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RESUMO
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DETERMINAGAO MULTICLASSE DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS E
MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM CARNES POR LC-MS/MS

AUTOR: CAROLINE DO AMARAL FRIGGI
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: 23 de margo de 2012, Santa Maria.

O agronegécio nacional vem incorporando novas tecnologias na produgao de
carnes, incluindo bom manejo das granjas, sanidade, alimentacdo balanceada,
melhoramento genético e produgéo integrada. Aliado a este fato, ha uma preocupagéao
crescente com questdes relacionadas a presenca de residuos e contaminantes em
animais destinados a producéo de alimentos.

Neste estudo, comparou-se quatro métodos de extragao baseados no método
QUEChERS para a determinagdo de 79 agrotoxicos e 15 medicamentos veterinarios
por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Série em
amostras de carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe. Os parametros
avaliados foram: faixa de linear das curvas analiticas (6 niveis de concentragdo e 6
injecbes cada), limite de deteccdo (LOD), limite de quantificagdo (LOQ), limite de
decisado (CCa), capacidade de detecgado (CCP) e efeito matriz, bem como precisao e
exatidao, em termos de recuperacao. Para isso, efetuou-se a fortificagdo das matrizes
previamente homogeneizadas, com solu¢des contendo os compostos em 3 niveis de
fortificacdo (20, 50 e 100 ug kg™), 6 réplicas para cada nivel, e aplicou-se o método
proposto. A extracdo pelo método QUEChERS modificado consistiu na extragdo de
10,0 g da matriz com 10 mL de acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético sob
agitacao manual e vigorosa por 1 min. Acrescentou-se 4,0 g de sulfato de magnésio
anidro e 1,7 g de acetato de sédio anidro, repetindo-se a agitacdo. O extrato foi
centrifugado por 8 min (3500 rpm) e apdés 2 mL de extrato foram transferidos para
outro tubo contendo 300 mg de sulfato de magnésio anidro e 50 mg de sorvente PSA,
repetindo-se a agitacdo e a centrifugagao. 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 5 e 200 pg L™, com valores de
coeficiente de determinagdo maiores que 0,99. O método apresentou valores de
recuperagao satisfatorios entre 70 e 120% e (RSD < 20%) para cerca de 95% dos
compostos em todas as matrizes, exceto para figado que apresentou valores
satisfatérios para cerca de 80% dos compostos nos niveis de 20, 50 e 100 yg kg™'. O
valor de LOQ do método foi de 10 ug kg”'. Os valores de CCa ficaram entre 1,1 e
102,9 ug kg™ e os valores de CCp ficaram na faixa de 1,9 a 105,9 pg kg™

Os resultados desse estudo mostraram que o método QUEChERS modificado é
rapido, simples e eficiente, podendo ser aplicado para a determinagao de agrotoxicos
e medicamentos veterinarios em amostras de carne e figado suino, carne de frango e
filé de peixe em analise de rotina. Além disso, o emprego da LC-MS/MS mostrou-se
eficiente, permitindo a determinagdo e confirmagcdo de um grande numero de
compostos simultaneamente em niveis de residuos.

Palavras-chave: Carnes, agrotdxicos, medicamentos veterinarios QUEChERS, LC-
MS/MS
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The agribusiness has been incorporating new technologies in the production of
meat, including good management of farms, health, balanced diet, breeding and
integrated production. Allied to this, there is a growing concern with issues related to
residues and contaminants in animals intended for food production.

In the study, were compared four extraction methods based on the method
QUuEChERS for the determination of 79 pesticides and 15 veterinary drugs analyzed by
Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry in samples of meat and
pork liver, chicken and fish. The parameters evaluated were: linear range (6
concentration levels and 6 injections each), limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), decision limit (CCa), capability of detection (CCB) and matrix
effect, as well as precision and accuracy, in terms of recovery. For this, we performed
the fortification of matrices previously homogenized with solutions containing
compounds at 3 levels of fortification (20, 50 and 100 pg kg™), 6 replicates for each
level, were performade. The modified QUEChERS extraction method consists in the
extraction of 10 g of the matrix with 10 mL of acetonitrile containing 1% (v/v) of acetic
acid and shaking vigorously by hand for 1 min. After, 4 g of anhydrous magnesium
sulfate and 1.7 g anhydrous sodium acetate were added and the agitation repeated.
After the extract was centrifugated for 8 min (3500 rpm) and 2 mL of the extract was
transferred to another tube containing 300 mg of anhydrous magnesium sulfate and 50
mg of sorbent PSA, repeating the agitation and centrifugation. The extract was diluted
(1:1 v/v) in the mobile phase and then analyzed by LC-MS/MS.

