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b) ovo: as amostras de ovo (sem a casca), ap0s homogeneizacdo com o0
processador VariMix, foram imediatamente submetidas ao processo de extragao.

c) leite: néo foi realizada nenhuma etapa prévia de processamento.

3.4 Preparo das solucdes analiticas

A Tabela 2 apresenta o nome, grau de pureza, classe, grupo quimico e LMR
dos padrdes analiticos sélidos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.

Para o preparo das solucbes analiticas estoques, efetuou-se o céalculo para
determinar a quantidade de cada padrdo solido a ser pesado, para se obterem-se
solucdes individuais de cada composto, na concentragcdo de 1000 ug mL™.

Prepararam-se individualmente, 10 mL da solucdo estoque 1000 mg L™ de
cada pesticida e medicamento veterinario, considerando a pureza dos padrées
sélidos. A massa do padrao sélido pesado foi dissolvida em metanol grau HPLC e as
solugdes estoque foram armazenadas em frascos ambar a temperatura menor que -
4 °C.

Apds, foram preparadas solu¢des analiticas individuais de cada composto em
estudo, na concentracdo de 100 mg L™*, em metanol. A partir destas solucées,

preparou-se uma mistura na concentracdo 5 mg L™ contendo todos os compostos.
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Tabela 2 - Informacdes dos padrbes analiticos sélidos de agrotéxicos e medicamentos

veterinarios utilizados

LMR (g kg™)

. Purez ..
n° Pesticida uoe a Classe  Grupo Quimico
(%) MAPA CODEX
Acido
1 24D 99,0 H ariloxialcandico 10(0)
2 245T 98,5 H _Acido
ariloxialcandéico
3  3-OH carbofurano 98,6 | Carbamato
4 atrazina 99,0 H Triazina
5 azinfos etilico 97,7 | Organofosforado 20(M)/50(L)
6 azinfos metilico 99,0 I Organofosforado 40(M)/20(L)
7  azoxistrobina 99,0 F Estrobirulina
8 bentazona 97,0 H Benzotiadiazinona 50(0)
N Acido
9O  bispiribaque 99,0 H pirimidiniloxibenzoico
10 bitertanol 98,5 F Triazol 10(0)
11 Dboscalida 99,5 F Carbaxamida
12 bromoconazole 99,0 F Triazol
13 buprofezina 99,0 I Tiadizinona
14 carbaril 98,5 I Carbamato 20(L)/3000(R) 1000(F)
15 carbendazina 99,0 F Benzimidazol 50(0)
16 carbofurano 98,5 I Carbamato 100(M)(L)
17 carboxim 99,9 F Anilida
18 cianizina 99,0 H Clorotriazina
19 clomazone 98,5 H Triazina
20 cloranfenicol 98,5 A Aminopropanodiol 0,3(0)
21 clorimurom 97,0 H Sulfoniluréia
22 clorpirifos etilico 99,5 I Organofosforado 10(M)(L) 10(0)
23 clorpirifos metilico 97,0 I Organofosforado 10M)(L) 50(0)
24  clorprofam 99,5 H Carbanilato 200(L)
50(F)(R)/
. s 500(G)/ 30(M)(L)/
25 deltametrina 99,0 Piretroide 30(R)(F) 500(G)/30(F)/
20(0)/50(L)
2000(G)/
26 diazinona 99,0 Organofosforado %%(('\é))((ll‘:))/ 30(F){%0(O)/
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27 diclofluanida 99,0 F Sulfamida

28 difenoconazole 99,0 F Triazol

29 dimetoato 98,0 I Organofosforado 50(L) 50(0)
30 epoxiconazole 99,0 F Triazol

31 etiona 96,5 I Organofosforado

32 fempropatrina 99,5 I Piretréide 10(0)

33 fempropimorfe 94,5 F Morfolina 50(50)/300(F) 10(0)
34 fenarimol 97,5 F Pirimidina

35 fentiona 97,0 I Organofosforado

36 fipronil 96,5 I Pirazol 20(0)
37 fluguiconazole 98,5 F Triazol

38 fluroxipir 96,5 H Piridina

39 flutalonil 99,0 F Carboxamida 100(R)/200(F) 50(0)
40 imazalil 97,5 F Imidazol

41 imidacloprido 98,0 I Neonicotinoide 20(0)
42 iprovalicarbe 97,5 F Carbamato

43 linurom 99,4 H Ureia

44 malationa 99,0 I Organofosforado

45 mecarbam 98,0 I Organofosforado

46 mepronil 99,0 F Carboxamida

47 meticonazole 99,0 F Triazol

48 metalaxil 99,5 F Fenilamida

49 metamidofos 98,5 I Organofosforado 20(M)/10(L)

50 metiocarbe sulfona 99,0 | Carbamato

51 metiocarbe sulfoxido 95,0 I Carbamato

52 metsulfurom metilico 99,0 H Sulfoniluréia

53 mevinfos 92,0 | Organofosforado 20(M)/50(L)

54  miclobutanil 98,5 F Triazol

55  monensina 98,0 A lonéforo 10(F)

56 monocrotofos 97,5 | Organofosforado

57 monolinurom 99,0 H Uréia

58 oxamil 97,0 I Carbamato 50(M)(L) 20(0)
59 Paraoxon etilico 99,0 I Organofosforado

60 pendimetalina 98,0 H Dinitroanilina

61 piraclostrobina 97,5 F Metoxicarbamato

50(0)
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62 pirazofos 97,0 I Organofosforado

63 piridaben 99,0 H Organoclorado

64 piridafetiona 97,5 F Organofosforado

65 piridato 96,5 I Piridazina

66 pirimetanil 99,0 I Anilinopirimidina

67 pirimicarbe 98,5 F Carbamato 10(0)

68 pirimifos metilico 99,0 F Organofosforado 10(M)/50(L) 10(0)
69 procloraz 97,0 H Imidazol 100(0)
70 profenofos 98,0 Ac Organofosforado 20(0)
71 profoxidim 97,5 F Oxima

72 propargito 96,0 H Ester sulfito

73 propiconazole 99,0 I Triazol 10(0)
74 propizamida 99,5 H Benzimidazol

75 propoxur 99,0 F Carbamato 50(M)(L)

76 quinclorac 97,6 An Quinoﬁr?i)dcc;rboxil

77 quinoxifeno 99,0 B Quinolina 10(%{5(’)2(0)
78 robenidina 95,0 A Guanidina

79 salbutamol 99,0 H Betagonista 5(F)/0,1(U)

80 salinomicina 98,0 A lonéforo

81 simazina 98,5 A Clorotriazina

82 sulfadimetoxina 97,5 A Sulfonamida 100(F)(O)(L)

83 sulfametazina 99,0 F Sulfonamida 100(F)(L)

84 sulfatiazol 99,5 I Sulfonamida 100(F)(O)(L)

85 tebuconazole 98,8 H Triazol 30(L) 10(0)
86 terbufos 94,0 F Organofosforado 10(0)
87 terbutilazina 99,0 | Clorotriazina

88 tetraconazole 98,5 I Triazol

89 tiacloprido 98,0 I Neonicotindide

90 tiametoxam 98,0 F Neonicotindide

91 tiodicarbe 99,5 F Carbamato oxima

92 Tolclofos metilico 99,5 F Hid;?;;;t;ﬁ:%eto

03 triadimefom 99,5 I Triazol

94 triadimenol 98,0 I Triazol 10(0)
95 triazofos 97,0 F Organofosforado
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96 triclorfom 97,0 F Organofosforado

97 trifloxistrobina 99,0 A Oximinoacetato 40(R)/50(F) 40(0)
98 triflumizole 98,5 I Imidazol

99 trimetroprima 99,5 A Pirimidina

100 vamidationa 98,0 F Organofosforado

*Todos os padrfes solidos foram adquidiridos da empresa Dr. Ehrenstorfer
A (Antibidtico); Ac (Acaricida); An (Anticoccidiano) (H) Herbicida; (I) Inseticida; (F) Fungicida;
F(Figado); G(Gordura); L(Leite); M(Musculo); O(Ovo); R(Rim)

A partir da mistura 5,0 mg L™, foram preparadas as solucdes de trabalho nas
concentracdes de 2,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0 e 500,0 pg L™ em
acetonitrila e nos extratos das matrizes avaliadas (carne, figado, rim, leite e ovo).
Para injecdo no sistema LC-MS/MS, foram realizadas diluicbes na proporcdo 1:1
(v/v) destas solucbes em fase movel (solugdo 5 mmol L™ de formiato de aménio e
metanol), de modo que as concentracdes finais das solu¢des de trabalho avaliadas
foram 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0, 200,0 e 250,0 pug L. Estas solucées de
trabalho foram utilizadas para o estudo da linearidade do método. Todas as solucdes

foram armazenadas em frascos ambar e estocadas abaixo de - 4 °C.

3.5 Otimizacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para determinacéao
simultanea de residuos de agrotdéxicos e medicamentos veterinarios em

amostras de origem animal

Neste trabalho, as andlises foram realizadas empregando a Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS). Este sistema
apresenta maior detectabilidade e seletividade em relacdo aos sistemas acoplados a
detectores convencionais. Além disso, LC-MS/MS possibilita eliminar interferéncias
espectrais e minimizar o problema de co-eluicdo de substancias encontradas, sendo
o detector de massas uma ferramenta analitica essencial para analise e confirmacao
dos analitos de interesse em niveis de tragos. A seguir, estdo descritos os principais
parametros do sistema cromatografico LC-MS/MS que foram otimizados para a

determinacdo dos compostos em estudo.
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3.5.1 Escolha da fase moével

A escolha da fase movel foi realizada através de informacdes obtidas por
meio de revisdo bibliografica sobre o assunto (PIZZUTTI, et al. 2007). Neste
trabalho, a fase mével empregada foi solucdo 5 mmol L™ de formiato de aménio

(solvente A) e metanol (solvente B) Tabela 3, em uma programacéo linear.

Tabela 3. Gradiente utilizado para eluigao dos compostos

Tempo (min) % A % B
0,00 75 25
2,00 75 25
15,00 5 95
Gradiente 1
20,00 5 95
25,00 75 25
30,00 75 25

% A: Solucao 5 mmol L™ de formiato de aménio

% B: metanol

3.5.2 Condicbes do sistema de deteccao

A fim de obterem as condi¢des 6timas de andlise de cada um dos compostos
em estudo, foram realizadas injecfes diretas no espectrébmetro de massas, com
solucéo analitica padrdo 1,0 mg L™ de cada composto individualmente. A partir das
infusdes foi selecionado 0 modo de ionizagédo da fonte (eletrobulizagao positiva e/ou
eletronebulizacao negativa), voltagem do capilar, energias de colisdo para
fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos, temperatura da fonte, temperatura
e pressado do gas de dessolvatacédo para secagem do solvente.

Apés a escolha destas condi¢cbes, foram selecionados os ions a serem

monitorados para quantificacéo e qualificacdo dos compostos estudados.
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3.6 Otimizacdo do método QUEChERS para analise simultanea de agrotoxicos

e medicamentos veterinarios em amostras de origem animal

Devido a complexidade das amostras em estudo (carne, figado, rim, leite e
ovo) e também aos baixos niveis de concentragdo em que estes compostos podem
ser encontrados, o preparo de amostra se torna uma importante etapa da analise
para a obtencéo de resultados confiaveis.

Neste trabalho foram realizadas modificacdes no método QUEChERS original,
proposto por ANASTASSIADES et al. (2003). Para isto, foram realizados alguns
ensaios para obterem os melhores percentuais de extracdo dos compostos em

estudo.

3.6.1 Ensaio 1

Para avaliar a eficiéncia da extracdo do método QUEChERS acetato (Figura
2), pesaram-se 15,0 £ 0,1 g de amostra, diretamente em tubo de polipropileno
(capacidade 50 mL) com tampa rosqueada. Realizaram-se fortificacbes (n=6) no
nivel 25,0 pg kg*, contendo os agrotéxicos e os medicamentos veterinarios em
estudo. ApGs o tempo de contato de 30 min, adicionaram-se, 15 mL de acetonitrila
(1% HAC) e realizou-se agitacdo manual e vigorosa por cerca de 1 min. Em seguida,
acrescentaram-se 6,0 g de sulfato de magnésio anidro, 1,5 g de acetato de sédio,
seguido de agitacdo manual por 1 min e centrifugacéo a 3500 rpm por 8 min.

Posteriormente, transferiram-se 4 mL do sobrenadante para outro tubo de
polipropileno (capacidade de 15 mL), contendo 600 mg de sulfato de magnésio
anidro e 200 mg de PSA, sendo novamente agitados manualmente por 1 min, e
centrifugados como citado anteriormente. ApoOs, o sobrenadante foi retirado e

colocado em vial com capacidade para + 2 mL, seguido de analise por LC-MS/MS.
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EXTRACA O

Agitacdo manual 1 min

6 g MgSO,

PARTICA O -
1,5g CH;COONa

Agitacdo manual 1 min
Centrifugacgao

(8 min — 3500 rpm)
1 mL sobrenadante

+
150 mg MgSO,

= Agitacdo manual 1 min
50 mg PSA Centrifugacéo

(8 min — 3500 rpm)
Andlise
Cromatografica

Figura 2. Representacdo esquematica do ensaio 1 (método QUEChERS acetato)

para analise de residuos de agrotdxicos e medicamentos veterinarios em amostras

de origem animal.

3.6.2 Ensaio 2

No ensaio 2, buscou-se avaliar o0 método QUEChERS citrato (Figura 3).
Pesou-se 10,0 + 0,1 g de amostra, diretamente em tubo de polipropileno
(capacidade 50 mL) com tampa rosqueada. Realizaram-se fortificacdes (n=6) no
nivel 25,0 pg kg™, contendo os agrotéxicos e os medicamentos veterinarios em
estudo. ApGs o tempo de contato de 30 min, adicionaram-se, 10 mL de acetonitrila
contendo 1% (v/v) de acido acético e realizou-se agitacdo manual e vigorosa por
cerca de 1 min. Em seguida, acrescentaram-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro,
1,0 g de cloreto de sédio, 1 g de citrato de sodio diidratado e 0,5 g de
hidrogenocitrato sesquiidrato de sodio, seguido de agitagdo manual por 1 min e
centrifugacéo a 3500 rpm por 8 min. Transferiram-se 4 mL do sobrenadante para
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outro tubo com capacidade de 15 mL, contendo 600 mg de sulfato de magnésio
anidro e 100 mg de C18, sendo novamente agitados manualmente por 1 min, e
centrifugados como citado anteriormente. Apds, o sobrenadante foi retirado e
colocado em vial com capacidade para = 2 mL, seguido de analise por LC-MS/MS.

EXTRACA O

Agitacdo manual 1 min
4 g MgSO,
+

1 g NaCl
+

PARTICA O 1 g CgHs Naz0,.2H,0

+

0,59 CeHs Naz07.1,5H,0 Agitacdo manual 1 min

Centrifugacéo
1 mL sobrenadante (8 min — 3500 rpm)
-+
150 mg MgSO,
+
25 mg PSA Agitacao manual~1 min
Centrifugacéo

Analise (8 min — 3500 rpm)
Cromatografica

Figura 3. Representagdo esquematica do ensaio 2 (método QUEChERS citrato)
para analise de residuos de agrotdxicos e medicamentos veterinarios em amostras

de origem animal.

3.6.3 Ensaio 3

No ensaio 3, avaliaram-se os percentuais de recuperacao obtidos através da
utilizacdo do método QUEChERS modificado (Figura 4). Desta maneira, pesaram-se
10,0 £ 0,1 g de amostra, diretamente em tubos de polipropileno com tampa

rosqueada (capacidade de 50 mL). Realizaram-se fortificacbes (n=6) no nivel 25,0
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ng kg™, contendo os compostos estudados. Adicionaram-se, 10 mL de acetonitrila
contendo 1% (v/v) de acido acético e realizou-se agitacdo manual e vigorosa por
cerca de 1 min. Em seguida, acrescentaram-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro
e 1,7 g de acetato de sodio anidro, seguido de agitacdo manual por 1 min e
centrifugagcdo a 3500 rpm por 8 min. Na sequéncia, transferiram-se 4 mL do extrato
liguido para outro tubo de polipropileno (capacidade de 15 mL), contendo 600 mg
de sulfato de magnésio anidro e 500 mg de Cig, sendo novamente agitados
manualmente por 1 min, e centrifugados como citado anteriormente. Apds, o
sobrenadante foi retirado e colocado em vial com capacidade para £ 2 mL, seguido
de analise por LC-MS/MS.

EXTRACA O
Agitacdo manual 1 min

49 MgSO,
PARTICA O +

1,7 g CH,COONa

Agitagdo manual 1 min
Centrifugacao
1 mL sobrenadante (8 min — 3500 rpm)
+
150 mg MgSO,
+

o ) Agitagdo manual 1 min
Ali Centrifugacéo
Andlise -

Figura 4. Representacdo esquemaética do ensaio 3 (método QUEChERS modificado)

para analise de residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em amostras

de origem animal.
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3.7 Validacdo do método QUEChERS modificado para andlise de agrotdxicos e

medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal.