Analytical curves prepared in solvent and in extracts of matrices evaluated
showed adequate linearity between 5 and 200 pg kg', with coefficients of
determination greater than 0.99. The method showed satisfactory recovery values
between 70 and 120% (RSD =< 20%) to about 95% of compounds in all matrices,
except for liver showed satisfactory values to about 80% of the compound at levels of
20, 50 and 100 pg kg™'. The LOQ of method was 10 ug kg”'. CCa values were between
1.1 and 102.9 ug kg™ and CCp values were in the range 1.9 to 105.9 ug kg™.

The results of this study showed that the modified method QUEChERS is fast,
simple and efficient and can be applied to the determination of pesticides and
veterinary drugs in samples of meat and liver pork, chicken and fish fillet for routine
analysis. Furthermore, the use of LC-MS/MS was efficent, allowing the determination
and confirmation of a large number of compounds simultaneously at residues livels.

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

Agrotoxicos podem ser transferidos para os animais através da cadeia
alimentar, como por exemplo, através de plantas, ragdo e agua ou pulverizagao
dos locais onde sao criados estes animais para controle de pragas e doencas.
Dessa forma, ambas as vias de contaminagdo podem levar a bioacumulacao
de agrotoxicos persistentes em alimentos de origem animal. Efeitos crénicos da
ingestdo de alimentos contendo agrotoxicos ndo estdo bem definidos, mas ha
evidéncias crescentes de carcinogenicidade e genotoxicidade, bem como
disfung¢des hormonais (LEDOUX, 2011).

Medicamentos veterinarios s&o administrados em larga escala em
funcdo das praticas de manejo, principalmente para o controle de doengas ou,
de forma indevida, como promotores de crescimento de animais como suinos,
frangos e peixes. Estes compostos podem acumular-se no tecido adiposo,
musculo e visceras, levando a reacgdes alérgicas em individuos hipersensiveis
Além disso, diferentes estudos indicam que a ingestdo de baixas doses de
antimicrobianos por longos periodos podem resultar no desenvolvimento de
bactérias resistentes (KINSELLA et al., 2009).

Para garantir a inocuidade dos alimentos quanto a presenca de residuos
de agrotoxicos e medicamentos veterinarios s&o estabelecidos Limites
Maximos de Residuos (LMR) pelo comite Joint Expert Committee on Food
Additives (JECFA), o qual é adotado pelo Codex Alimentarius e pelo Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Os limites de cada composto
variam de acordo com a matriz e dos habitos alimentares da populacdo de
cada pais.

Nas ultimas décadas varias técnicas tém sido empregadas para extragao
de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne, entretanto
estas geralmente contemplam apenas alguns analitos ou uma determinada
classe. Dessa forma, existe uma crescente necessidade de desenvolvimento
de métodos que possibilitem a extracdo simultdnea de analitos multiclasse
visando a diminuicdo de tempo e custos para realizacdo das analises, bem
como uma maior abrangéncia. Considerando a importancia do setor de carnes
para a economia do Brasil, do uso de agrotdxicos e medicamentos veterinarios

para o controle de pragas e doengas, bem como a possibilidade desses
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compostos contaminarem os alimentos e o homem, os objetivos desse trabalho
foram: (i) otimizar e validar um método baseado nos fundamentos do método
QuUEChERS para extragdo simultanea de residuos de agrotoxicos e
medicamentos veterindarios em amostras de carne suina, frango, peixe e
determinacao por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
em Série (LC-MS/MS). O método também foi otimizado e validado para
amostras de figado suino, uma vez que, esta viscera é amplamente utilizada
para verificagdo da qualidade da carne suina pois geralmente acumula
residuos dos produtos usados e possui LMR estabelecido pelas agéncias
regulamentadoras; (ii) demonstrar a aplicabilidade do método proposto na
determinacdo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em
amostras comerciais das matrizes estudadas.

Esse estudo torna-se relevante devido a existéncia de poucos trabalhos
cientificos sobre a extracdo simultanea de residuos de agrotoxicos e
medicamentos veterinarios de diferentes classes em amostras de carnes
(suina, frango e peixe) e viscera (figado suino) e determinagéo por LC-MS/MS.
Dessa forma, o método proposto podera contribuir no monitoramento de
residuos, podendo atender uma demanda crescente de analise em carnes a
fim de diminuir as restricdes sanitarias, bem como as barreiras comerciais para

a exportacao desses alimentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. 1 O setor de carnes no Brasil

O Brasil é um grande produtor mundial de proteina animal e tem no
mercado interno o principal destino de sua producdo. Em 2010, a producéo
brasileira de carnes (bovina, suina e de aves) foi estimada em 24,5 milhées de
toneladas, sendo que 75% dessa produgao € consumida no pais (MAPA, 2010)

O consumo per capita de carnes em 2010 aumentou em relagdo ao ano
anterior chegando a 37,4 kg para carne bovina; 43,9 kg de carne de aves, 14,1
kg de carne suina e 9,75 kg de carne de peixe, refletindo o bom desempenho
da economia brasileira. Também, as carnes ovina e caprina, sdo consumidas
majoritariamente no mercado interno brasileiro (MAPA, 2010; MPA, 2010).