Neste trabalho os parametros utilizados para a validacdo do método analitico
foram: seletividade, curva analitica, linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, exatiddao (recuperagcdo) e precisdo (repetitividade e precisdo
intermediaria) (SANCO, 2010; INMETRO, 2010; ANVISA, 2010).

3.7.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada por comparacdo dos cromatogramas obtidos por
injegdes no sistema LC-MS/MS de extratos de amostras branco e fortificadas. Este
ensaio teve por objetivo avaliar a ocorréncia de co-eluicdo de interferentes da matriz

e dos analitos de interesse.

3.7.2 Determinacao da Linearidade das Curvas Analiticas

Avaliou-se a linearidade das curvas analiticas a partir das solucfes analiticas
preparadas no item 3.3, tanto em solvente, quanto nos extratos da matriz, nas
concentracdes de 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 250,0 pg L™.

Posteriormente, realizaram-se os calculos da média das areas, do RSD (%),
da equacdo da curva analitica bem como do coeficiente de determinacéo (r?), e da

faixa de linearidade, para cada composto analisado por LC-MS/MS.

3.7.3 Determinacgéo da Estimativa do LOD e LOQ do Instrumento e do Método

A partir da avaliagdo dos dados de linearidade das curvas analiticas, de cada
um dos compostos estudados, procedeu-se a determinacdo da estimativa do LOD
do instrumento (LOD;) e do método (LOD,), bem como do LOQ do instrumento
(LOQj) e do método (LOQn,) (PIZZUTTI, 2007).
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A partir, das areas e do RSD% (6 réplicas), de cada composto, presente nas
oito solucdes analiticas estudadas, aplicando-se a Equagdo 1, obteve-se a

estimativa do LOD;, em ug L™.

LOD; (ug ML) =3 xRSD x C (1)
onde:
RSD: Desvio padrao relativo das areas obtidas;

C: Concentracéo da solucéo analitica.

Multiplicando-se o valor estimado do LOD; pelo fator de concentragdo ou
diluicdo do método de extracdo (fator = 1), obtém-se a estimativa do LOD,, em ug

-1

kg™.
A partir do LOD;, aplicando-se a Equacéao 2, obtém-se o LOQ).
LOQ; (ug mL™) = LOD; x 3,33 (2)

Multiplicando-se o LOQ);, pelo fator de concentracdo ou diluicdo do método de
extragdo, obtém-se o LOQ. estimado. Mas, se considera o valor verdadeiro do
LOQm (em pg kg™), como sendo a menor concentracdo que, ao ser fortificada na
matriz, apresentar recuperacfes entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a
20%.

3.7.4 Ensaios de fortificacdo utilizando o Método QUEChERS modificado para
avaliacdo da exatidao

Neste trabalho, para o estudo da exatiddo do método, foram utilizados
ensaios de fortificagdo, avaliando-se, dessa maneira, a recuperagdo dos compostos
em estudo. Foram realizadas fortificagbes das amostras branco em trés niveis de
concentracdo 10; 25 e 50 pg kg™ para carne, figado, rim e ovo e 10; 25 e 50 pg L™
para leite.

A exatiddo é expressa em percentagem e foi calculada conforme a Equacgéo 3
(INMETRO, 2007):
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R (%) = %xlOO 3)

3

Onde:
C: = Concentracao determinada na amostra fortificada;
C, = Concentracdo determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentracdo usada para fortificagéo.

O procedimento de extracdo das amostras fortificadas foi realizado utilizando
amostras “branco”, isto €&, livre da presenca dos agrotoxicos e medicamentos
veterinarios em estudo.

Inicialmente, para o procedimento de extracdo do método QUEChERS
modificado, pesaram-se 10,0 = 0,1 g de amostra diretamente em tubos de
polipropileno, com tampa rosqueada (capacidade de 50 mL). Logo apd@s, efetuou-se
a fortificacdo em 3 niveis, nas concentracdes de 10; 25 e 50 pg kg™*. O tempo de
contato entre a amostra e os analitos foi de 30 min. Apds, adicionaram-se, 10 mL de
acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético, efetuou-se agitacdo manual e
vigorosa por 1 min. Decorrido este tempo, acrescentaram-se 4,0 g sulfato de
magnésio anidro e 1,7 g de acetato de sédio. Novamente, efetuou-se agitacao
manual e vigorosa por 1 min e posterior etapa de centrifugacéo a 3500 rpm, durante
8 min.

Durante a etapa de limpeza dispersivo, transferiu-se 4 mL do sobrenadante
para outro tubo de polipropileno (capacidade de 15 mL), contendo 600 mg de sulfato
de magnésio anidro e 500 mg de Cig, sendo novamente agitados manualmente por
1 min, e centrifugados como citado anteriormente. Apds, em vial com capacidade
para £ 2 mL, realizou-se uma diluicdo na proporc¢ao 1:1 (v/v) do extrato final na fase
movel, no qual foram adicionados 0,5 mL do extrato obtido apds o limpeza
dispersivo e 0,5 mL de fase moével (solugdo 5 mmol L™ de formiato de aménio e

metanol), seguido de andlise por LC-MS/MS.
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3.7.5 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

A precisdo pode ser avaliada através de um valor numérico (RSD) que é

calculado através da Equacéo 4.

RSD (%) = szloo @)

m

Onde:

s = estimativa de desvio padrao absoluto;
s = {3(Xi — Xm)* N- 1}*2;

x; = valores individuais;

Xm = média das medidas em replicatas;

n = nimero de medidas.

Neste trabalho, o estudo da precisdo do instrumento foi realizado efetuando-
se trés injecOes de cada concentracdo das solucdes analiticas preparadas no extrato
da matriz, no sistema LC-MS/MS.

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,) foi efetuada
procedendo-se a extracdo e analise das amostras fortificadas. Foram realizadas seis
extracGes de cada nivel de fortificacdo e cada um dos extratos foi injetado uma vez.

A precisdo intermediaria (RSDp) do metodo foi avaliada utilizando dias
diferentes para a injecdo dos padrdes dos agrotoxicos e das amostras fortificadas.

3.7.6 Avaliacéo do Efeito Matriz

Para a avaliacdo da existéncia do efeito matriz dos extratos obtidos, realizou-
se a comparacao entre as areas obtidas das solu¢des analiticas (25,0; 10,0 e 5,0 ug
LY) em solvente (acetonitrila) e daquelas obtidas com solucdes analiticas
preparadas nos extratos de carne, figado, rim, leite e ovos. O calculo foi efetuado
através da Equacéo 5 (P1ZZUTTI, 2007).

EfeitoMatr iz% = % x100  (5)

2
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onde:

X1= Média das areas da solucdo analitica de cada composto avaliado, preparado no
extrato da matriz, numa dada concentracao;

X,= Média das areas da solucdo analitica de cada composto avaliado, preparada em

solvente, numa dada concentracao.

Assim, verifica se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou
negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da andlise. Quando o resultado for
acima de 10% considera-se que o efeito matriz comega a exercer influéncia nas

analises.

3.8 Aplicagdo do método

O método desenvolvido e validado foi aplicado para a determinacdo de
residuos dos agrotéxicos e medicamentos veterindrios em amostras de carne,
figado, rim, leite e ovo adquiridos em supermercados da regido de Santa Maria-RS
no periodo de janeiro e fevereiro de 2011.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para determinacédo de

agrotoxicos e medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal
A Tabela 4 apresenta as condicdes empregadas no sistema cromatografico

LC-MS/MS para determinacdo dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios

avaliados neste estudo.

Tabela 4. Condi¢cdes empregadas no sistema cromatografico LC-MS/MS

Parametros LC-MS/MS
Coluna analitica Pursuit XRS Ci5 (100 x 2,0 mm d.i, 2,4 pm)
Fase movel Formiato de Amdnio 5 mmol L™ (A) e Metanol (B)

75% (A) e 25% (B) de 0 a 2 min; alterando até 5% (A) e
Gradiente de eluicio 95% (B) em 15 min (permanecendo até 20 min);
alternando até atingir 75% (A) e 25% (B) em 25 min
(permanecendo até 30 min).

Vazdo 0,15 mL min*
Volume de injecao 3 uL
Fonte de ionizagao ESI

Espectrometro de massas, do tipo Triplo Quadrupolo,
Detector
operando no modo MS/MS

% A: formiato de amonio 5 mmol L™

% B: metanol

A andlise cromatogréafica dos 100 compostos avaliados por LC-MS/MS foi
realizada em cerca de 23 min, sendo necessario mais 7,0 min para o reequilibrio da
coluna as condicdes iniciais do gradiente, resultando em um tempo total de analise
de 30 min.
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4.2 Condic¢fes de Anélise por LC-MS/MS

A partir da realizacdo das infusdes, de cada um dos compostos, foram
determinadas quais as melhores condi¢cdes de fragmentacdo dos ions monitorados
utilizando a fonte de ionizacdo na temperatura de 50 °C, a temperatura do gas de
dessolvatacéo (N,) foi de 250 °C, a pressédo do gas de dessolvatacao foi de 40 psi, e
a pressao do gas de secagem foi de 20 psi.

A fonte de ionizacdo APl foi empregada com interface ESI, devido a
moderada polaridade da maioria dos analitos. ESI € a interface mais indicada para
compostos neutros ou polares, que podem ser protonados ou desprotonados em
condi¢cBes apropriadas de pH. Na ESI ocorre a producédo de ions do analito na fase
liquida, a transformacdo destes em ions gasosos, que em seguida séo introduzidos
no espectrometro de massas (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

A Tabela 5 apresenta os agrotoxicos e medicamentos veterinarios analisados
por LC-MS/MS, usando modo de ionizacdo ESI+ e ESI-, modo de aquisicdo MRM,
0s ions precursores e ions produtos, energia de colisdo as transicdes monitoradas e
tempo de retencdo dos compostos estudados.

Para cada composto, quando possivel, foram selecionadas duas transi¢cdes
caracteristicas, como apresentado na Tabela 5. A transicdo mais intensa (mais
estavel) foi utilizada para a quantificacdo dos compostos e a segunda transicdo mais
intensa para a confirmacdo dos mesmos.

A Figura 5 apresenta os cromatogramas de ions totais obtidos por LC-MS/MS
para solucdes analiticas (25 ug L™) preparadas no solvente (acetonitrila) e nas
matrizes avaliadas (carne, figado, rim, leite e ovo) contendo os 100 agrotdxicos e 0s
medicamentos veterinarios. A Figura 6 apresenta um cromatograma obtido por LC-
MS/MS modo MRM (contendo as transicdes de quantificacdo), para solucdes

analiticas (25 pg L™) preparada no extrato “branco” de leite.
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Tabela 5. Agrotoxicos e medicamentos veterindrios quantificados por LC-MS/MS modo ESI (+/-) e

modo de aquisicdo MRM, tempo de retencédo, ions precursores, ions produtos e energia de colisdo

para as duas transicdes monitoradas

tr

1% Transicédo
Quantificacéo

2% Transicéo
Confirmacgéo

° (min) Compostos (+1-) fon fon Energia de fon fon Eng;gla
Precursor Produto Colisdao  Precursor Produto Coliszo
(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z)
(ev)
E 1 2,581 metamidofos + 142,0 93,8 12,5 142,0 124,8 12,5
0 2 3,533 sulfatiazol + 256,0 155,9 12,5 256,0 91,9 23,0
A8 3 3,610 salbutamol + 240,0 147,9 13,0 240,0 222,0 7,0
S 4 4,384 oxamil + 237,0 71,9 5,5 237,0 89,9 5,0
5 6,186 tiametoxam + 292,0 210,9 11,0 292,0 181,0 19,5
6 6,260 sulfametazina + 279,0 185,9 15,0 279,0 155,9 17,0
7 6,627 monocrotofos + 2240 192,9 7,0 2240 126,9 13,5
8 6,997 quinclorac - 242,0 223,8 13,0 242,0 160,9 37,0
9 7,146 bentazona - 239,0 131,7 25,5 239,0 196,6 19,0
metsulfurom
10 7,328 metilico + 382,0 167,5 12,0 382,0 198,9 19,5
. 11 7,393 fluroxipir - 252,8 194,5 11,5 252,8 232,6 6,0
E 12 7,782 imidacloprido + 256,1 209,0 14,0 256,1 175,0 17,0
°f 13 7,928 sulfadimetoxina + 311,0 155,9 17,5 311,0 107,9 25,5
1n metiocarbe
14 8,091 sulfoxido + 275,0 258,0 8,5 275,0 201,0 14,0
15 8,274 trimetroprima + 291,0 230,0 21,5 291,0 260,9 23,5
16 8,521 vamidationa + 288,0 145,9 10,0 288,0 117,8 20,0
17 8,702 3-OH + 238,0 163,0 12,0 238,0 220,0 6,0
18 8,872 triclorfom + 257,0 108,8 15,5 257,0 220,8 11,0
19 8,916 dimetoato + 230,0 198,9 8,5 230,0 124,8 19,5
metiocarbe
20 8,962 sulfona + 2420 185,0 9,5 242,0 170,0 19,5
g 21 9,616 tiacloprido + 252,9 125,8 18,0 252,9 185,9 12,5
N 22 9,848 mevinfos + 242.1 126,8 14,5 242,1 192,9 7,5
:-r' 23 9,903 cloranfenicol - 321,0 151,7 16,5 321,0 256,7 10,5
@ 24 9,956 carbendazina + 192,0 160,0 15,0 192,0 131,9 27,0
25 11,079 2,4D - 219,0 194.,5 11,0 219,0 158,6 28,0
26 11,136 cianizina + 241,0 2149 14,0 241,0 131,9 21,5
e 27 11,406 clorimurom + 415,0 186,0 15,0 415,0 277,9 15,0
; 28 11,681 propoxur + 210,0 110,9 10,0 210,0 168,0 5,0
L‘j 29 11,746 carbofurano + 2220 165,0 7,5 222,0 122,9 16,5
Lc'\r; 30 11,853 simazina + 202,0 131,9 19,5 202,0 123,9 18,0
™ 31 12,242 carboxim + 236,0 142,8 10,5 236,0 86,8 21,0
32 12,252 carbaril + 202,0 144,9 8,0 202,0 126,9 26,5
33 12,300 tiodicarbe + 355,0 87,9 9,0 355,0 107,9 11,5
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34 12,651 monolinurom + 215,0 125,8 15,0 215,0 147,9 12,0
35 12,675 245T - 252,8 160,6 11,5
36 12,762 bispiribaque + 453,0 296,6 17 453,0 179,0 18,5
37 12,885 pirimicarbe + 239,0 182,0 12,5
38 12,915 paraoxon + 293,0 219,9 16,0 293,0 275,9 8,5
39 13,241 pendimetalina + 216,0 174,0 15,5 216,0 103,8 26,0
40 13,242 atrazina + 216,0 173,9 13,5 216,0 103,8 24,5
41 13,273 metalaxil + 280,0 220,0 12,0 280,0 248,0 9,0
42 13,824 azinfos metilico + 318,0 131,9 11,0 318,0 160,0 5,0
43 13,834 azoxistrobina + 404,0 372,0 14,5 404,0 328,9 30,0
44 13,968 clomazone + 240,0 1249 18,0 240,0 88,9 39,5
45 14,425 linurom + 249,1 159,9 16,0 249,1 181,9 13,5
46 14,467 boscalida + 343,0 306,9 17,5 343,0 270,9 30,5
47 14,548 terbutilazina + 230,0 174,0 12,0 230,0 131,9 20,5
48 14,599 flutalonil + 324,2 261,9 16,5 324,2 241,9 23,0
49 14,600 pirimetanil + 200,0 106,9 21,0
50 14,681 malationa + 331,0 126,9 9,0 331,0 284.9 8,0
51 14,826 mepronil + 270,0 228,0 15,0 270,0 118,9 20,5
52 14,841 triadimefom + 294,0 2249 12,0 294,0 197,0 14,5
E 53 14,852 piridafetiona + 341,0 189,0 20,0 341,0 204,9 20,0
03 54 14,880 miclobutanil + 289,1 69,9 11,5 289,1 1249 25,0
§ 55 14,983 propizamida + 255,9 189,9 10,5 255,9 172,9 18,0
@ 56 14,986 clorprofam + 2140 1719 6,0 214,0 153,9 140
57 15,012 triazofos + 314,0 162,0 16,0 314,0 118,9 32,0
58 15,156 diclofluanida + 350,0 223,8 14,0 350,0 332,8 7,5
59 15,163 iprovalicarbe + 321,0 203,0 8,0 321,0 118,9 14,0
60 15,184 fluquiconazole + 376,0 306,8 24,0 376,0 348,9 18,5
61 15,227 triadimenol + 296,0 69,9 5,5 296,0 227,1 9,0
62 15,279 azinfos etilico + 346,0 131,9 12,0 346,0 160,0 5,5
63 15,296 tetraconazole + 372,0 158,9 24,0
64 15,357 fenarimol + 331,0 267,9 225 331,0 258.,9 24,5
65 15,381 mecarbam + 330,0 226,9 7,0 330,0 198,9 13,0
66 15,466 epoxiconazole + 330,0 120,9 17,5 330,0 122,9 12,5
67 15,656 fipronil - 435,0 329,7 15,5 435,0 249,6 26,5
68 16,248 imazalil + 297,0 158,9 17,5 297,0 200,9 15,0
69 16,270 tebuconazole + 308,0 69,9 14,0 308,0 124,9 33,0
70 16,295 bromoconazole + 378,0 158,9 23,5 378,0 160,9 23,5
< 71 16,373 fentiona + 279,0 246,9 11,5 279,0 169,0 14,5
; 72 16,396 diazinona + 305,1 169,0 17,5 305,1 153,0 17,0
°,I°." 73 16,425 propiconazole + 342,0 158,9 25,5 342,0 69,0 14,0
o”mi 74 16,426 piraclostrobina + 388,0 194,0 9,0 388,0 163,0 22,0
= 75 16,612 bitertanol + 338,0 269,1 8,0 338,0 251,0 9,5
76 16,639 procloraz + 376,0 307,8 11,0 376,0 265,8 16,5
77 16,682 metaconazole + 320,1 69,9 15,5 320,1 1249 31,5
78 16,781 pirazofos + 374,0 2220 19,0 374,0 194,0 30,0
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79 16,830 pirimifos metilico  + 306,0 164,0 19,5
80 16,885 tolclofos + 300,9 268,7 15,5 300,9 124,8 13,5
81 16,923 difenoconazole + 406,0 250,9 24,0 406,0 336,9 15,5
82 16,933 trifloxistrobina + 409,0 186,0 14,0 409,0 206,0 11,0
83 17,021 profoxidim - 466,0 280,0 14,0 466,0 238,0 17,5
84 17,030 robenidina + 334,0 154,9 17,0 334,0 137,9 22,0
85 17,272 clorpirifos + 322,0 124.8 15,0 322,0 289,7 14,5
86 17,298 triflumizole + 346,0 278,0 10,5 346,0 220,2 13,5
87 17,660 profenofos + 375,0 304,7 19,5 375,0 346,7 12,0
88 17,960 buprofezina + 306,0 201,0 9,5 306,0 115,9 14,0
89 18,012 terbufos + 288,9 102,9 5,0 288,9 232,9 5,0
90 18,104 etiona + 384,9 198,9 7,0 384,9 170,9 13,0
91 18,652 clorpirifos etilico  + 349,9 197,8 16,0 349,9 321,7 10,5
92 18,704 quinoxifeno + 308,0 196,9 29,0 308,0 271,9 24,5
93 18,706 propargito + 368,0 231,1 9,5 368,0 175,1 12,0
£ 94 18,833 fempropatrina + 367,2 124,9 12,5 367,2 350,7 7,0
g 95 19,303 deltametrina + 523,0 280,8 15,0 523,0 505,9 9,0
?5’1 96 19,872 piridaben + 365,0 309,0 11,5 365,0 147,0 21,0
= 97 20,304 monesina + 693,5 461,0 45,0 693,5 675,5 28,5
98 20,802 piridato + 379,2 206,9 14,0 379,2 351,0 8,5
99 21,646 salinomicina + 773,5 431,2 45,0 773,5 531,7 40,5
10 21,794 fempropimorfe + 304,6 147,0 24,5 304,6 129,9 20,5
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Figura 5 - Cromatogramas de fons totais obtidos por LC-MS/MS a partir de solucdo analitica (25 pg L™) preparada em A)