A produgédo de carne (bovina, suina e aves) devera aumentar em 12,6
milhdes de toneladas até 2018/2019, segundo previsbes da Coordenagao
Geral de Planejamento Estratégico, da Assessoria de Gestdo Estratégica
(AGE), do Ministério da Agricultura. Isso representa um acréscimo de 51% em
relacdo a producdo de carnes de 2008. Neste periodo, 0 mercado interno sera
responsavel pelo consumo de 50% da producao (MAPA, 2010a).

Na producao de aves, o controle automatico de temperatura, da umidade
e do fornecimento de agua e ragao sao os principais fatores de aumento da
producdo. Parceria firmada entre o governo e industrias permite exceléncia
técnica em todas as etapas da cadeia produtiva, o que resulta em um produto
saudavel, de alta qualidade e que responde com rapidez as demandas dos
consumidores. O Sistema de Inspecéo Federal (SIF) assegura o cumprimento
por parte dos abatedouros de todas as normas sanitarias (MAPA, 2010a).

No que diz respeito aos suinos, o uso de alimentagéo controlada, a base
de racao de milho e farelo de soja, junto com o bom manejo, permitem que a
producdo alcance 6timos niveis zootécnicos e de conversdo alimentar. A
adogcao desses métodos em conjunto com a evolugdo genética permitiu a
reducdo de gordura da carne em 31%, bem como do colesterol (10%) e das
calorias (14%). Para garantir os avangos, o Ministério da Agricultura mantém
fiscalizagdo rigida nas etapas da cadeia produtiva, principalmente, no que se

refere aos métodos e técnicas de abate (MAPA, 2010a).
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Com relacédo ao setor pesqueiro, segundo levantamento estatistico
divulgado pelo MPA (Ministério da Pesca e Aquicultura) em 2010, essa
atividade ja apresentou significativo crescimento nos ultimos anos, passando
de 278 mil toneladas em 2003 para 415 mil em 2009, o que equivale a 35% de
incremento em menos de uma década. Ja a produgado da piscicultura atingiu
60,2% de crescimento apenas entre 2007 e 2009. Em conjunto, a aquicultura
cresceu 43,8%, entre 2007 e 2009, tornando a producdo de pescado a que
mais cresceu no mercado nacional de carnes no periodo (MPA, 2010a).

A previsdo é de que até 2030 a demanda internacional de pescado
aumente em mais 100 milhdes de toneladas por ano, de acordo com a
Organizagdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO). A
producao mundial hoje é da ordem de 126 milhdes de toneladas. O Brasil € um
dos poucos paises que tem condicdes de atender a crescente demanda
mundial por produtos de origem pesqueira, sobretudo por meio da aquicultura
(MPA, 2010).

A cada ano, a participagao brasileira no comércio internacional vem
crescendo, com destaque para a produgao de carne bovina, suina e de frango.
Segundo o Ministério da Agricultura, até 2020, a expectativa € que a produgéo
nacional de carnes suprira 44,5% do mercado mundial. Ja a carne de frango
tera 48,1% das exportagdes mundiais e a participacdo da carne suina sera de
14,2%. Essas estimativas indicam que o Brasil pode manter posi¢cdo de
primeiro exportador mundial de carnes bovina e de frango (MAPA, 2010a).

Cabe ao Ministério da Agricultura, por intermédio da Secretaria de
Defesa Agropecuaria, regulamentar e controlar mercadorias de origem animal a
serem exportadas, atestando sua qualidade e seguranga. Além disso, o
ministério, com as secretarias de agricultura Estaduais, promove ampla
fiscalizagdo, visando a conformidade entre a legislagdo de inspec¢éo industrial e
sanitaria brasileira e as normas de sanidade exigidas pelo pais importador
(MAPA, 2010a).

A importacdo de produtos de origem animal é fiscalizada e controlada
pelo Ministério da Agricultura de forma a assegurar a saude animal, a saude
publica e o desenvolvimento socioecondmico nacional. O desembarque de
qualquer produto de origem animal no Brasil depende de prévia autorizagao do

Ministério da Agricultura, por intermédio do Departamento de Inspecao de
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Produtos de Origem Animal (DIPOA) da Secretaria de Defesa Agropecuaria
(MAPA, 2010b). O DIPOA ¢é responsavel pela verificagdo das restricbes
sanitarias do pais de origem para ingresso de produtos de origem animal no
Brasil e o Servigco de Inspecao Federal (SIF), pela verificagdo da habilitagdo do
estabelecimento exportador e do produto a ser importado, assim como sua
rotulagem (MAPA, 2010b).