acetonitrila e nos extratos “branco”, obtidos pelo método QUEChERS modificado, em B) carne, C) figado, D) rim, E) leite e F) ovo.
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Figura 6 - Cromatograma obtido por LC-MS/MS modo MRM obtido para uma solucéo analitica (25 pg L) preparado em extrato

de leite “branco”. Em destaque a visualizagao dos sinais individuais de alguns compostos com as respectivas transicbes de

quantificagéo.
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Observa-se que varios compostos co-eluiram, pois obtiveram tempos de
retencdo muito semelhantes, a deteccdo de agrotoxicos e/ou demais analitos em
misturas ou em amostras mais complexas, pode ser um problema para a LC, quando
a resolucdo dos cromatogramas nao estd adequada, com detectores tradicionais,
como por exemplo, detector UV ou até mesmo detector DAD, 0s quais ndo sao
especificos suficientes quando as diferengas espectrais sdo pequenas, prejudicando
a quantificacdo (FERNANDEZ-ALBA, 2005; PICO et al., 2004).

Entretanto, o emprego de LC-MS/MS pode contornar estes problemas de
separacdo cromatogréfica, pois o detector de massas em série operando no modo
MRM é altamente seletivo para os analitos da mistura (FERNANDEZ-ALBA, 2005;
PICO et al., 2004).

4.3 Método otimizado de extracdo QUEChERS modificado

4.3.1 Avaliacao dos procedimentos de extracao

Para avaliar os trés procedimentos de extracdo realizados neste estudo,
utilizaram-se amostras "branco” de carne, figado, rim, leite e ovo fortificadas na
concentracdo de 25,0 pg kg™. A praticidade de execucdo do método QUEChERS
pode ser observada na Figura 7. Os resultados destes ensaios de extracdo descritos
no item 3.6, estdo apresentados na Tabela 6. A partir destes testes preliminares,
avaliaram-se quais dos métodos de extracdo apresentaram as melhores

recuperacées para 0s compostos em estudo.
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Figura 7. Representacéo da praticidade de operagédo do método QUEChERS.
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Tabela 6. Percentual de compostos que apresentaram recuperagfes médias (70-
120%) e RSD (= 20%) obtidos para os trés ensaios de extragcao.

Método % Compostos
QUECHhERS acetato 75
QUEChERS citrato 69

QUEChERS modificado 85

A partir destes resultados preliminares, optou-se pela validacdo do método de
extracdo QUEChERS modificado.

4.4 Método de extracdo QUEChERS otimizado

A partir dos testes anteriormente apresentados, obteve-se o procedimento de
extracdo otimizado, utilizado para a validacdo do método proposto e para a sua
aplicacao na determinacédo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios
em amostras de origem animal (carne, figado, rim, leite e ovo).

O procedimento de extracdo otimizado esta descrito no item 3.6.3. O método
envolve uma etapa de extracdo com acetonitrila, seguida de uma etapa de particao
com os sais sulfato de magnésio e acetato de sodio. A etapa de clean-up dispersivo
é realizada com Cyg e sulfato de magnésio.

Durante a etapa de validacdo do método QUEChERS modificado utilizado
neste estudo, amostras “branco” de carne, figado, rim e ovo foram fortificadas em
trés niveis (10; 25 e 50 pg kg™). A amostra “branco” de leite foi fortificada em trés
niveis (10; 25 e 50 pg L™).

A Figura 8 demonstra todas as etapas do método de extracdo otimizado
(QUEChERS modificado) .
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4.5 Validacdo do Método QUEChERS modificado

Todas as solucfes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas em
solvente (acetonitrila) e nos extratos das matrizes (Método QUEChERS modificado),
assim foi possivel avaliar o efeito da presenca do extrato da matriz na determinacgéo
dos valores de LOD e LOQ (instrumento e meétodo), da linearidade das curvas
analiticas (faixa linear, equacdo da curva e coeficiente de determinacdo), uma vez
gue o efeito matriz pode influenciar nos resultados, dependendo dos compostos e da
técnica cromatogréfica empregada. Sendo assim, foi realizada a validacdo do
método QUEChERS modificado para a analise dos agrotéxicos e medicamentos

veterinarios, segundo os parametros descritos a seguir.

[ 10 g amostra ]

Fortificagdo
10, 25 e 50 (ug kg1)

EXTRACA O

Amostras Branco

10 mL acetonitrila
(1% HAc)

Agitacdo manual por 1 min

4 )

PARTIC A O 40 M+9504

1,7 g CH;COONa

J Agitacdo manualporlmine
e N centrifugacéo (3500 rpm -8 min)
4 mL sobrenadante
+
600 mg MgSO,

+
G 500 mg Cyq J Agitacdo manualpor1 mine
e — \ centrifugagéo (3500 rpm —4 min)

Anédlise
LC-MS/MS

. J

Figura 8. Representacdo do método QUEChERS modificado utilizado para extracdo dos

agrotoxicos e medicamentos veterinarios nas amostras de carne, figado, rim, leite e ovo.
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4.5.1 Seletividade

A andlise por LC-MS/MS é considerada altamente seletiva. A seletividade do
método foi assegurada pela auséncia de interferentes com mesmos ions de
quantificacdo e identificacdo no tempo de retencdo dos analitos avaliados em

amostras branco de cada uma das matrizes avaliadas neste estudo.

4.5.2 Curva analitica e linearidade

A Tabela 7 apresenta os valores de coeficiente de determinacéo (r?) para as
equacbes das curvas analiticas em solvente (acetonitrila) e nos extratos das
matrizes de carne, figado, rim, leite e ovo para os agrotoxicos e medicamentos

veterinarios estudados.

Tabela 7. Coeficientes de determinacao (r?) das curvas analiticas, obtidos para os
agrotoxicos e medicamentos veterinarios analisados por LC-MS/MS, a partir das
solugdes de 1,0; 5,0: 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 250,0 ug L™.

Coeficiente de determinacéo (%)

n Compostos Matriz
Solvente - : -
carne figado  rim leite ovo

1 24D 0,9981 0,9970 0,9996 0,9980 0,9992 0,9979
2 2457 0,9930 0,9991 0,9986 0,9990 0,9988 0,9973
3  3-OH Carbofuran 0,9981 0,9991 0,9953 0,9963 0,9985 0,9985
4  atrazina 0,9995 0,9975 0,9985 0,9955 0,9983 0,9986
5 azinfos etilico 0,9959 0,9969 0,9953 1,0000 0,9993 0,9965
6  azinfos metilico 0,9989 0,9977 0,9977 0,9987 0,9987 0,9945
7  azoxistrobina 0,9963 0,9992 0,9986 0,9980 0,9992 0,9995
8 bentazona 0,9978 1,0000 0,9952 0,9984 0,9939 0,9987
9  bispiribaque 0,9960 0,9962 0,9970 0,9949 1,0000 0,9973
10 Dbitertanol 0,9935 0,9990 0,9993 0,9992 0,9988 0,9976
11 boscalida 0,9924 0,9970 0,9993 0,9941 1,0000 0,9905
12 bromoconazole 0,9967 0,9997 0,9989 0,9997 0,9988 0,9973
13 buprofezina 0,9978 0,9999 0,9912 0,9999 1,0000 0,9972
14  carbaril 0,9994 0,9970 0,9982 0,9966 0,9950 0,9980
15 carbendazina 0,9968 0,9995 0,9956 0,9968 0,9984 0,9966
16  carbofurano 0,9959 0,9994 0,9945 0,9985 0,9915 0,9996
17 carboxim 0,9973 0,9989 0,9934 0,9978 0,9991 0,9986




18 cianizina 0,9984 0,9949 0,9932 0,9974 0,9964 0,9953
19 clomazone 0,9955 0,9992 0,9945 0,9960 0,9981 0,9985
20 cloranfenicol 0,9933 0,9981 0,9987 0,9960 1,0000 0,9953
21  clorimurom 0,9930 0,9983 0,9992 0,9984 0,9954 0,9990
22  clorpirifos etilico 0,9895 0,9910 0,9973 0,9910 0,9994 0,9986
23 clorpirifos metil 0,9912 0,9952 0,9976 0,9952 0,9981 0,9976
24  clorprofam 0,9907 0,9948 0,9905 0,9933 0,9995 0,9962
25 deltametrina 0,9957 0,9981 0,9973 0,9981 0,9952 0,9971
26 diazinona 0,9958 0,9983 0,9972 0,9983 0,9944 0,9987
27  diclofluanida 0,9974 0,9985 0,9973 0,9993 0,9949 0,9968
28 difenoconazole 0,9953 0,9975 0,9976 0,9975 0,9992 0,9989
29 dimetoato 0,9981 0,9981 0,9905 0,9990 0,9994 0,9993
30 epoxiconazole 0,9982 0,9921 0,9973 0,9953 0,9984 0,9973
31 etiona 0,9980 0,9993 0,9972 0,9993 0,9989 0,9976
32 fempropatrina 0,9988 0,9989 0,9967 0,9989 0,9970 0,9905
33 fempropimorfe 0,9989 0,9912 0,9987 0,9912 0,9970 0,9973
34  fenarimol 0,9983 0,9982 0,9954 1,0000 0,9991 0,9972
35 fentiona 0,9997 0,9956 0,9932 0,9956 0,9929 0,9973
36 fipronil 0,9963 0,9975 0,9978 0,9975 0,9962 0,9977
37  fluguiconazole 0,9954 0,9984 0,9914 0,9967 0,9988 0,9986
38  fluroxipir 0,9904 0,9988 0,9943 0,9920 0,9913 0,9952
39 flutalonil 0,9978 0,9979 0,9919 0,9960 0,9975 0,9970
40  imazalil 0,9973 0,9966 0,9971 0,9966 0,9964 0,9993
41 imidacloprido 0,9957 0,9988 0,9920 0,9953 0,9971 0,9972
42  iprovalicarbe 0,9958 0,9998 0,9945 0,9994 0,9970 0,9983
43 linurom 0,9948 0,9984 0,9987 0,9971 0,9992 0,9981
44  malationa 0,9982 0,9935 0,9993 0,9983 0,9992 0,9990
45 mecarbam 0,9970 0,9987 0,9978 1,0000 0,9970 0,9994
46  mepronil 0,9915 0,9980 0,9930 0,9948 0,9984 0,9959
47 metaconazole 0,9985 0,9973 0,9910 0,9949 0,9979 0,9953
48 metalaxil 0,9977 0,9964 0,9946 0,9986 0,9987 0,9972
49 metamidofos 0,9962 1,0000 0,9989 0,9982 0,9999 0,9984
50 metiocarbe sulfona 0,9984 1,0000 0,9981 0,9942 0,9935 0,9975
51 metiocarbe sulfoxido  0,9995 1,0000 0,9993 0,9985 0,9980 0,9973
52 metsulfurom metilico  0,9916 0,9977 0,9953 0,9995 0,9997 0,9987
53 mevinfos 0,9966 0,9994 0,9958 0,9986 0,9982 0,9985
54  miclobutanil 0,9973 0,9945 0,9949 0,9988 0,9945 0,9967
55 monesina 0,9956 0,9993 0,9953 0,9953 0,9978 0,9984
56  monocrotofos 0,9989 0,9992 0,9997 0,9992 0,9948 0,9981
57 _monolinurom 0,9959 0,9929 0,9958 0,9998 0,9989 0,9986
58 oxamil 0,9951 0,9983 0,9994 0,9956 0,9998 0,9998
59 paraoxon 0,9974 0,9987 0,9940 0,9992 0,9985 0,9968
60 pendimetalina 0,9972 0,9913 0,9988 0,9977 0,9950 0,9976
61 piraclostrobina 0,9957 0,9992 0,9914 0,9992 0,9984 0,9978
62 pirazofos 0,9977 0,9949 0,9989 0,9916 0,9960 0,9971
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63 piridaben 0,9926 0,9953 0,9999 0,9993 0,9931 0,9986
64 piridafetiona 0,9983 0,9997 1,0000 0,9973 0,9897 0,9979
65 piridato 0,9973 0,9958 0,9967 0,9958 0,9982 0,9972
66  pirimetanil 0,9962 0,9994 0,9979 0,9987 0,9971 0,9983
67  pirimicarbe 0,9921 0,9988 0,9923 0,9974 0,9975 0,9954
68 pirimifos metilico 0,9905 0,9916 0,9950 0,9991 0,9955 0,9996
69 procloraz 0,9988 0,9992 0,9976 0,9973 0,9997 0,9984
70  profenofos 0,9932 0,9996 1,0000 0,9996 0,9912 0,9979
71  profoxidim 0,9986 0,9989 0,9974 0,9989 0,9956 0,9938
72 propargito 0,9982 0,9986 0,9970 0,9986 0,9980 0,9970
73 propiconazole 0,9977 0,9980 0,9994 0,9980 0,9992 0,9929
74  propizamida 0,9981 0,9978 0,9958 0,9923 0,9983 0,9967
75 propoxur 0,9929 0,9992 0,9986 0,9955 0,9992 0,9974
76 quinclorac 0,9959 0,9939 0,9982 0,9953 0,9973 0,9935
77 quinoxifeno 0,9949 0,9946 0,9985 0,9946 0,9949 0,9982
78 robenidina 0,9971 0,9945 0,9992 0,9921 0,9921 0,9955
79 salbutamol 0,9982 0,9992 0,9986 0,9996 0,9916 0,9664
80 salinomicina 0,9959 0,9974 0,9980 0,9974 0,9990 0,9950
81 simazina 0,9972 0,9984 0,9992 0,9997 0,9991 0,9962
82 sulfadimetoxina 0,9947 0,9984 0,9995 1,0000 0,9975 0,9950
83 sulfametazina 0,9919 0,9987 0,9991 0,9979 0,9945 0,9953
84 sulfatiazol 0,9972 0,9984 0,9964 0,9984 0,9989 0,9992
85 tebuconazole 0,9900 0,9912 0,9981 0,9912 0,9952 0,9987
86 terbufos 0,9977 0,9975 1,0000 0,9975 0,9993 0,9951
87 terbutilazina 0,9960 0,9987 0,9954 0,9951 0,9996 0,9984
88 tetraconazole 0,9974 0,9931 0,9994 1,0000 0,9999 0,9991
89 tiacloprido 0,9951 0,9954 0,9981 0,9969 0,9975 0,9991
90 tiametoxam 0,9969 0,9993 0,9995 0,9959 0,9993 0,9945
91 tidicarbe 0,9949 0,9986 0,8952 0,9952 0,9910 0,9995
92 tolclofos 0,9989 0,9991 0,9944 0,9990 0,9986 0,9955
93 triadimefom 0,9947 0,9982 0,9949 0,9974 0,9946 0,9952
94  triadimenol 0,9968 0,9960 0,9992 0,9015 0,9989 0,9908
95 triazofos 0,9966 0,9989 0,9985 0,9991 0,9981 0,9979
96 triclorfom 0,9928 0,9964 0,9950 0,9955 0,9993 0,9961
97 trifloxistrobina 0,9968 0,9921 0,9984 0,9945 0,9953 0,9980
98 triflumizole 0,9979 0,9993 0,9960 0,9993 0,9958 0,9985
99 trimetroprima 0,9902 0,9950 0,9976 1,0000 0,9974 0,9970
100 vamidationa 0,9981 0,9915 0,9954 0,9969 0,9912 0,9984

*Faixa linear: 1,0 — 250,0 pg L* (para todos os compostos avaliados)

84



85

Através dos dados obtidos para a construcdo das curvas analiticas, e andlise
das equacdes das retas obtidas no LC-MS/MS é possivel concluir que o modelo de
regressao linear € adequado para as determinacdes analiticas em estudo. Os
agrotoxicos e medicamentos veterinarios presentes nas solucdes analiticas
apresentaram r* de no minimo de 0,99, sendo que mais de 75% de todas as
solugbes apresentaram este parametro acima de 0,995. Desta forma, este
parametro esta de acordo com as orientacdes da ANVISA e do INMETRO. Todos o0s

compostos analisados apresentaram faixa linear entre 1,0 — 250,0 pg L™

4.5.3 Determinacédo da estimativa do LOD e LOQ, do instrumento e do método

Para a determinagéo da estimativa dos valores de LOD e LOQ (instrumento e
método) utilizaram-se os valores de area obtidos através das 6 injecdes, que foram
realizadas para obtencéo das curvas analiticas no solvente (acetonitrila) e no extrato
de cada uma das matrizes avaliadas (carne, figado, rim, leite e ovo).

Os valores calculados dos LOD e LOQ estimados, tanto para o instrumento
quanto para o método, foram calculados conforme o item 3.7.3. As solucdes
preparadas respectivamente em acetonitrila e nos extratos das matrizes foram
analisadas por LC-MS/MS modo ESI (+/-), conforme descrito no item, 3.4.1 e 3.4.2.
Avaliando os resultados observa-se que todos os compostos foram detectados na
faixa de concentracdo entre 1,0 pg L™ e 250 pg L™, tanto nas solucdes preparadas
em acetonitrila como naquelas preparadas nos extratos das matrizes. Desta forma
os valores estimados de LOD; e LOQ; para todos os compostos foram de 1,0 ug L™ e
3,3 pug L*, respectivamente. Estes valores foram estimados tantos nas solugdes
preparadas no solvente, como nos extratos obtidos a partir das matrizes avaliadas
(carne, figado, rim, leite e ovo).

O LODy, e o LOQ,, foram avaliados conforme descrito no item 3.7.3. O
método desenvolvido ndo apresenta fator de diluicAo e/ou concentragdo, sendo
assim, todos os compostos apresentaram valores estimados de LOD,, e LOQ, de
1,0 pg kg™ e 3,3 pg kg, para carne, figado, rim, ovo e 1,0 pg L™ e 3,3 pg L™ para

leite.
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4.5.4 Ensaio de fortificacdo para avaliacdo da exatiddo do método

As Tabelas 8, 9, 10, 11 e 12 apresentam o0s resultados das recuperacoes
médias (n=6) percentuais, o RSD% e o LOQm para os 91 agrotoxicos e 9
medicamentos veterinarios que foram fortificados em carne, figado, rim e ovo, nos
niveis de 10, 25 e 50 pg kg™ e leite (10, 25 e 50 ug L™, extraidos pelo método
QUEChERS modificado.

Os valores de recuperacéo foram calculados utilizando-se as curvas analiticas
preparadas nos extratos da matriz, de acordo com o método de extracao utilizado.
Neste trabalho, seguiu-se a recomendacdo de validacdo de métodos
cromatograficos, na qual as recuperacdes devem estar entre 70 e 120% (RIBANI et
al., 2004; SANCO, 2010).

O valor do LOQ, (em ug kg™t efou pg L™), foi determinado como sendo a
menor concentracdo que, ao ser fortificada na matriz, apresentou recuperacdes
entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a 20% (PIZZUTTI et al., 2007)
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Tabela 8. Percentuais de recuperacao e RSD para a repetitividade do método de extracao

de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em carne

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

n° Compostos 10 o5 50 (;II;I% fl’l)
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
1 24D 48,0 19,4 25,2 19,0 39,1 10,7 n.g.
2 245T 101,3 11,3 71,7 11,9 70,1 8,1 10
3 3-OH Carbofuran 98,8 13,7 92,1 49 93,8 9,7 10
4 atrazina 84,2 7.4 90,6 4.7 93,6 8,1 10
5 azinfos etilico 92,8 14,7 104,6 3,3 104,5 7,6 10
6 azinfos metilico 87,3 12,3 106,3 47 94,4 7,2 10
7 azoxistrobina 93,2 10,7 100,7 2,5 94,8 7,3 10
8 bentazona 97,6 8,5 99,4 8,8 104,9 6,5 10
9 bispiribague 74,8 14,0 78,1 3,8 75,5 7,8 10
10 bitertanol 90,9 16,0 92,5 7,9 108,8 11,2 10
11 boscalida 94,5 17,6 97,5 14,3 108,1 10,5 10
12 bromoconazole 81,3 8,6 85,4 5,6 82,8 45 10
13 buprofezina 76,7 13,6 84,5 6,3 78,6 5,5 10
14 carbaril 89,7 10,7 81,9 13,5 84,0 4,1 10
15 carbendazina 83,0 9,7 90,0 8,8 85,8 8,9 10
16 carbofurano 79,7 13,3 100,9 14,8 115,8 3,4 10
17 carboxim 82,8 9,0 98,5 6,6 97,2 5,3 10
18 cianizina 94,8 10,0 95,6 6,9 83,1 18,0 10
19 clomazone 82,6 14,7 101,0 3,8 94,9 7,2 10
20 cloranfenicol 98,2 6,6 100,3 8,4 95,6 2,3 10
21 clorimurom 72,7 16,2 94,3 5,8 97,7 47 10
22 clorpirifos etilico 71,9 5,0 105,6 10,2 104,0 10,0 10
23 clorpirifos metil 72,5 43 92,6 10,3 89,4 16,7 10
24  clorprofam 72,0 12,0 107,0 9,2 104,9 9,2 10
25 deltametrina 74,4 18,2 82,7 5,3 75,7 13,4 10
26 diazinona 80,6 12,8 91,4 7,7 95,4 8,4 10
27 diclofluanida 455 2,2 62,8 10,1 60,0 52 n.g.
28 difenoconazole 84,3 16,6 91,2 52 80,5 51 10
29 dimetoato 95,5 9,6 93,1 8,7 93,5 4,3 10
30 epoxiconazole 100,3 10,2 98,7 5,6 104,5 8,9 10
31 etiona 80,0 13,6 90,1 8,3 85,2 7,0 10
32 fempropatrina 76,5 13,9 87,1 3,4 80,2 11,2 10
33 fempropimorfe 58,1 15,7 81,9 11,9 79,6 7,3 25
34 fenarimol 98,7 18,3 112,0 18,9 110,7 10,2 10
35 fentiona 80,0 13,2 89,8 8,7 85,5 3,9 10
36 fipronil 76,0 9,2 94,1 0,7 89,3 10,4 10
37 fluguiconazole 82,3 13,5 103,5 6,5 102,6 6,1 10
38 fluroxipir 36,8 16,0 41,4 17,0 46,0 7,6 n.q.
39 flutalonil 94,8 11,3 99,3 11,7 106,4 18,5 10
40 imazalil 76,2 5,6 94,9 14,4 88,4 9,2 10
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41 imidacloprido 93,2 9,7 90,0 53 86,9 8,2 10
42 iprovalicarbe 91,6 15,6 110,2 2,9 100,1 8,3 10
43 linurom 88,6 19,1 109,1 3,9 107,5 5,6 10
44 malationa 83,9 14,9 96,4 14,4 116,2 2,1 10
45 mecarbam 92,1 11,9 109,3 5,0 96,4 3,0 10
46 mepronil 93,2 12,2 99,5 7,3 90,5 4,9 10
47 metaconazole 87,9 16,7 93,6 6,0 88,3 1,8 10
48 metalaxil 88,0 12,7 94,3 7,7 91,7 3,9 10
49 metamidofos 76,7 7,0 72,1 6,7 70,0 4.4 10
50 metiocarbe sulfona 83,6 15,2 104,3 9,6 101,9 7,8 10
51 metiocarbe sulfoxido 89,9 4,6 118,8 3,8 106,1 8,3 10
52 metsulfurom metilico 76,0 8,0 79,8 51 75,8 3,7 10
53 mevinfos 92,5 4,9 90,7 4,8 98,2 7,6 10
54 miclobutanil 94,7 11,7 103,0 12,2 89,8 8,2 10
55 monesina 71,0 19,4 72,0 11,1 75,0 6,5 10
56 monocrotofos 85,8 5,9 86,6 1,2 87,6 11,6 10
57 monolinurom 91,8 12,5 100,8 16,3 102,8 5,2 10
58 oxamil 99,6 13,9 89,5 6,2 110,9 5,8 10
59 paraoxon 109,7 6,1 98,7 11,3 102,9 7,0 10
60 pendimetalina 82,5 9,5 102,0 3,0 92,0 15,1 10
61 piraclostrobina 83,6 14,4 89,9 9,0 106,3 7,1 10
62 pirazofos 90,7 14,0 95,0 3,4 85,5 3,9 10
63 piridaben 71,5 17,9 78,6 4.9 71,5 10,0 10
64 piridafetiona 97,5 12,6 108,9 3,1 102,6 1,4 10
65 piridato 63,1 14,2 71,6 5,5 73,0 13,4 25
66 pirimetanil 81,6 9,2 78,7 5,8 77,8 7,4 10
67 pirimicarbe 99,8 8,7 94,9 16,0 93,4 11,8 10
68 pirimifos metilico 85,2 10,2 89,9 9,7 93,4 3,4 10
69 procloraz 81,2 11,3 87,5 4.5 81,2 3,7 10
70 profenofos 77,5 14,9 82,8 6,8 79,9 3,6 10
71 profoxidim 73,6 17,4 87,2 5,9 74,9 15,1 10
72 propargito 82,1 14,1 86,4 3,7 79,9 10,1 10
73 propiconazole 89,7 13,3 94,8 9,5 87,5 34 10
74 propizamida 87,2 14,6 106,1 4.8 94,7 4.4 10
75 propoxur 92,0 10,7 106,9 1,8 103,4 5,7 10
76 quinclorac 30,3 18,0 30,7 19,0 45,0 11,7 n.g.
77 quinoxifeno 75,9 15,0 103,8 12,4 99,0 9,3 10
78 robenidina 75,5 5,8 80,7 4.4 81,0 12,1 10
79 salbutamol 75,0 12,0 81,0 8,0 85,0 13,0 10
80 salinomicina 45,1 13,6 61,9 19,3 45,1 16,9 n.g.
81 simazina 102,1 8,2 84,5 17,5 90,6 7,2 10
82 sulfadimetoxina 95,4 6,8 93,6 10,7 105,0 6,2 10
83 sulfametazina 94,8 9,4 90,2 4.1 87,4 7,6 10
84 sulfatiazol 81,4 6,4 86,8 15,9 97,1 7,4 10
85 tebuconazole 86,8 2,0 91,1 6,5 91,8 10,6 10
86 terbufos 82,6 14,1 85,5 10,9 94,0 13,3 10
87 terbutilazina 83,1 11,6 104,4 3,6 97,4 7,8 10
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88 tetraconazole 97,8 12,8 112,4 3,0 101,6 4.0 10
89 tiacloprido 92,6 7,6 83,3 50,1 106,8 7,3 10
90 tiametoxam 93,1 8,6 96,0 5,8 96,1 11,9 10
91 tidicarbe 42,0 13,7 70,7 17,6 74,0 5,5 25
92 tolclofos 97,9 13,3 83,6 20,0 78,6 14,9 10
93 triadimefom 91,5 12,4 101,9 10,2 97,1 9,9 10
94 triadimenol 92,8 11,1 98,4 43 92,2 6,0 10
95 triazofos 93,2 14,5 108,3 3,8 100,4 1,7 10
96 triclorfom 87,6 11,9 84,4 49,7 94,7 7,2 10
97 trifloxistrobina 91,6 13,0 95,7 1,9 86,7 9,4 10
98 triflumizole 79,9 13,7 83,5 5,3 79,5 4,0 10
99 trimetroprima 86,3 8,1 80,4 45 75,0 3,8 10
100 vamidationa 90,2 7,2 94,5 12,2 101,8 6,4 10

*n=6 (6 extracdes x 1 injecao de cada extrato)
n.q.= ndo quantificado com confianca nos niveis de fortificagéo avaliados

A Tabela 8, mostra que 84% dos agrotoxicos avaliados na matriz carne
apresentaram percentuais de recuperacao entre 70-120% (RSD < 20%) e LOQ, de
10 pg kg™t (Figura 9). Por outro lado, os compostos fempropimorfe, piridato e
tiodicarbe apresentaram LOQ,, de 25 pg kg™, Os agrotoxicos 2,4D, diclofluanida,
fluroxipir e quinclorac, ndo foram quantificados com seguranca nos niveis de
fortificacdo avaliados, uma vez que apresentaram valores médios de recuperacdo
fora da faixa permitida para analise de residuos (70-120%) e/ou valores de RSD >
20%. Dos 9 medicamentos veterinarios analisados, somente 0 composto

salinomicina ndo apresentou percentuais de recuperacdo e RSD considerados

satisfatorios.
100 - Pesticidas 100 1 Medicamentos Veterinarios
o ¥10 (ug kg-1) 80 1 W10 (ug kg-1)
- 25 (Mg kg-1) 2 B 25 (ug kg-1)
X <
2 60 50 (ug kg-1) z 60 50 (g kg-1)
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& o
g 40 - £ 40
s 8
O
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Figura 9. Percentual de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em carne, que apresentaram
faixas de recuperacao de <70%, 70-120% e >120%, apos ensaios de fortificacdo e recuperacéo,
extraidos com método QUEChERS modificado.
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Tabela 9. Percentuais de recuperacao e RSD para a repetitividade do método de extracao