2.1.1 O setor da carne suina

A carne suina é a mais consumida no mundo, fornecendo cerca de 38%
da ingestao protéica diaria mundial, embora seu consumo varie amplamente de
lugar para lugar, em funcdo de habitos, proibicées religiosas ou dogmaticas
(ABIPECS, 2012).

A carne suina enfrenta barreiras comerciais em paises islamicos por
motivos religiosos, como na Malasia, no Marrocos, no Egito, na Argélia, na
Arabia Saudita e no Ira. Outros paises, tais como, México e Coréia do Sul
impdem barreiras comerciais a carne suina brasileira devido restricbes a paises
que vacinam contra a febre aftosa (ABIPECS, 2009).

Os maiores produtores mundiais da carne suina sdo a China, a Uniao
Européia e os Estados Unidos. O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking de
produgdo e exportacdo mundial de carne suina devido a estudos e
investimentos na suinocultura. Alguns elementos como sanidade, nutricdo, bom
manejo da granja, produgao integrada e, principalmente, aprimoramento
gerencial dos produtores, contribuiram para aumentar a oferta interna e colocar
o Pais em destaque no cenario mundial (ABIPECS, 2010; MAPA, 2010c).

A produgéo brasileira de carne suina atende o mercado doméstico e
gera excedentes exportaveis, sendo as importagdes pouco representativas, em
torno de US$ 100 milhdes ao ano (MAPA, 2010c).

As exportagbes brasileiras de carne suina aumentaram 8,47% em
toneladas e 4,08% em valor, em janeiro, na comparagéo com igual periodo de
2011. O Brasil embarcou 37.756 toneladas e obteve uma receita de US$ 96,82
milhdes. Os principais destinos da carne suina brasileira sdo Hong Kong
(36,83%), Ucréania (13,61%) e Argentina (11,32%) (ABIPECS, 2012a). O Brasil
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devera manter o quarto lugar nas exportagdes de carne suina nos proximos
anos, com média anual de 4,91% até 2018/19 (MAPA, 2010c).

Especialistas brasileiros investiram na evolugdo genética da espécie por
20 anos, o que reduziu em 31% a gordura da carne, 10% do colesterol e 14%
de calorias, tornando a carne suina brasileira mais magra e nutritiva, além de
saborosa (MAPA, 2010c). De acordo com a Tabela Brasileira de Composigéo
dos Alimentos (TACO) de 2011 a carne suina (lombo suino cru) possui como
principais constituintes proteinas (22,6%); lipideos (8,8%); acidos graxos
monoinsaturados (3,7%), saturados (3,3%) e polissaturados (1,0%) (LIMA, et
al., 2011).

Como consequéncia dos investimentos realizados, a produgdo vem
crescendo em torno de 4% ao ano, sendo os estados de Santa Catarina,
Parana e Rio Grande do Sul os principais produtores de suinos do Pais.
Atualmente, o Brasil representa 10% do volume exportado de carne suina no
mundo, chegando a lucrar mais de US$ 1 bilhdo por ano (MAPA, 2010c).

Esses fatores apontam para um crescimento ainda mais satisfatorio:
estima-se que a produgdo de carne suina atinja média anual de 2,84%, no
periodo de 2008/2009 a 2018/2019, e o seu consumo, 1,79%. Em relagdo as
exportacoes, a representatividade do mercado brasileiro de carne suina saltara
de 10,1%, em 2008, para 21% em 2018/2019 (MAPA, 2010c).

O figado suino é consumido com menor freqiéncia quando comparado
ao figado bovino. Entretanto, na culinaria nordestina as visceras suinas sao
utilizadas na preparacao de pratos tipicos como o picado e o sarrapatel, sendo
uma pratica recorrente desde épocas mais remotas. Normalmente, as visceras
sao adquiridas em feiras livres e mercados publicos, proveniente de abates
realizados sob condicdes precarias e rudimentares, trazendo preocupacgdes
quanto a origem e as condigdes sanitarias. O figado possui grande importancia
nutricional uma vez que as vitaminas lipossoluveis, como a vitamina A e D,
encontram-se em quantidades significativas somente nas visceras. Além disso,
quantidades consideraveis de vitamina C também sdo encontradas nesta
viscera (ABIPECS, 2012b).
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2.1.2 O setor da carne de frango

No Brasil, a avicultura emprega mais de 4,5 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB)
nacional (BRAZILIAN CHICKEN, 2010).