de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em figado

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

Compostos 10 25 50 (ill'go ngrPl)
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
24D 64,0 14,0 43,9 14,0 31,1 14,3 n.q.
245T 47,7 5,8 40,8 18,4 20,0 0,3 n.g.
3-OH Carbofuran 89,0 4,2 97,3 3,5 89,0 0,1 10
atrazina 73,5 14,0 82,5 6,0 93,3 1,0 10
azinfos etilico 88,1 13,0 100,4 0,5 98,7 2,8 10
azinfos metilico 71,3 19,0 100,9 0,3 93,1 1,9 10
azoxistrobina 75,4 9,2 92,2 10,2 86,6 2,5 10
bentazona 83,1 1,5 94,4 16,8 93,0 1,4 10
bispiribaque 93,8 2,2 75,7 3,5 52,5 5,9 10
bitertanol 95,8 1,6 73,8 12,7 82,5 4,2 10
boscalida 80,9 12,0 98,9 2,1 95,3 3,0 10
bromoconazole 81,1 3,5 85,5 1,4 82,4 3,6 10
buprofezina 92,0 8,5 80,0 9,0 70,1 0,1 10
carbaril 75,6 12,7 86,6 6,9 84,8 3,0 10
carbendazina 96,4 51 98,4 2,1 83,1 1,5 10
carbofurano 89,3 51 101,4 9,4 93,4 2,4 10
carboxim 85,2 2,3 95,0 6,5 83,9 0,5 10
cianizina 84,5 14,4 90,8 1,9 90,4 0,9 10
clomazone 88,0 9,0 94,4 12,8 84,8 0,3 10
cloranfenicol 108,8 2.8 100,1 1,9 86,9 0,7 10
clorimurom 88,3 6,9 80,6 14,4 78,4 3,3 10
clorpirifos etilico 83,9 16,7 90,0 22,5 110,8 0,2 10
clorpirifos metil 75,7 4,2 85,7 24,4 78,6 6,0 10
clorprofam 75,3 10,1 103,1 0,2 97,1 1,3 10
deltametrina 79,9 4,8 81,5 3,0 72,9 9,1 10
diazinona 91,6 2,8 81,8 0,9 79,6 0,1 10
diclofluanida 64,8 9,9 43,8 14,4 51,4 19,8 n.g.
difenoconazole 89,7 7,7 86,6 3,5 80,5 0,1 10
dimetoato 87,7 5,2 97,5 9,4 89,8 1,1 10
epoxiconazole 72,3 10,3 98,4 0,1 98,8 3,7 10
etiona 80,1 5,8 81,0 21,3 79,9 3,3 10
fempropatrina 93,1 8,5 85,5 1,8 70,9 10,6 10
fempropimorfe 50,5 0,6 93,9 7,4 73,0 10,2 25
fenarimol 79,4 9,5 111,7 10,0 93,5 0,6 10
fentiona 84,0 4,3 83,0 12,9 86,4 6,5 10
fipronil 104,5 0,7 98,7 6,9 89,1 14 10
fluquiconazole 75,4 18 104,3 5,8 72,5 14,4 10
fluroxipir 45,0 54 66,9 19,0 23,7 7,1 n.g.
flutalonil 80,9 10,7 104,5 10,6 96,7 3,9 10
imazalil 107,1 4,5 87,6 11,9 78,9 1,5 10

imidacloprido 108,5 17,1 79,2 8,4 91,8 2,2 10
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iprovalicarbe 76,4 8,9 105,7 7.4 103,6 4.2 10
linurom 70,7 9,4 98,5 10,9 90,1 5,6 10
malationa 74,0 9,5 100,8 2,0 90,3 4.4 10
mecarbam 79,0 5,6 110,8 8,2 98,7 2,6 10
mepronil 72,8 11,4 101,2 11,5 92,3 1,0 10
metaconazole 99,7 4,6 89,4 4,2 82,1 0,2 10
metalaxil 88,7 0,8 85,9 7,0 87,1 1,6 10
metamidofos 75,0 2,3 77,3 7,9 76,9 3,2 10
metiocarbe sulfona 78,5 3,6 80,3 3,5 89,4 1,2 10
metiocarbe sulfoxido 85,8 2,9 102,1 15,7 87,6 3,7 10
metsulfurom metilico 81,3 2,1 77,5 2,3 82,2 1,5 10
mevinfos 73,2 11,0 85,8 2,8 89,2 0,6 10
miclobutanil 74,3 12,0 112,2 19,8 96,3 4.4 10
monesina 83,1 4,3 66,0 4.4 74,2 54 10
monocrotofos 84,7 8,9 76,8 17,3 83,7 2,9 10
monolinurom 81,1 4.1 92,1 1,4 84,5 6,7 10
oxamil 87,1 2,2 90,1 2,1 103,9 0,7 10
paraoxon 86,0 3,5 99,9 9,5 93,6 15 10
pendimetalina 86,0 3,1 93,0 15,5 85,5 34 10
piraclostrobina 95,6 11,2 97,3 7,2 85,6 3,3 10
pirazofos 100,2 4,8 91,8 3,4 85,0 1,2 10
piridaben 77,1 2,0 80,9 5,4 72,5 2,6 10
piridafetiona 80,3 12,0 113,7 11,8 94,8 3,0 10
piridato 61,7 19,0 66,8 1,0 76,0 4,8 50
pirimetanil 70,5 3,2 74,2 0,9 79,6 10,4 10
pirimicarbe 97,3 7,4 92,6 6,6 84,0 2,3 10
pirimifos metilico 83,0 8,2 81,2 1,0 85,9 1,2 10
procloraz 84,6 0,7 84,3 4,0 80,2 0,8 10
profenofos 74,8 3,0 78,0 7.4 75,3 1,1 10
profoxidim 76,7 2,4 87,4 5,3 75,2 0,2 10
propargito 75,9 13,0 83,0 1.4 77,1 2,2 10
propiconazole 86,2 4,8 91,5 3,0 82,7 1,3 10
propizamida 87,9 10,3 107,6 51 89,2 0,3 10
propoxur 80,2 2,8 101,0 7,4 91,3 0,6 10
quinclorac 65,0 12,0 23,7 10,7 50,1 5,2 n.g.
guinoxifeno 86,7 2,0 86,4 2.3 79,1 2.7 10
robenidina 85,7 1,9 79,7 0,1 81,3 1,2 10
salbutamol 76,7 8,0 75,7 7,9 80,0 5,0 10
salinomicina 55,1 10,0 53,5 0,9 47,3 4,2 n.g.
simazina 75,0 8,6 78,3 13,5 88,5 0,8 10
sulfadimetoxina 88,2 4.5 119,4 14,0 93,9 1,2 10
sulfametazina 98,5 0,2 89,8 1,2 90,6 1,9 10
sulfatiazol 89,5 1,8 89,0 2,4 97,2 0,4 10
tebuconazole 88,5 2,3 90,8 10,7 89,1 0,9 10
terbufos 78,3 2,6 86,4 3,1 76,2 1,7 10
terbutilazina 73,2 11,7 93,9 10,2 85,1 0,9 10
tetraconazole 76,0 10,7 115,4 1,5 105,9 3,6 10
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tiacloprido 76,0 7.4 90,2 2,3 87,2 0,8 10
tiametoxam 94,2 13,6 94,7 0,6 92,2 4,1 10
tidicarbe 55,8 1,9 50,6 3,8 58,8 14,0 n.g.
tolclofos 95,1 52 103,6 13,8 102,6 2,3 10
triadimefom 74,5 3,1 113,1 9,2 93,0 1,6 10
triadimenol 78,3 10,7 100,7 11,0 100,2 5,3 10
triazofos 88,2 8,3 109,5 8,5 99,6 2,3 10
triclorfom 92,2 18,4 93,6 6,2 93,5 1,1 10
trifloxistrobina 87,2 5,2 93,9 1,0 88,1 1,0 10
triflumizole 81,1 17,5 80,5 1,3 78,3 4,2 10
trimetroprima 76,5 4,8 71,0 7,06 84,5 0,6 10
vamidationa 107,7 1,7 87,9 0,5 87,9 0,7 10

*n=6 (6 extracdes x 1 injecdo de cada extrato)

n.q.= ndo quantificado com confianca nos niveis de fortificagdo avaliados

A Tabela 9, mostra que 84% dos agrotoxicos avaliados na matriz figado

apresentaram percentuais de recuperacao entre 70-120% (RSD < 20%) e LOQ, de

10 pg kg™t (Figura 10). Por outro lado, os compostos fempropimorfe e piridato e

apresentram LOQ,, de 25 e 50 pug kg™, respectivamente. Os agrotoxicos 2,4D, 2,4,5

T, fluroxipir, quinclorac e tiodicarbe, ndo foram quantificados com seguranca nos

niveis de fortificacdo avaliados, uma vez que apresentaram valores médios de

recuperacao fora da faixa permitida para analise de residuos (70-120%) e/ou valores

de RSD > 20%. Dos 9 medicamentos veterinarios analisados, somente 0 composto

salinomicina ndo apresentou percentuais de recuperacdo e RSD considerados

satisfatorios.
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Figura 10. Percentual de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em figado, que apresentaram

faixas de recuperacdo de <70%, 70-120% e >120%, apds ensaios de fortificacdo e recuperagéo,

extraidos com método QUEChERS modificado.
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Tabela 10. Percentuais de recuperacdo e RSD para a repetitividade do método de

extracao de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em rim

Niveis de Fortificacdo (ug L™)

10 25 50 LOQm
Compostos rec rec rec (Mg L)
(%) RSD (%) () RSD (%) (%) RSD (%)

1 24D - - - n.g.
2 245T 28,2 12,0 29,4 15,1 49,0 3,1 n.g.
3 3-OH Carbofuran 84,5 13,7 91,3 7,6 90,5 10,6 10
4 atrazina 90,8 3,6 83,6 5,0 88,6 6,4 10
5 azinfos etilico 107,0 6,3 112,7 11,2 88,7 8,6 10
6 azinfos metilico 70,0 7,0 96,1 7,5 92,3 4,5 10
7 azoxistrobina 95,1 3,0 89,4 3,2 89,6 5,4 10
8 bentazona 79,3 3,2 74,3 9,0 82,4 11,1 10
9 bispiribaque 70,3 19,8 73,0 16,2 77,0 8,2 10
10 bitertanol 95,6 11,5 96,4 9,2 82,1 5,0 10
11 boscalida 100,6 10,2 82,3 2,2 93,2 7,0 10
12 bromoconazole 83,2 8,4 82,9 7,1 82,6 7,0 10
13 buprofezina 84,7 12,4 76,0 5,6 76,7 7,6 10
14 carbaril 86,4 18,4 92,3 1,2 93,3 6,7 10
15 carbendazina 100,2 12,7 101,8 13,5 100,6 10,5 10
16 carbofurano 94,5 2,1 93,2 5,7 88,9 3,7 10
17 carboxim 88,1 2,9 85,1 3,3 85,6 5,2 10
18 cianizina 91,8 14,6 86,8 7,5 106,1 8,7 10
19 clomazone 86,2 4,6 80,6 4.5 83,9 6,2 10
20 cloranfenicol 94,7 8,9 96,6 1,6 92,9 13,9 10
21 clorimurom 87,0 4.8 80,6 6,9 99,5 18,4 10
22 clorpirifos etilico 92,3 10,5 98,8 13,9 106,8 10,6 10
23 clorpirifos metil 90,3 14,5 83,5 13,2 79,7 16,3 10
24 clorprofam 96,0 16,6 106,8 5,5 103,2 13,9 10
25 deltametrina 81,8 7,7 77,6 6,6 79,9 5,0 10
26 diazinona 87,3 7,6 80,8 6,0 89,7 7,0 10
27 diclofluanida 60,7 18,0 56,2 14,1 62,0 18,0 n.q.
28 difenoconazole 96,9 10,0 88,7 4.6 92,1 13,6 10
29 dimetoato 88,7 5,8 88,9 6,8 85,2 5,3 10
30 epoxiconazole 91,6 10,5 103,8 3,7 90,5 7,1 10
31 etiona 85,8 4.4 76,0 9,6 72,3 14,9 10
32 fempropatrina 91,8 4,1 82,0 4,9 82,0 4,3 10
33 fempropimorfe 67,4 11,6 77,6 9,0 75,0 16,8 25
34 fenarimol 92,5 13,0 96,1 7,5 85,4 11,6 10
35 fentiona 88,7 12,1 70,9 10,3 87,3 10,4 10
36 fipronil 102,3 5,5 96,9 4.2 97,0 7,0 10
37 fluquiconazole 90,0 13,0 108,2 11,1 80,1 8,6 10
38 fluroxipir - - - n.g.
39 flutalonil 92,6 3,6 91,2 5,4 92,5 4.6 10
40 imazalil 73,3 7,3 79,1 6,4 81,3 52 10
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41 imidacloprido 93,3 2,8 80,6 10,0 88,5 7.4 10
42 iprovalicarbe 87,1 5,2 105,5 6,0 88,7 3,0 10
43 linurom 70,8 13,0 82,9 8,4 84,9 7,1 10
44 malationa 93,2 7,3 103,1 8,7 90,4 8,6 10
45 mecarbam 87,4 16,0 109,9 57 87,4 7,1 10
46 mepronil 89,1 6,0 110,3 4,1 94,4 7,2 10
47 metaconazole 100,6 2,8 85,9 6,6 83,3 7,6 10
48 metalaxil 92,3 2,8 91,9 2,6 88,4 6,7 10
49 metamidofos 74,9 6,3 77,2 57 78,6 12,9 10
50 metiocarbe sulfona 89,9 18,6 78,6 18,1 73,5 12,8 10
51 metiocarbe sulfoxido 87,0 5,0 88,7 5,8 87,3 8,7 10
52 metsulfurom metilico 79,9 2,8 76,2 7,7 78,2 10,7 10
53 mevinfos 75,3 9,6 85,6 3,0 77,7 14,6 10
54 miclobutanil 99,4 8,7 114,3 7,0 95,6 12,7 10
55 monesina 70,0 5,4 73,0 7,2 76,0 3,7 10
56 monocrotofos 84,4 51 70,0 2,6 83,0 7,5 10
57 monolinurom 89,6 4,1 87,4 7,5 75,0 18,9 10
58 oxamil 91,9 6,1 87,5 4,5 96,5 7,4 10
59 paraoxon 88,4 7,4 98,2 10,5 90,3 3,8 10
60 pendimetalina 85,3 2,9 86,1 3,8 88,2 7,6 10
61 piraclostrobina 87,8 4,7 90,0 3,3 84,3 7,4 10
62 pirazofos 102,2 6,5 95,7 3,1 93,3 5,8 10
63 piridaben 73,6 4,3 75,0 8,4 75,3 4.4 10
64 piridafetiona 92,1 4,4 119,2 2,8 93,3 6,2 10
65 piridato 55,7 4,3 59,9 5,5 59,9 13,4 n.g
66 pirimetanil 78,3 4,3 81,2 6,7 80,2 13,8 10
67 pirimicarbe 89,0 7,7 86,6 4.7 85,8 11,2 10
68 pirimifos metilico 84,7 6,9 82,6 5,6 82,4 4,3 10
69 procloraz 84,6 6,6 83,7 2,5 80,1 5,2 10
70 profenofos 82,9 12,4 75,9 6,3 78,8 10,7 10
71 profoxidim 85,6 5,5 79,6 5,5 79,3 55 10
72 propargito 82,7 11,4 84,4 3,1 74,4 17,9 10
73 propiconazole 85,9 11,8 88,4 3,9 86,6 10,8 10
74 propizamida 96,9 6,5 1143 6,5 87,3 3,3 10
75 propoxur 93,5 6,9 91,1 5,7 92,0 8,0 10
76 quinclorac - - - n.g.
77 quinoxifeno 70,3 13,9 75,0 6,8 76,7 9,9 10
78 robenidina 70,5 14,9 73,5 7,3 70,9 13,6 10
79 salbutamol 87,0 18,0 92,0 16,0 79,0 12,0 10
80 salinomicina 43,8 13,2 54,7 42 54,8 15,6 n.g.
81 simazina 84,6 7,3 70,0 1,4 90,1 17,2 10
82 sulfadimetoxina 106,3 4.5 90,7 4.0 84,8 16,5 10
83 sulfametazina 92,1 7,1 87,3 3,9 87,5 8,2 10
84 sulfatiazol 90,0 6,9 79,0 5,2 87,8 7,8 10
85 tebuconazole 78,4 13,0 88,9 10,7 87,4 17,2 10
86 terbufos 76,1 11,0 85,6 9,4 76,3 14,8 10
87 terbutilazina 85,2 3,0 86,3 6,0 82,1 6,3 10
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88 tetraconazole 107,6 6,6 107,5 8,2 88,8 13,9 10
89 tiacloprido 88,8 3,6 85,4 3,9 86,3 9,7 10
90 tiametoxam 87,9 2,6 88,0 6,1 84,3 6,7 10
91 tidicarbe 56,9 4,0 53,5 19,2 86,6 3,9 50
92 tolclofos 91,7 7,2 98,2 10,4 92,8 16,0 10
93 triadimefom 84,3 13,1 118,8 1,7 93,9 8,6 10
94 triadimenol 94,0 7,0 105,6 8,2 86,1 13,4 10
95 triazofos 99,3 9,1 117,8 5,4 89,9 13,0 10
96 triclorfom 102,0 57 88,9 10,7 91,3 10,5 10
97 trifloxistrobina 90,6 10,0 90,8 51 86,1 5,8 10
98 triflumizole 90,8 6,3 80,6 4,9 75,8 14,9 10
99 trimetroprima 93,0 13,4 72,7 7,1 82,9 6,6 10
100 vamidationa 92,2 9,9 88,4 1,8 92,4 7,3 10

*n=6 (6 extracdes x 1 injecao de cada extrato)
n.q.= ndo quantificado com confianca nos niveis de fortificagéo avaliados