Nas ultimas trés décadas, a avicultura brasileira tem apresentado altos
indices de crescimento. Seu produto principal, o frango, conquistou os mais
exigentes mercados. O Pais se tornou o terceiro produtor mundial (10.980
milhdes toneladas) e lider em exportagao (3.634 milhdes de toneladas). Dentre
0s maiores produtores da carne de frango no mundo destacam-se os Estados
Unidos (22%), China (17%) e o Brasil (15%). Com relacdo as exportacbes o
Brasil € responsavel pelo fornecimento de 38% da carne de frango consumida
no mundo (BRAZILIAN CHICKEN, 2010; MAPA, 2010d).

Atualmente, a carne nacional chega a 150 paises. Outras aves, como
peru e avestruz, também tém se destacado nos ultimos anos, contribuindo para
diversificar a pauta de exportacdo do agronegdcio brasileiro (BRAZILIAN
CHICKEN, 2010; MAPA, 2010d).

Presente em todo territorio nacional, a carne de frango tem destaque na
regido Sul, sendo os estados do Parana e Rio Grande do Sul os principais
fornecedores. A regido Centro-Oeste, por ser grande produtora de graos, vem
crescendo no setor e recebendo novos investimentos (BRAZILIAN CHICKEN,
2010; MAPA, 2010d).

Fatores como qualidade, sanidade e preco contribuiram para aperfeicoar
a produtividade no setor. O Brasil buscou modernizagdo e empregou
instrumentos como o manejo adequado do aviario, sanidade, alimentacao
balanceada, melhoramento genético e producgéo integrada. A carne de frango
produzida no Brasil (peito sem pele cru) possui como principais constituintes
proteinas (21,5%); lipideos (3,3%); acidos graxos monoinsaturados (1,3%) e
saturados (1,1%) (LIMA et al., 2011).

A parceria entre industria e avicultores também contribuiu para a
exceléncia técnica em todas as etapas da cadeia produtiva, resultando em
reduzidos custos de transacdo e na qualidade, que atende as demandas de
todo o mundo (MAPA, 2010d).
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A taxa de crescimento de produgao da carne de frango, por exemplo,
deve alcancar 4,22%, anualmente, nas exportagdes, com expansao prevista
em 5,62% ao ano, o Brasil devera continuar na liderangca mundial (MAPA,
2010d).

O mercado interno consome 70% da carne de frango produzida no
Brasil. As proje¢des mostram aumento no consumo interno, no periodo
2008/2009 a 2018/2019, o equivalente a 9,9 milhdes de toneladas (MAPA,
2010d).

Atualmente, cerca de 40% da carne exportada no mundo tem origem no
Brasil. Em 2018/2019 as exportagcbes de carne de frango deverao representar
90% do comércio mundial, o que indica que o Brasil continuara a manter sua
posicao de primeiro exportador mundial de carne de frango. A importagao de
qualquer tipo de ave para o Brasil € pouco significante, pois os produtos néo

concorrem com o precgo e qualidade oferecidos pelo Brasil (MAPA, 2010d).

2.1.3 O setor da carne de peixe

A producdo mundial de pescado (proveniente tanto da pesca extrativa
quanto da aquicultura) atingiu aproximadamente 146 milhées de toneladas em
2009 e 142 milhdes de toneladas em 2008. Os maiores produtores em 2009
foram a China com aproximadamente 60,5 milhdes de toneladas, a Indonésia
com 9.8 milhdes de toneladas, a india com 7,9 milhdes de toneladas e o Peru
com cerca de 7 milhdes de toneladas. O Brasil, neste contexto, contribuiu com
1.240.813 t em 2009, representando 0,86% da produgdo mundial de pescado
ocupando o 18° lugar no ranking geral dos maiores produtores de pescado do
mundo (MPA, 2010b).

A producao de pescado do Brasil, para o ano de 2010, foi de 1.264.765
t, registrando-se um incremento de 2% em relacdo a 2009. A pesca extrativa
marinha continuou sendo a principal fonte de producdo de pescado nacional,
sendo responsavel por 536.455 t (42,4% do total de pescado), seguida,
sucessivamente, pela aquicultura continental (394.340 t; 31,2%), pesca
extrativa continental (248.911 t; 19,7%) e aquicultura marinha (85.057 t; 6,7%)
(MPA, 2010b).
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Em 2010 foi registrada uma reducéo de 8,4% na producéo de pescado
oriunda da pesca extrativa marinha em relagdo a 2009, resultado de um
decréscimo de 49.217 t. Por outro lado, a produgdo da pesca extrativa
continental e a aquicultura continental e marinha fecharam em alta em relagéo
a 2009, com um acréscimo de 3,9, 16,9 e 9%, respectivamente (MPA, 2010d).