A Tabela 10 apresenta os resultados das recuperacdes médias (n=6)
percentuais e 0 RSD% para os 100 compostos que foram fortificados em rim nos
niveis de 10, 25 e 50 ug kg*. Cerca de 80% dos agrotéxicos apresentaram
percentuais de recuperagédo entre 70-120% e valores de RSD < 20% (LOQ, de 10
ug kg™). Os compostos fempropimorfe e tiodicarbe apresentaram LOQ,, de 25 e 50
ug kg*, respectivamente. Um total de 89% dos medicamentos veterinarios avaliados
apresentou a faixa de 70-120% de recuperagéo e RSD < 20% (LOQ, de 10 pg kg™)
(Figura 11). Os agrotoxicos diclofluanida, 2,4,5 T, fluroxipir, quinclorac, 2,4D,

piridato e o medicamento veterinario salinomicina, ndo foram quantificados.
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Figura 11. Percentual de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em rim, que apresentaram

faixas de recuperacdo de <70%, 70-120% e >120%, apOs ensaios de fortificagdo e

recuperacao, extraidos com método QUEChERS modificado.
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Tabela 11. Percentuais de recuperacdo e RSD para a repetitividade do método de extracao

de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em leite

Niveis de Fortificacdo (ug L™

ne Compostos 10 25 50 ES?'T)
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
1 24D 22,0 16,0 46,0 15,0 50,0 11,1 n.q.
2 245T 81,7 15,5 88,4 10,3 80,6 6,2 10
3 3-OH Carbofuran 83,3 17,7 100,1 12,3 82,9 5,0 10
4 atrazina 90,8 15,7 96,9 13,9 82,3 1,6 10
5 azinfos etilico 87,3 15,2 94,0 14,2 109,4 5,8 10
6 azinfos metilico 81,5 14,2 88,7 8,6 82,8 4,8 10
7 azoxistrobina 76,5 12,9 85,3 15,7 83,4 1,1 10
8 bentazona 90,1 15,0 96,2 8,9 103,3 14,8 10
9 bispiribaque 89,0 18,8 96,1 13,8 83,6 6,4 10
10 bitertanol 89,5 14,6 92,9 8,0 89,9 6,3 10
11 boscalida 100,6 11,8 104,6 12,1 103,5 9,0 10
12 bromoconazole 74,4 13,1 87,6 13,8 73,8 4,0 10
13 buprofezina 73,7 15,8 80,3 19,9 71,0 3,1 10
14 carbaril 77,9 10,2 102,6 18,7 78,9 3,4 10
15 carbendazina 74,6 19,3 97,4 14,4 79,0 1,6 10
16 carbofurano 90,1 13,6 106,4 15,3 84,3 2,2 10
17 carboxim 79,0 19,2 98,2 8,0 82,4 3,7 10
18 cianizina 82,0 14,1 102,7 12,2 84,8 3,6 10
19 clomazone 85,5 16,6 101,3 15,8 85,5 2,2 10
20 cloranfenicol 93,5 17,2 96,8 14,9 77,2 3,0 10
21 clorimurom 98,2 13,2 83,7 16,0 100,9 9,3 10
22 clorpirifos etilico 96,0 9,0 99,6 2,6 98,7 11,4 10
23 clorpirifos metil 87,4 6,4 90,0 5,1 93,3 9,4 10
24 clorprofam 98,7 15,1 79,1 34 84,3 3,7 10
25 deltametrina 61,2 13,0 86,5 16,6 74,3 4.1 25
26 diazinona 79,7 19,0 86,6 13,5 77,5 2,9 10
27 diclofluanida 46,5 5,5 30,7 9,7 49,8 56,3 n.g.
28 difenoconazole 73,3 12,3 88,9 18,3 77,9 2,8 10
29 dimetoato 86,6 12,8 101,1 10,3 85,0 3,0 10
30 epoxiconazole 101,8 12,0 105,7 13,9 96,2 11,2 10
31 etiona 74,0 1,6 102,5 10,3 79,6 1,9 10
32 fempropatrina 68,9 10,6 91,7 14,4 77,7 3,1 25
33 fempropimorfe 104,2 2,0 102,2 8,4 95,2 1,8 10
34 fenarimol 98,5 14,9 96,7 16,8 87,8 7,5 10
35 fentiona 78,8 14,0 90,9 15,2 85,6 5,6 10
36 fipronil 79,6 10,3 84,8 14,9 83,8 1,7 10
37 fluquiconazole 118,9 1,3 106,9 13,3 98,8 19,1 10
38 fluroxipir 42,5 13,0 44,3 19,0 8,0 15,7 n.g.
39 flutalonil 99,6 3,9 99,4 13,8 97,6 11,6 10
40 imazalil 72,1 17,8 91,2 13,7 75,6 5,9 10
41 imidacloprido 94,6 19,2 96,5 6,6 80,4 4,5 10
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42 iprovalicarbe 82,4 4.1 89,3 15,5 88,1 7,8 10
43 linurom 92,0 14,9 104,4 19,7 81,8 4,0 10
44 malationa 98,0 12,3 107,2 6,9 104,8 6,0 10
45 mecarbam 77,1 5,5 97,0 19,9 90,0 4.4 10
46 mepronil 87,3 6,7 83,0 13,0 85,1 5,6 10
47 metaconazole 85,7 16,9 91,3 19,5 73,4 6,4 10
48 metalaxil 77,1 9,1 95,7 10,9 84,0 1,3 10
49 metamidofos 87,0 17,8 101,2 13,9 72,3 2,8 10
50 metiocarbe sulfona 102,4 13,5 92,9 10,7 104,0 7,8 10
51 metiocarbe sulfoxido 99,5 14,7 101,9 6,6 98,0 9,5 10
52 metsulfurom metilico 79,0 11,8 96,4 17,1 82,6 3,2 10
53 mevinfos 85,1 16,8 97,5 6,6 80,2 45 10
54 miclobutanil 103,4 9,2 97,4 45 87,7 19,2 10
55 monesina 71,0 11,6 78,1 14,8 79,0 2,7 10
56 monocrotofos 82,2 14,5 98,8 5,3 81,9 2,5 10
57 monolinurom 83,2 13,7 100,4 19,6 85,8 3,6 10
58 oxamil 91,8 12,2 106,5 7,3 89,5 3,0 10
59 paraoxon 108,1 5,6 110,1 8,0 101,8 13,0 10
60 pendimetalina 77,6 10,5 91,1 15,0 82,3 2,3 10
61 piraclostrobina 92,1 13,8 101,5 14,8 95,2 6,3 10
62 pirazofos 78,1 14,5 85,0 14,3 80,0 2,0 10
63 piridaben 60,6 7,1 94,0 14,6 71,4 1,7 25
64 piridafetiona 95,2 15,1 96,9 13,5 83,6 9,3 10
65 piridato 58,0 6,0 63,5 15,7 68,0 3,1 n.q.
66 pirimetanil 80,3 17,1 99,7 17,1 78,3 3,8 10
67 pirimicarbe 85,8 18,8 105,8 18,0 76,9 3,1 10
68 pirimifos metilico 72,1 8,5 84,2 15,4 78,2 2.3 10
69 procloraz 70,6 12,7 92,1 19,6 79,1 3,1 10
70 profenofos 74,5 5,3 89,5 19,9 78,3 47 10
71 profoxidim 93,3 18,3 89,5 17,7 78,2 2,3 10
72 propargito 78,3 19,9 99,3 11,0 80,9 2,7 10
73 propiconazole 84,9 16,6 87,7 18,9 76,4 2,3 10
74 propizamida 88,4 15,8 94,9 17,8 91,7 9,6 10
75 propoxur 85,6 15,3 104,4 12,8 81,4 4,0 10
76 guinclorac 40,0 20,7 67,0 16,5 56,0 3,1 n.g.
77 guinoxifeno 62,4 11,8 80,8 11,7 75,7 3,5 25
78 robenidina 74,3 18,4 80,6 16,6 74,7 1,8 10
79 salbutamol 84,8 18,5 86,0 13,0 87,0 10,0 10
80 salinomicina 55,6 9,4 56,2 18,0 58,4 3,0 n.g.
81 simazina 75,9 5,2 100,6 13,6 86,1 4.0 10
82 sulfadimetoxina 105,8 12,0 108,2 4.7 104,6 2,6 10
83 sulfametazina 98,2 14,7 99,9 9,7 81,5 1,3 10
84 sulfatiazol 92,1 17,2 99,8 14,0 81,4 1,3 10
85 tebuconazole 86,1 8,1 88,9 14,8 77,8 5,9 10
86 terbufos 70,7 13,1 83,3 16,3 76,4 2,2 10
87 terbutilazina 88,6 19,0 105,0 14,4 87,0 7,4 10
88 tetraconazole 98,0 11,7 87,6 16,5 84,6 10,5 10
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89 tiacloprido 82,5 18,6 101,2 10,2 83,3 2,0 10
90 tiametoxam 99,0 12,4 102,7 9,1 81,3 2,8 10
91 tidicarbe 79,2 16,7 102,2 17,4 80,8 4,5 10
92 tolclofos 106,6 9,8 111,9 13,6 74,4 8,6 10
93 triadimefom 81,6 57 106,3 6,0 93,0 8,8 10
94 triadimenol 103,2 6,1 92,7 11,3 84,0 0,7 10
95 triazofos 90,4 14,2 101,2 14,5 86,2 6,7 10
96 triclorfom 83,6 10,7 109,0 11,0 82,9 5,3 10
97 trifloxistrobina 76,6 12,8 104,4 13,5 81,2 3,6 10
98 triflumizole 70,0 9,2 105,7 12,8 75,2 2,4 10
99 trimetroprima 84,2 12,9 94,0 12,5 77,7 1,7 10
100 vamidationa 88,2 14,1 97,1 9,9 84,5 1,5 10

*n=6 (6 extracOes x 1 injecdo de cada extrato)
n.q.= ndo quantificado com confianca nos niveis de fortificagdo avaliados

Observou-se que na matriz leite os compostos salinomicina, quinclorac,
fluroxipir, diclofluanida e 2,4D n&o puderam ser quantificados em funcdo de
apresentarem valores percentuais de recuperacdo menores que 70%. Por outro
lado, 83% dos agrotdxicos e 89% dos medicamentos veterinarios apresentaram
valores de LOQ, de 10 pg L™, isto significa que apresentaram percentuais de
recuperacdo e RSD% considerados satisfatérios neste nivel de fortificacdo 70-120%
de recuperacao e RSD < 20% (Figura 12).

Compostos (%)

100 - Pesticidas 100 1 Medicamentos Veterinarios
80 4 =10 (ug kg-1) 80 - ®10 (g kg-1)
25 (ug kg-1) 2 W25 (ug kg-1)
60 - 50 (ug kg-1) ‘8’ 60 1 50 (ug kg-1)
4
40 - g 40 -
8
20 - 20 -
0 - , , ’ 0 -
oo Olo oo
° R AP ask v st

Figura 12. Percentual de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em leite, que apresentaram
faixas de recuperacdo de <70%, 70-120% e >120%, apOs ensaios de fortificagdo e
recuperacéo, extraidos com método QUEChERS modificado.
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Tabela 12. Percentuais de recuperacdo e RSD para a repetitividade do método de

extracao de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em ovo

Niveis de Fortificacdo (ug L™)

ne Compostos 10 25 50 (:;5 ngrf‘l)
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
1 24D 20,5 13,0 23,6 12,0 25,0 15,0 n.q.
2 245T 32,5 13,0 43,0 14,7 48,0 7,2 n.g.
3 3-OH Carbofuran 108,7 6,0 102,9 2,2 89,7 1,8 10
4 atrazina 106,0 6,8 95,9 2,5 88,5 4,6 10
5 azinfos etilico 113,2 4.1 97,3 6,0 98,9 1,7 10
6 azinfos metilico 109,9 5,8 101,6 2,4 88,2 6,6 10
7 azoxistrobina 100,9 15,5 105,6 5,5 83,1 5,9 10
8 bentazona 105,6 8,1 90,1 4,5 89,4 4,6 10
9 bispiribaque 83,7 5,7 86,0 6,1 83,0 8,3 10
10 bitertanol 109,5 6,6 97,2 5,6 79,9 7,0 10
11 boscalida 111,5 5,7 96,4 6,7 91,8 4,3 10
12 bromoconazole 95,6 5,3 88,7 3,3 81,4 2,6 10
13 buprofezina 79,6 6,8 70,5 3,4 70,0 1,1 10
14 carbaril 111,3 4,7 97,2 4,2 86,8 4,3 10
15 carbendazina 104,0 1,7 93,6 2,2 81,9 1,8 10
16 carbofurano 106,1 49 98,6 3,9 92,0 2,6 10
17 carboxim 94,4 5,5 92,8 2,2 84,5 2,3 10
18 cianizina 107,9 6,8 104,8 3,3 88,9 3,1 10
19 clomazone 106,2 5,2 94,6 3,5 83,8 1,9 10
20 cloranfenicol 115,5 3,2 93,1 3,8 87,4 2,4 10
21 clorimurom 106,8 5,3 86,7 3,9 79,6 3,7 10
22 clorpirifos etilico 102,1 13,0 99,6 43 108,4 3,5 10
23 clorpirifos metil 109,1 6,1 79,7 14,1 75,8 9,3 10
24 clorprofam 98,3 15,4 93,2 7,5 93,0 5,0 10
25 deltametrina 88,7 4,8 76,0 4,2 71,0 5,5 10
26 diazinona 101,4 6,2 88,2 2,5 80,5 2,0 10
27 diclofluanida 33,0 2,0 27,0 3,0 21,0 4,0 n.q.
28 difenoconazole 1144 3,6 95,9 2,2 79,9 2,3 10
29 dimetoato 108,9 3,6 97,0 2,8 88,6 2,5 10
30 epoxiconazole 106,2 8,6 101,9 5,8 98,8 2,5 10
31 etiona 104,1 4.8 84,7 2,8 78,3 3,3 10
32 fempropatrina 95,2 8,8 75,2 2,6 71,4 5,7 10
33 fempropimorfe 85,5 5,8 90,8 2,8 73,0 8,5 10
34 fenarimol 99,8 16,4 84,9 4,2 96,0 4.4 10
35 fentiona 103,3 4.8 93,1 4.3 82,6 5,2 10
36 fipronil 110,7 4.6 102,9 2,0 88,4 2,0 10
37 fluquiconazole 101,9 10,9 109,0 6,9 94,4 7,7 10
38 fluroxipir 39,8 19,0 25,1 15,0 38,0 10,7 n.g.
39 flutalonil 117,2 1,6 106,7 2,8 94,9 3,0 10
40 imazalil 94,6 5,7 84,3 4.6 76,2 4,3 10
41 imidacloprido 110,5 5,8 102,0 4,1 90,6 3,2 10
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42 iprovalicarbe 107,1 9,6 90,9 17,6 101,9 2,8 10
43 linurom 111,8 5,7 92,7 4,9 88,8 4,0 10
44 malationa 109,5 8,9 100,8 1,7 92,3 3,7 10
45 mecarbam 114,3 4,8 100,0 4,0 96,7 2,5 10
46 mepronil 107,8 9,6 102,2 1,5 91,8 0,8 10
47 metaconazole 114,2 1,7 94,0 4,0 79,8 4,3 10
48 metalaxil 112,2 6,5 104,2 2,5 87,2 1,3 10
49 metamidofos 92,4 7,5 85,6 2,9 76,8 3,3 10
50 metiocarbe sulfona 108,1 9,0 100,9 4.7 86,5 4,0 10
51 metiocarbe sulfoxido 111,6 6,1 98,6 4.4 87,1 2,1 10
52 metsulfurom metilico 104,9 2,9 89,1 3,8 82,0 2,1 10
53 mevinfos 112,4 45 94,1 4.6 87,8 3,3 10
54 miclobutanil 112,5 3,7 104,2 4,8 93,5 3,8 10
55 monesina 101,6 4,6 79,3 5,2 73,4 4.4 10
56 monocrotofos 109,1 2,3 96,1 2,8 83,5 1,8 10
57 monolinurom 110,5 6,3 94,4 5,3 84,7 5,4 10
58 oxamil 108,5 9,0 99,2 3,3 98,9 8,8 10
59 paraoxon 1145 1,9 105,1 2,9 92,3 1,8 10
60 pendimetalina 108,5 3,9 93,1 1.8 84,5 2,4 10
61 piraclostrobina 113,3 2,7 96,9 3,4 84,9 3,0 10
62 pirazofos 106,3 7,6 100,6 3,9 86,8 2,2 10
63 piridaben 79,7 5,2 75,0 2,9 74,0 2,1 10
64 piridafetiona 106,8 6,9 102,9 2,5 92,8 3,7 10
65 piridato 67,1 5,1 48,1 4,2 45,9 4,7 n.q.
66 pirimetanil 94,9 8,1 83,1 2,2 78,0 6,0 10
67 pirimicarbe 106,5 7,7 95,2 4,8 83,5 3,7 10
68 pirimifos metilico 98,0 45 86,4 3,2 84,2 2,9 10
69 procloraz 107,8 6,3 91,4 2,8 80,1 0,7 10
70 profenofos 92,5 8,2 82,4 2.0 74,8 2,0 10
71 profoxidim 86,4 4,9 76,0 2,5 76,1 2,9 10
72 propargito 105,0 4,3 81,1 3,5 76,3 1,5 10
73 propiconazole 111,0 7,2 91,6 5,5 83,2 2,8 10
74 propizamida 110,4 6,4 95,4 57 89,3 5,9 10
75 propoxur 1145 4.4 96,2 2,3 90,6 19 10
76 quinclorac 30,0 11,0 20,8 6,2 19,6 6,3 n.q.
77 guinoxifeno 64,0 5,0 60,6 3,9 58,2 3,1 n.g.
78 robenidina 88,8 13,6 79,2 4,9 80,6 4,8 10
79 salbutamol 76,0 10,0 78,0 9,0 74,0 9,0 10
80 salinomicina 69,0 9,1 54,6 6,8 46,7 5,9 n.g.
81 simazina 97,0 10,6 97,6 11,0 86,8 2,1 10
82 sulfadimetoxina 109,9 5,8 96,6 1,4 93,4 1,7 10
83 sulfametazina 112,9 4.0 99,5 5,3 92,2 2,8 10
84 sulfatiazol 105,3 3,4 94,5 4,1 93,5 6,4 10
85 tebuconazole 109,7 6,3 96,2 4.0 87,3 3,3 10
86 terbufos 107,2 12,5 84,4 6,0 77,6 3,6 10
87 terbutilazina 109,5 3,0 83,1 19,2 84,5 1,1 10
88 tetraconazole 110,4 3,7 111,5 5,3 105,1 3,5 10
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89 tiacloprido 114,0 2,3 100,0 1,7 86,7 1,4 10
90 tiametoxam 112,5 2,9 103,6 4,1 89,6 3,7 10
91 tidicarbe 46,0 17,0 42,0 2,0 47,0 18,5 n.g.
92 tolclofos 107,6 4,6 102,6 7,2 104,0 5,7 10
93 triadimefom 111,8 7,8 95,4 3,0 89,9 3,6 10
94 triadimenol 111,7 4.4 94,4 6,4 98,9 4,2 10
95 triazofos 117,4 0,9 100,8 3,6 97,5 2,6 10
96 triclorfom 109,5 5,0 99,1 45 92,1 51 10
97 trifloxistrobina 109,7 9,8 100,5 2,5 86,3 1,9 10
98 triflumizole 102,5 4,2 88,7 2,3 78,4 3,7 10
99 trimetroprima 93,7 10,1 90,2 2,7 84,4 3,8 10
100 vamidationa 111,5 3,1 98,9 2,3 86,8 1,6 10

n= 6 (6 extracdes x 1 injecdo de cada extrato)

A Tabela 12 apresenta os resultados dos percentuais de recuperacdo e

RSD% obtidos ap6s fortificacdo (10, 25 e 50 pg kg™) em amostras “branco” de ovo.

Resultados similares foram obtidos quando se comparam os dados obtidos na

amostra ovo com as demais matrizes. Nos trés niveis avaliados, 91% dos compostos

apresentram percentuais de recuperacao na faixa de 70-120% e RSD < 20% (Figura

13). Observa-se que os compostos diclofluanida, fluroxipir, tiodicarbe, quinclorac,

salinomicina, quinoxifeno, 2,4,5 T e 2,4D, também apresentaram problemas de

guantificacdo na amostra ovo, em funcdo de seu baixo percentual de recuperacao

(<70%).
100 Pesticidas 100 ¢ Medicamentos Veterinarios
80 - "10 (ug kg-]_) 80 - m10 (I.lg kg'l)
S 25 (ug kg-1) g ® 25 (ug kg-1)
g 60 - Ho X9 g 60 - 50 (ug kg-1)
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Figura 13. Percentual de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em ovo, que apresentaram

faixas de recuperacdo de <70%, 70-120% e >120%, apOs ensaios de fortificacdo e

recuperacgdo, extraidos com método QUEChERS modificado.




102
24D Fluroxipir

NH2
Cl OCH,CO_H Cl Cl
| e

Cl -
F N OCH,CO,H
Quinclorac 245T
0
70" Cl D\J\
cl N OH
| =

Cl Cl Cl

Figura 14. Estruturas quimicas dos compostos 2,4D, fluroxipir, quinclorac e
245T.

Na Figura 14 estdo representadas as estruturas quimicas dos compostos 2,4
D, fluroxipir, quinclorac e 2,45 T. Estes compostos sdo fendxi-acidos e
apresentaram baixos percentuais de recuperagdo (<70%) nas matrizes avaliadas
durante este estudo.

A natureza polar destes compostos e sua a alta solubilidade em agua fazem
com que a extracdo especifica destes compostos seja extremamente dificil. Eles sé&o
acidos relativamente fortes (pKa <4) os quais, sdo mais estaveis em pH baixo.
Portanto, o pH da extracdo é um importante fator o qual, deve ser adequadamente
controlado. O monitoramento de fendxi-acidos ao nivel de tracos € um grande
desafio, no caso de matrizes complexas devido a natureza quimica e fisica destes
compostos, bem como, ao grande numero de co-extrativos da matriz que podem
afetar adversamente a eficiéncia de extracdo e o desempenho do instrumento

utilizado para a deteccao quantitativa.
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4.5.5 Precisao (repetitividade e preciséo intermediaria)

A precisdo do método QUEChERS modificado foi avaliada em funcédo da
repetitividade e da precisdo intermediaria, estimadas de acordo com as
recomendacbes da ANVISA. Os valores mais detalhados de RSD, e RSD séo
apresentados juntamente aos resultados de recuperacao, nas Tabelas 8, 9, 10, 11,
12 e 13.

Os valores para o estudo da repetitividade e precisdo intermediaria dos
agrotoxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne, figado, rim, leite e
ovo ficaram abaixo de 20 % para a maioria dos compostos avaliados. Para matrizes
ambientais e de alimentos, a precisdo € dependente da matriz da amostra, da
concentracdo do analito e da técnica de analise, podendo variar entre 2% e mais de
20% (SANCO, 2010).

Para validacdo de métodos cromatogréficos, na faixa de concentracao
avaliada nesse trabalho, recomenda-se que a precisdo deve apresentar RSD < 20%
(RIBANI et al., 2004; SANCO, 2010). Portanto, todos os resultados obtidos estéo

dentro dos limites sugeridos para a maioria dos compostos analisados.
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Tabela 13. Percentuais de recuperacdo e RSD para a preciséo intermediaria do método QUEChERS modificado, no nivel

de fortificacdo de 25 pg kg™ (n=6)

Nivel de Fortificacdo de 25 pg kg™

n° Compostos Carne Figado Rim Leite* Ovo
rec RSD rec RSD rec RSD rec RSD rec RSD
(%) ) @) ) ) ) (%) %) () (%)
1 24D 15,4 354 195 144 279 10,0 92,1 35,8 158 449
2 245T 65,3 1,1 87,0 114 22,3 6,4 89,7 132 195 3.3
3 3-OH Carbofuran 89,7 2,1 110,2 3,6 84,4 6,7 90,0 58 1012 2.3
4 atrazina 87,4 06 1075 8,38 83,0 6,3 86,3 3,1 945 38
5 azinfos etilico 104.,4 15 85,2 06 1043 86 1029 146 938 2.2
6 azinfos metilico 105,5 1,6 924 105 984 9,0 84,9 56 1029 11
7 azoxistrobina 98,7 01 108,7 10,5 91,3 3,2 77,7 33 1038 7,6
8 bentazona 98,1 2,7 92,4 8,3 747 12,3 52,0 140 865 44
9 bispiribague 77,3 18 1059 110 70,9 14 86,2 1,2 63,3 44
10 bitertanol 92,6 3,8 98,4 0,1 96,4 146 87,4 7,7 940 6,9
11 boscalida 109,7 1,9 1106 0,2 83,4 3,8 98,7 18,6 92,3 1,7
12 bromoconazole 82,3 1,0 965 112 819 10,0 78,6 0,1 878 24
13 buprofezina 82,3 1,2 928 124 79,5 8,3 67,8 3,8 706 2,0
14 carbaril 82,2 01 1190 40 91,7 0,1 86,2 0,6 958 6,9
15 carbendazina 84,5 00 1093 2,7 1078 1,6 85,6 5,3 93,1 15
16 carbofurano 107,2 03 1198 15 98,2 6,3 93,1 9,5 96,0 21
17 carboxim 99,5 0,1 1149 6,0 84,7 0,6 81,5 1,4 926 0,1
18 cianizina 94,3 1,8 1130 19 892 116 924 6,6 1074 23
19 clomazone 99,5 1,2 114,7 3,0 81,1 3,7 87,9 7,2 93,5 2,2
20 cloranfenicol 103,2 06 109,2 1,0 95,6 0,8 84,4 3,5 91,3 2.3
21 clorimurom 56,0 0,3 1115 2,9 82,3 11,1 55,9 14,1 85,3 0,0



22 clorpirifos etilico 109,9 1,8 98,7 1,9 107,7 9.8 100,6 3,7 96,7 35
23 clorpirifos metil 93,5 2,6 93,4 0,4 825 148 86,6 4,6 81,7 9,4
24  clorprofam 98,9 1,5 100,3 27,2 108,4 8,7 78,1 3,8 93,2 7,7
25 deltametrina 80,6 0,4 865 166 78,0 3,5 58,8 8,7 66,1 0,2
26 diazinona 84,4 0,9 952 112 81,3 10,6 78,0 0,7 88,8 15
27 diclofluanida 59,0 1,0 97,6 54 59,5 20,7 83,8 41 334 9,6
28 difenoconazole 86,4 0,8 102,7 42 86,2 47 75,0 2,3 96,1 0,3
29 dimetoato 101,4 09 1090 43 92,7 1,3 93,2 7,9 944 3.1
30 epoxiconazole 95,5 1,1 1163 4,1 1057 23 95,1 140 99,2 572
31 etiona 92,1 04 1025 10,3 60,7 134 715 0,4 85,7 1,9
32 fempropatrina 86,7 0,9 91,7 144 812 4,0 65,5 8,3 73,8 0,9
33 fempropimorfe 83,2 6,6 1053 0,3 72,5 8,9 99,0 136 881 04
34 fenarimol 104,9 49 1105 0,2 1006 19 82,8 6,1 835 25
35 fentiona 88,1 1,0 984 18,0 62,0 0,8 83,4 7,2 89,3 33
36 fipronil 93,9 0,1 936 136 964 4.7 76,1 55 100,7 0,7
37 fluguiconazole 54,3 354 1178 2,6 97,7 9,6 95,9 11,2 106,7 3,1
38 fluroxipir 33,5 354 529 1414 53 1089 1137 91,8 19,1 49,0
39 flutalonil 109,2 1,0 98,0 2,5 90,7 5,6 100,7 23,3 1066 0,0
40 imazalil 85,3 40 101,7 1,8 81,8 8,4 80,8 6,7 87,7 3.2
41 imidacloprido 85,0 04 1015 1.3 84,3 169 91,6 50 1016 1,1
42 iprovalicarbe 109,6 0,5 925 246 1025 6,2 86,1 4,3 995 33
43 linurom 110,0 1,3 1218 24 77,6 3,6 86,9 7,5 90,3 1,2
44 malationa 82,4 08 1049 83 100,2 89 109,5 74 1006 16
45 mecarbam 103,4 03 1131 7,7 1080 5,9 80,9 3,2 97,0 1,1
46 mepronil 92,6 0,1 76,0 125 1130 25 89,9 90 1020 1,0
47 metaconazole 87,7 0,4 106,5 4,2 86,5 15 76,2 3,8 91,9 15
48 metalaxil 91,3 3,7 104,2 3,2 93,2 1,2 87,2 58 1016 0,5
49 metamidofos 70,7 12 1133 26 79,8 2,9 89,1 15 85,2 0,8
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50 metiocarbe sulfona 108,8 3,3 92,7 6,2 90,9 15,2 93,2 17,5 100,7 2,6
51 metiocarbe sulfoxido 114,6 04 1065 1,0 93,0 2,0 97,2 7,1 97,1 89
52 metsulfurom metilico 77,6 0,6 110,0 8,0 77,3 6,8 82,8 1,6 89,4 3,5
53 mevinfos 86,9 02 1030 138 86,0 4,8 92,0 1,3 91,1 2,4
54 miclobutanil 96,0 0,2 98,9 66 11001 5,6 95,9 25 1035 11
55 monesina 65,8 1,0 83,9 9,8 60,3 3,7 59,5 168 795 20
56 monocrotofos 86,2 0,1 102,1 3,1 67,5 57 95,4 5,5 93,8 1,1
57 monolinurom 102,8 3,4 117,3 1,0 86,1 8,5 83,5 4.6 89,9 2,1
58 oxamil 89,0 1,0 1110 0,6 89,0 1,7 102,0 9,7 96,8 1,6
59 paraoxon 108,3 06 1069 13,0 1026 116 1133 06 1039 0,2
60 pendimetalina 102,7 0,2 97,5 19,1 88,9 0,1 84,8 9,0 93,8 1,0
61 piraclostrobina 90,5 46 1145 21 88,6 1,8 88,5 1,1 995 55
62 pirazofos 91,8 0,9 928 152 948 0,3 77,2 0,3 1005 3,3
63 piridaben 76,9 0,4 940 146 70,6 4,7 64,9 2,9 64,8 15
64 piridafetiona 105,6 05 1056 138 1161 138 88,3 1,3 1022 45
65 piridato 69,6 1,2 81,8 120 59,1 3,4 57,9 4,3 49,7 57
66 pirimetanil 74,5 0,3 1143 4.3 83,5 9,3 85,2 0,6 82,7 36
67 pirimicarbe 98,4 06 116,7 29 83,5 57 81,7 4,2 93,3 2,3
68 pirimifos metilico 88,9 28 108,2 11,8 81,2 2,6 76,7 0,2 84,8 1,3
69 procloraz 84,1 09 107,3 6,7 83,8 0,1 76,9 15 90,1 0,9
70 profenofos 81,1 04 1039 95 75,1 8,7 75,0 55 824 21
71 profoxidim 87,0 15 1024 7.4 77,9 1,3 76,6 7,4 76,7 2,4
72 propargito 82,7 0,2 993 110 834 3,5 71,6 1,4 795 23
73 propiconazole 87,8 0,7 995 16,0 89,8 0,9 75,8 2,8 87,8 5.3
74 propizamida 1019 06 1019 223 1100 26 87,9 134 933 05
75 propoxur 1074 0,4 1159 1,8 88,6 2,2 92,9 2,6 94,4 1,6
76 quinclorac 33,6 7,6 86,4 7,3 79 20,0 66,8 11,2 20,2 1,4
77 quinoxifeno 103,6 0,1 88,7 4,3 67,3 0,7 72,8 19 61,0 3,1
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78 robenidina 78,3 0,7 89,8 148 74,3 42 71,4 6,7 76,0 5,0
79 salbutamol 70,0 12,0 56,00 17,0 56,3 7,5 450 17,0 58,0 10,0
80 salinomicina 54,9 0,6 63,2 13,8 56,6 0,4 49,1 11,4 56,7 5,0
81 simazina 88,6 1,1 1120 572 60,5 6,6 89,2 3,3 958 154
82 sulfadimetoxina 75,0 0,4 112,2 2,9 89,7 1,8 104,2 1,6 95,6 1,2
83 sulfametazina 88,1 1,0 1082 27 83,7 1,8 91,7 1,0 994 5,0
84 sulfatiazol 91,0 42 1112 21 77,4 6,2 88,3 8,7 932 28
85 tebuconazole 88,8 2,0 98,7 11,5 90,1 2,2 79,1 3,1 100,12 35
86 terbufos 80,2 1,9 94,5 7,8 78,7 8,0 72,2 0,6 86,2 7,3
87 terbutilazina 101,3 02 1179 01 86,8 10,9 92,1 4,4 90,8 1,7
88 tetraconazole 112,8 0,4 90,8 26,3 102,8 12,0 84,3 46 1079 4,0
89 tiacloprido 94,5 1,1 108,7 45 85,3 1,6 93,7 8,9 98,6 0,3
90 tiametoxam 94,0 04 110,2 55 89,6 6,3 95,2 1,1 1025 2,6
91 tidicarbe 61,3 1,8 1172 6,4 54,7 11,0 87,3 2,2 3,7 13,5
92 tolclofos 85,5 33 1119 136 91,0 4,4 60,8 28,5 1055 4,8
93 triadimefom 94,9 41 11012 71 1173 15 1024 1,0 941 0,1
94 triadimenol 98,6 2,1 943 18,8 1138 0,1 91,2 3,1 92,7 87
95 triazofos 104,7 06 113,77 08 1180 6,7 88,7 57 100,12 3,7
96 triclorfom 99,0 05 118,3 0,3 88,3 5,7 99,7 94 103,0 3,6
97 trifloxistrobina 94,5 01 1044 135 89,3 8,3 73,2 44 1002 2.2
98 triflumizole 82,4 05 1057 128 79,5 1,9 71,1 3,0 876 0,9
99 trimetroprima 76,7 01 1012 138 737 11,8 86,7 3,8 874 05
100 vamidationa 91,4 1,3 1018 94 89,6 1,4 92,3 10,5 101,7 0,6

* (Mg L™
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4 5.6 Efeito Matriz em LC-MS/MS

A taxa de recuperacdo em alimentos, nem sempre é satisfatéria devido aos
efeitos de matriz da andlise cromatografica (Tabela 14). A quantificacdo dos
compostos pode ser afetada pela presenca de compostos co-extraidos da matriz.