O Estado do Amazonas, em 2010, assim como nos anos de 2008 e
2009, foi o maior produtor de pescado de agua doce do Brasil com 70.896 t
(28,5% do total capturado), seguido pelos estados do Para (50.949 t) e do
Maranhao (22.944 t). As principais espécies produzidas no Brasil sdo a tilapia
(155.450,8 t) e a carpa (94.579,0 t) (MPA, 2010b).

Em 2010, a produgdo aquicola nacional foi de 479.399 t, representando
um incremento de 15,3% em relacéo a produgdo de 2009. Comparando-se a
producao atual com o montante produzido em 2008 (365.366 t), fica evidente o
crescimento do setor no pais, com um incremento de 31,2% na producao
durante o triénio 2008-2010. Seguindo o padrdo observado nos anos
anteriores, a maior parcela da produgdo aquicola é oriunda da aquicultura
continental, na qual se destaca a piscicultura continental que representou
82,3% da producao total nacional (MPA, 2010b).

No ano de 2010, os Estados Unidos foram o principal comprador dos
produtos brasileiros de pescado, em volume e em valor. Espanha e Franga
ocupam o segundo e terceiro lugar, respectivamente. Os peixes congelados
que respondem por 49% do total vendido apresentam o menor pre¢go médio:
US$ 3,41/kg. Por sua vez, os peixes vivos, apesar de pequena participagdo no
peso liquido, apresentam o melhor preco médio: US$ 78,65/kg, porém ainda
com pequena participagao no volume exportado (MPA, 2010b).

A importagdo de filés congelados da China, Argentina, Chile e Vietna
apresentou o maior aumento percentual em termos de valor e quantidade. Em
2009 as importagdes somaram US$ 72 milhdes e, em 2010, mais de US$ 141
milhdes: elevagao de 94%. O mesmo ocorreu com a quantidade importada que
passou de 22 mil toneladas em 2009 para 48 mil toneladas em 2010: aumento
de mais de 117% (MPA, 2010b).

Neste trabalho foram utilizadas amostras de filé de “panga” (Pangasius
hypophthalmus) para validagdo do método. O panga comegou a ser importado

do Vietnd no comego de 2010 e somente no primeiro semestre deste ano,
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foram importadas 3,3 mil toneladas deste peixe, no valor de US$ 6,6 milhdes.
Este peixe € similar ao Mapara (Amazobnia) e a tilapia e desta forma, tem
conquistado o mercado consumidor devido ao menor preco, textura e
coloragdo. Diversas denuncias foram levadas até o MPA e o MAPA com
relagcdo a comercializagcao deste peixe devido a indicios de contaminagao por

antibioticos, agrotoxicos e metais (CONEPE, 2010).

2.2 Agrotoxicos

Agrotéxico, segundo o Codex Alimentarius é toda e qualquer substancia
utilizada com o propdsito 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 apds a colheita,
para proteger a mesma da deterioragdo 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 agrotoxicos, sdo produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composigao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las
da acao 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 definigbes ja que
aquela efetuada pela FAO contempla substancias que possam vir a serem

utilizadas n&o apenas diretamente durante o plantio, mas em todas as etapas



30

do cultivo propriamente dito e também apds a colheita, como nas etapas de
armazenamento, transporte, distribuicdo e processamento do alimento.

Os agrotoxicos estdo 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 formulagdes. Estas substancias estédo
divididas em mais de 100 classes, sendo benzoiluréias, carbamatos,
organofosforados, organoclorados, piretroides, sulfoniluréias e triazinas os
grupos mais importantes (BCPC, 2010).

As caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos sao
consideravelmente diferentes, uma vez que podem apresentar carater acido,
basico e neutro. Estes compostos podem conter em sua estrutura: halogéneos,
fésforo, enxofre ou nitrogénio, heteroatomos que possuem uma grande
relevancia no método de detecgdo destes compostos. Um grande numero de
agrotoxicos é muito volatil, outros ndo, e esta grande diversidade causa sérios
problemas no desenvolvimento de um método “universal’ para analise de
residuos destes compostos (PRESTES, 2011).

O uso de agrotoxicos para a protegdao das mais diferentes culturas
permitiu um aumento no volume de producido, porém, o aparecimento de
residuos destas substancias nos alimentos é, atualmente, uma das principais
preocupagdes de saude publica. Sendo assim, programas internacionais para o
controle legal de agrotoxicos estao estabelecidos para prevenir a contaminagéo
de géneros alimenticios. Portanto, o controle de residuos de agrotoxicos em
alimentos é um dos mais importantes aspectos de seguranga alimentar
(PRESTES, 2011).