O efeito matriz nos resultados pode ser significativo (>10%) e deve ser
determinado cuidadosamente. A avaliacdo exata do efeito matriz pode evitar
estimativas errbneas dos teores dos analitos, além de ser mais confiavel. Para
reducdo do efeito matriz é recomendavel o uso de curva analitica preparada em
extratos da matriz isenta de agrotoxicos (RIBANI et al., 2004), ou ainda submeter os
extratos a novos processos de limpeza. O efeito matriz sempre sofre variacdes ao
longo do tempo e também varia dependendo da condi¢do do instrumento utilizado,
devendo, por isso, ser constantemente avaliado, tanto na etapa de desenvolvimento
do método quanto na aplicacdo deste método nas andlises de rotina (PRESTES,
2007).
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Tabela 14. Avaliacao do efeito matriz percentual dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios analisados por LC-

MS/MS modo El (+/-), a partir de solucdes preparadas em acetonitrila e nos extratos das matrizes avaliadas.

Efeito Matriz (%)

n° Compostos Carne Figado Rim Leite Ovo

250 10,0 50 250 10,0 50 250 100 50 250 10,0 50 250 10,0 5,0
1 24D 0 5 18 -74 -70 -62 1 -1 62 1 -1 62 -1 -3 0
2 2457 1 -5 25 77 -75 -69 10 16 60 10 16 60 23 1 -6
3 3-OH Carbofuran 14 22 13 5 9 36 17 -2 103 17 -2 103 4 -1 -18
4 atrazina -14 -4 3 -70  -76  -60 -1 -1 29 -1 -1 29 12 -15 -18
5 azinfos etilico -3 -4 21 10 3 26 0 6 33 0 6 33 39 -4 3
6 azinfos metilico 7 12 47 -6 0 18 -1 11 -11 -1 10 -11 -1 -6 15
7 azoxistrobina -2 15 33 0 13 43 -3 -2 13 -3 -2 13 10 -52 -52
8 bentazona 5 4 23 -3 24 21 15 -13 105 15 -13 105 16 2 6
9 bispiribague 4 12 39 0 20 37 -9 1 38 -9 1 38 -1 8 24
10 bitertanol 0 -6 16 -3 0 -41 3 -5 37 3 -5 37 10 11 24
11 boscalida 30 37 65 1 -6 1 2 8 28 2 8 28 16 0 12
12 bromoconazole 5 6 26 -1 -18 29 17 -24 15 -17 -24 15 0 -1 9
13 buprofezina 9 6 25 -15 -18 21 9 9 41 9 9 41 13 6 2
14 carbaril 8 2 22 -4 3 -4 -2 6 42 -2 6 42 24 12 -5
15 carbendazina -14 11 -35 -6 15 34 5 14 26 5 14 26 20 -2 13
16 carbofurano 17 20 80 -2 -52 -60 -11 -7 -8 -11 -7 -8 0 0 5
17 carboxim -75 75 -74 2 6 14 14 -7 34 14 -7 34 -6 1 -5
18 cianizina 0 -15 18 8 24 41 4 12 31 4 12 31 -18 14 22
19 clomazone -13 -4 29 11 24 30 8 15 55 8 15 55 -18 -14 -4
20 cloranfenicol -13 -4 -20 0 12 32 8 20 52 8 20 52 3 -3 -4
21 clorimurom 5 12 37 -1 9 16 -5 8 18 -5 8 18 16 7 12




22 clorpirifos etilico -14 9 12 6 2 28 10 17 43 10 17 43 -3 11 -15
23 clorpirifos metil -10 5 24 12 -5 71 8 15 25 8 15 25 -12 -6 0
24 clorprofam 8 13 33 -2 13 16 8 12 30 8 12 30 27 24 14
25 deltametrina 3 -2 24 0 5 18 -3 13 20 -3 13 20 7 -2 5
26 diazinona -11 0 12 1 -5 25 -5 18 11 -5 18 11 12 15 4
27 diclofluanida -18 -1 29 14 22 13 12 32 31 12 32 31 47 33 23
28 difenoconazole -3 14 27 -14 -4 3 -1 9 19 -1 9 19 -4 -3 9
29 dimetoato -7 2 30 -3 -4 21 29 3 17 29 3 17 -10 0 2
30 epoxiconazole -3 12 27 7 12 47 -4 -10 4 -4 -10 4 4 31 17
31 etiona -11 -6 24 -2 15 33 -3 0 31 -3 0 31 -4 -3 9
32 fempropatrina -15 0 14 5 4 23 9 2 17 9 2 17 -10 0 2
33 fempropimorfe -7 -1 23 4 12 39 -1 10 16 -1 10 16 4 31 17
34 fenarimol -1 -9 25 0 -6 16 1 1 17 1 1 17 -7 15 23
35 fentiona -36 41 -20 30 37 65 -16 -14 29 -16 -14 29 -1 49 -15
36 fipronil -10 -6 23 5 6 26 2 14 44 2 14 44 23 17 -75
37 fluquiconazole -20 -11 17 9 6 25 -2 1 15 -2 1 15 4 20 -75
38 fluroxipir 21 -10 11 8 2 22 4 16 28 4 16 28 12 80 -74
39 flutalonil 6 6 -38 14 11  -35 6 0 40 6 0 40 39 -2 17
40 imazalil 10 15 49 17 20 80 -2 2 19 -2 2 19 -1 2 -8
41 imidacloprido -12 23 -15 -75 -75 -74 -17 -8 21 -17 -8 21 10 19 21
42 iprovalicarbe -10 -5 -17 0 -15 18 2 8 36 2 8 36 16 -8 9
43 linurom -12 -8 25 -13 4 29 0 13 31 0 13 31 -1 25 33
44 malationa -7 9 33 -13 -4 -20 -4 5 -19 4 5 -19 10 -13 -13
45 mecarbam -11 -6 9 5 12 37 -9 -9 36 -9 -9 36 16 -4 -4
46 mepronil 13 6 45 -14 9 12 -9 7 20 -9 7 20 -3 -5 12
47 metaconazole -15 -2 8 -10 5 24 4 16 48 4 16 48 13 18 32
48 metalaxil -8 23 28 8 13 33 -3 22 46 -3 22 46 20 11 31
49 metamidofos -15 -2 140 3 -2 24 -3 -1 38 -3 -1 38 -18 -3 -7
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50 metiocarbe sulfona -19 1 3 -11 0 12 -6 6 10 -6 6 10 -1 14 2

51 metiocarbe sulfoxido -3 13 20 -18 -1 29 -19 -9 1 -19 -9 1 29 -27 30
52 metsulfurom metilico -5 18 11 -3 14  -27 6 -1 27 6 -1 27 -19 6 -15
53 mevinfos 12 32 31 -7 2 30 -15 -6 26 -15 -6 26 -9 -1 -6
54 miclobutanil -1 9 19 -3 12 27 5 11 33 5 11 33 1 27 26
55 monesina 29 3 17 -11 -6 24  -10 -2 25 -10 -2 25 -19 6 -15
56 monocrotofos -4 -10 4 -15 0 14  -25 -5 5 -25 -5 5 -9 -1 -6
57 monolinurom -3 0 31 -7 -1 23 -11 -6 23 -11 -6 23 1 27 26
58 oxamil 9 2 17 -1 -9 25 -17 8 19 -17 8 19 -9 4 -3
59 paraoxon -1 10 16 -36 -41 -20 -8 -2 26 -8 -2 26 7 16 22
60 pendimetalina 1 1 17 -10 -6 23 22 -23 8 -22  -23 8 20 48 46
61 piraclostrobina -16 -14 29 -20 -11 17 -17 -8 -4 17 -8 -4 -8 -15 -19
62 pirazofos 2 14 44 -212 -10 11 -12 7 49 -12 7 49 23 -2 1

63 piridaben -2 1 15 6 6 -38 3 20 56 3 20 56 28 140 3

64 piridafetiona 4 16 28 10 15 49 2 14 18 2 14 18 -5 -9 6

65 piridato 6 0 40 -12 23 -15 9 4 1 9 4 1 10 13 10
66 pirimetanil -2 2 19 -10 -5 -17 3 17 8 3 17 8 -4 50 31
67 pirimicarbe -17 -8 21 -12 -8 25 6 8 5 6 8 5 -5 -9 6

68 pirimifos metilico 2 8 36 -7 9 33 14 10 20 14 10 20 10 13 10
69 procloraz 0 13 31 -11 -6 9 13 10 15 13 10 15 -4 50 31
70 profenofos -4 5 -19 13 6 45 -6 3 14 -6 3 14 -15 5 -10
71 profoxidim -9 -9 36 -15 -2 8 -7 -17 18 -7 -17 18 -6 11 -2
72 propargito -9 7 20 -8 23 28 -5 10 -4 -5 10 -4 26 33 25
73 propiconazole 4 16 48 -15 -2 140 -9 13 50 -9 13 50 31 -19 36
74 propizamida -3 22 46 -19 1 3 6 10 31 6 10 31 0 -4 -9
75 propoxur -3 -1 38 40 6 0 40 -8 14 -5 -8 14 13 5 -9
76 quinclorac -6 6 10 19 -2 2 19 -7 27 0 -7 27 31 -19 36
77 quinoxifeno -19 -9 1 21 -17 -8 21 17 68 5 17 68 -66 5 8
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78 robenidina 6 -1 27 36 2 8 36 5 18 -6 5 18 -53 16 -2
79 salbutamol -15 -6 26 31 0 13 31 66 -53 -76 -66 -53 -76 -1 -11
80 salinomicina 5 11 33 -19 -4 5 -19 5 16 -1 5 16 -66 5 8
81 simazina -10 -2 25 36 -9 -9 36 8 -2 -11 8 -2 53 16 -2
82 sulfadimetoxina 25 -5 5 20 -9 7 20 -11 0 12 -6 38 2 9 3
83 sulfametazina -11 -6 23 48 4 16 48 -18 -1 29 -19 10 14 4 17
84 sulfatiazol -17 8 19 46 -3 22 46 -3 14 -27 6 1 18 1 8
85 tebuconazole -8 -2 26 38 -3 -1 38 -7 2 30 -15 27 0 5 -6
86 terbufos 22 -23 8 10 -6 6 10 -3 -12 27 5 26 -7 17 5
87 terbutilazina -17 -8 -4 1 -19 -9 1 -11 -6 24 -10 33 27 68 18
88 tetraconazole -12 7 49 27 6 -1 27 -15 0 14 -25 25 23 -5 -8
89 tiacloprido 3 20 56 -5 -8 14 15 -7 -1 23 -11 5 -1 -36 -10
90 tiametoxam 2 14 18 0 -7 27 23 -1 -9 25 -17 23 -9 41 -6
91 tidicarbe 9 4 1 5 17 68 -5 -36 41 -20 -8 19 25 -20 23
92 tolclofos 3 17 8 -6 5 18 -8 -10 -6 23 -22 -12 -17 -8 -22
93 triadimefom 6 8 5 -76  -66  -53 9 -20 11 17 -17 3 23 19 -12
94 triadimenol 14 10 20 -1 5 6 -76 -21 -10 11 -12 2 6 14 13
95 triazofos 13 10 15 40 -12 23 -15 9 4 1 9 9 8 10 10
96 triclorfom -6 3 14 19 -10 -5 -17 3 17 8 3 3 5 20 15
97 trifloxistrobina -7 -17 18 21 -12 -8 25 6 8 5 6 6 -76 -1 40
98 triflumizole -5 10 -4 36 -7 9 33 14 10 20 14 14 -66 5 -12
99 trimetroprima -9 13 50 31 -11 -6 9 13 10 15 13 13 -53 5 16
100 vamidationa 6 10 31 -19 13 6 45 -6 3 14 -6 8 9 -12 23
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4.6 Aplicagdo do método

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios em 7 amostras de carne, 5 de figado, 5 de
rim, 16 amostras de leite e 8 de ovo obtidas em supermercados da cidade de Santa
Maria-RS. Em nenhuma das amostras analisadas, foram quantificados residuos
acima de 10 pg kg (carne, figado, rim e ovo) ou 10 pg L™ (leite). Porém, em 3
amostras de carne, 2 de figado e 1 de rim, foram detectados (>LOQ) os

medicamentos veterinarios sulfatiazol e sulfametazina.
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5 CONCLUSOES

O método de extracdo QUEChERS modificado, otimizado neste trabalho, tem
como vantagem ser um procedimento moderno e dinamico, que pode ser aplicado
em qualquer laboratorio, devido a simplificacdo de etapas lentas e trabalhosas,
geralmente empregadas em outros métodos de extracéo. Dessa forma, o método de
extracdo proposto apresenta como vantagens ser um procedimento simples e
rapido, com um menor namero de etapas analiticas, o que diminui a probabilidade
de erros, além de ser barato e ambientalmente correto, devido ao baixo consumo de
solventes organicos (somente 10 mL de acetonitrila).

Além disso, contribui no sentido do desenvolvimento de metodologias
analiticas validadas empregando técnicas modernas de extracdo, e também devido
a existéncia de poucos trabalhos cientificos publicados até o momento sobre a
extragdo conjunta de agrotoxicos e medicamentos veterindrios em amostras
utilizando o método QUEChERS.

O pequeno consumo de reagentes e menor geracdo de residuos tornam o
método QUEChERS modificado vantajoso em comparacdo com o0s métodos de
extracdo convencionais, atendendo portanto aos principios da quimica verde,
podendo o mesmo ser utilizado como um protocolo para investigar a presenga
multirresiduo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios simultaneamente em
amostras de origem animal (carne, figado, rim, leite e ovo).

Destaca-se, também a vantagem do método de extracdo ser unificado para as
diferentes matrizes avaliadas, simplificando a aplicagéo em rotina.

O meétodo proposto demonstrou ser eficiente, apresentando bons resultados
de recuperacdo (70-120%) e de precisdo (< 20%) para a maioria dos compostos
avaliados, comprovando a confiabilidade do método.

Os valores de limite de quantificacdo do método variaram entre 10 ug kg™ e
50 pg kg?, permitem que sejam determinados residuos destes compostos em
amostras de alimentos de origem animal, visando averiguar a observancia dos
limites legais de residuos permitidos.

A determinacdo dos agrotoxicos em estudo por LC-MS/MS foi adequada,
permitindo a realizacdo de uma analise qualitativa, obtida a partir de fragmentos de

massa caracteristicos de cada analito, e quantitativa, através do modo de aquisi¢éo
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MRM. As condi¢cdes cromatogréficas otimizadas para determinacdo por LC-MS/MS
permitiram a identificacdo e quantificagdo dos 100 compostos estudados, em um
tempo total de analise de 30 min.

As curvas analiticas apresentaram linearidade entre 1,0 e 250,0 pg L™, com
valores de coeficiente de determinagdo maiores que 0,995 para a grande maioria
dos compostos avaliados.

Portanto, conclui-se que o método mostrou-se adequado a analise simultanea
dos agrotéxicos e medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal (carne,
figado, rim, leite e ovo) podendo ser usado na rotina de laboratérios de analises de
residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios, visto que todos os parametros
de validacdo encontraram-se dentro dos limites exigidos para validacdo de métodos
cromatograficos, atendendo satisfatoriamente o0s objetivos tracados para este

trabalho.
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TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

As atividades laboratoriais normalmente geram consideraveis quantidades de
residuos liquidos e sdlidos proveniente dos ensaios analiticos, que devem ser
tratados e descartados de forma adequada.

Neste trabalho, os residuos liquidos foram recolhidos, colocados em
recipientes separados e rotulados como halogenados e néo-halogenados e logo
apos, encaminhados para o Almoxarifado, responsavel pelo tratamento final dos
residuos gerados, no Departamento de Quimica da UFSM.

J& os residuos sdlidos, foram colocados em sacos plasticos de cor preta,
devidamente rotulados e logo em seguida, encaminhados ao Almoxarifado do

Departamento de Quimica da UFSM.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Ampliacdo do escopo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios a serem

analisados;

- Avaliar a possibilidade de aplicacdo deste método em outras matrizes de origem

animal, por exemplo, mel, derivados do leite e produtos carneos processados;
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