O emprego de agrotoxicos na agricultura tem seus beneficios
econdmicos, uma vez que asseguram o controle e o combate de pragas e
doengas, protegendo a qualidade da produgdo. Por outro lado, os
consumidores destes produtos agricolas podem estar expostos aos
agrotoxicos, devido a presencgas destes nos alimentos. 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 (BARBOSA, 2004).
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A utilizagao de agrotéxicos contribui para o aumento na produgao, porém
ha uma preocupacao crescente com seus efeitos adversos no ambiente, tais
como contaminagéo dos recursos hidricos, impactos em organismos n&o alvos
e na saude humana. Os agrotdéxicos podem apresentar diferentes rotas de
degradagdo no meio ambiente e ser transferidos em partes para diferentes
compartimentos ambientais. Quando aplicados em pulverizagdo, os agrotdxicos
podem ser transportados pelo vento para locais distantes dos quais foram
aplicados. Quando aplicados diretamente no solo, podem ser levados pela
agua de chuva ou irrigagao e atingir os mananciais de aguas superficiais ou as
reservas subterraneas através da lixiviagdo com a agua. Embora existam
muitas possibilidades para que os agrotoxicos sejam transportados no
ambiente e contaminem as fontes de agua, nem todos os produtos apresentam

a mesma persisténcia e mobilidade no ambiente (BARBOSA, 2004).

2.3 Medicamentos Veterinarios

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

Na pecuaria 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 doengas. Além disso, agentes promotores do
crescimento sao aplicados para estimular o crescimento dos animais, o que é
considerado uma pratica indevida 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
absorcao e a conversao dos alimentos levando a um ganho em proteinas e

sais minerais estimulando o crescimento dos animais. No entanto, essas
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susbtancias podem permanecer nos alimentos derivados dos animais tratados,
levando a residuos destes nos alimentos.

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

Os antimicrobianos, na sua maioria, atuam como promotores do
crescimento e tém sido utilizados de forma indevida levando principalmente ao
desenvolvimento de resisténcia microbiana no homem. Por outro lado, os anti-
helminticos, embora sejam usados para o seu propdésito, no tratamento de
infeccbes parasitarias, também tém causado sérios problemas, devido ao ndo
cumprimento do prazo de caréncia e da posologia aplicada ao animal. Em
geral, animais que sao alimentados com antibiéticos ganham peso mais rapido,
sdo menos suscetiveis a infecgdes bacterianas e apresentam maior eficiéncia
alimentar (ARCURI & MANTOVANI, 2010).

2.4 Residuos e contaminantes em alimentos

De acordo com a norma NBR ISO 22000 o termo "segurancga alimentar"
descreve aspectos relacionados a inocuidade, ou seja, os alimentos nao devem
constituir vias de exposicdo 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., 2009).

A FAO define o termo “residuo” como a fragdo de uma substancia, seus

metabdlitos, produtos de conversdo ou reagdo e impurezas que permanecem
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no alimento proveniente de produtos agricolas e/ou animais tratados com estas
substancias (CODEX ALIMENTARIUS, 2010).

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

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

As organizagbes internacionais envolvidas com a saude publica, como o
Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA), érgédo da FAO e OMS, e o
FDA dos EUA, estabelecem as diretrizes para os LMR (DENOBILI, 2004).
Estes séo definidos como a concentragdo maxima de residuo resultante do uso
de um agrotéxico ou medicamento veterinario em produtos agropecuarios.

No Brasil (2002) o Decreto n° 4074, os LMR foram definidos como sendo
a “quantidade maxima de residuos de agrotdxico ou afim oficialmente aceita no
alimento, em decorréncia da aplicagdao adequada numa fase especifica, desde
a producgdo até o consumo, expressa em partes (em peso) do agrotoxico, afim
ou seus residuos por partes de alimento (em peso) (ppm ou mg kg™')’.

O LMR ¢é definido pelo Codex Alimentarius, como sendo a concentragéo
maxima do residuo de um agrotéxico (expresso em mg kg™') recomendado pelo
comité do Codex Alimentarius sobre residuos de pesticidas (CCPR, do inglés
Codex Alimentarius Committe on Pesticides Residues) como sendo legalmente
permitido no alimento ou na rac&o animal.

O LMR é 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 Ingestéo
Diaria Aceitavel. Esta é obtida a partir de ensaios de experimentacao

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

O conhecimento da exposi¢cdo da populagdo a estes compostos € de
fundamental importancia para nortear as agbes de controle e monitoramento

visando a protecao do consumidor.

2.5 Programas de monitoramento de residuos e contaminantes em

alimentos no Brasil

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 sadde 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, 2010e). Um dos principais
objetivos do PNCRC ¢ integrar o esfor¢o destinado a melhoria da produtividade
e da qualidade destes alimentos colocados a disposicdo da populagéo
brasileira, e secundariamente, proporcionar ao pais, condicbes de se adequar
do ponto de vista sanitario, as regras do comércio internacional de alimentos,
preconizadas pela Organizagdo Mundial do Comércio (OMC) e outros 6rgaos
como FAO e Organizagao Mundial da Saude (OMS).

As principais metas do PNCRC caminham no sentido da verificagdo do
uso correto e seguro das drogas veterinarias, de acordo com as boas praticas
veterinarias recomendadas e das tecnologias utilizadas nos processos de
incrementacdo da produgdo e produtividade pecuaria. As acbes deste plano
estdo direcionadas para se conhecer e evitar a violagdo 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, 2010e).



35

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

Em 2002 a ANVISA, iniciou a implantagdo do Programa Nacional de
Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao
Consumo (PAMVet). Este visa avaliar o potencial de exposigdo 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).

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 8 de 29 de abril de 2009 do
MAPA, entre os grupos de compostos a serem avaliadas na versao 2010 do
PNCRC de carnes (bovina, aves e suina), leite, mel, ovos e pescado
produzidos no Brasil, encontran-se: antimicrobianos, sedativos, agrotoxicos,
antiparasitarios, substancias com acdo anabolizante, betgonistas,

antiflamatérios ndo-hormonais e anticoccidanos.

2.6 Preparo da amostra para extracao de agrotdoxicos e medicamentos

veterinarios em carnes

Uma importante etapa no preparo de amostra em alimentos € o
isolamento e enriquecimento dos analitos de interesse realizados anteriormente
a analise. Estes procedimentos consistem em transferir os analitos da matriz
para outra fase, empregando simultaneamente uma etapa de limpeza para
remogao de substancias interferentes (isolamento) aumentando a concentragao
dos analitos a um nivel acima do limite de detec¢do para uma determinada
técnica analitica (enriquecimento) (BEYER & BIZIUK, 2008).

Varias técnicas instrumentais para extragcao de residuos de agrotéxicos
e medicamentos veterinarios em carnes tém sido empregadas, incluindo
sistemas de Extragcdo Assistida por Microondas (MAE, do inglés Microwave-
Assisted Extraction), Extragdo por Liquido Pressurizado (PLE, do inglés
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Pressurised Liquid Extraction), Extracdo por Fluido Supercritico (SFE, do inglés
Supercritical Fluid Extraction), Extragdo em Fase Sdlida (SPE, do inglés Solid-
Phase Extraction) e Microextragdo em Fase Sdlida, (SPME, do inglés Solid-
phase Micro-Extraction) (KINSELLA et al., 2009; LEDOUX, 2011). Na Tabela 1
estdo sumarizadas algumas aplicagbes para a determinagado de agrotoxicos e
medicamentos veterinarios em carne e figado suino, carne de frango e filé de
peixe empregando diferentes técnicas de extragao e purificagao.

Vantagens em utilizar as técnicas instrumentais citadas acima incluem a
possibilidade de automagao, maior seletividade no isolamento dos analitos de
interesse e limpeza online das amostras (KINSELLA et al., 2009; LEDOUX,
2011). Entretanto, estas técnicas demandam analistas treinados e etapas de
limpeza entre as extragdes, o que implica em um maior tempo de analise.
Outra desvantagem geralmente apresentada é o escopo limitado de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios que podem ser extraidos sob
determinadas condi¢gdes. Sendo assim, estes procedimentos, podem ser
empregados em algumas aplicagdes, mas estao distantes de ser considerados
ideais para um método multirresiduo (WARDENCKI, et al., 2004).
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Tabela 1 - Métodos para determinagao de residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em carnes

Procedimento

Procedimento de

Técnica de

LOQ

Recuperacéo

Analito (s) Amostra (s) de Extracédo Limpeza analise (Mg kg™ (%) Ref.
22 0OCPs e
93 OPP Carne de frango ASE GPC GC-MS/MS 0,19-7,1 62-93% GARRIDO-FRENICH et al., 2006
s

19 OCPs Carne suina ASE GPC/SPE GC-MS - 71-102% SAITO et al., 2004
24 OCPs Filé de peixe SLE Baixa tesr’;,pgrat“ra / GC-MS 0,5-2,5 78-115% SANINO et al., 1996
19 PCBs e
13 PBDE Filé de peixe MAE/ASE - GC-MS 1,5-2,4 68-119% WANG et al., 2010

s
4 anfenicols Carne de frango LSE SPE LC-MS/MS 0,1-1,0 95-107% ZHANG et al., 2008
4 nitroimidazoles Figado suino LSE SPE LC-MS/MS 0,1-0,5 83-98% XIA et al., 2007
1 nitrofurano HPLC-UV +

Figado suino LLE SPE 1,0 84-90% CONNEELY et al., 2003
(furazolidona) LC-MS/MS
9 macrolideos Filé de peixe LSE SPE LC-MS 10,0 70-93% HORIE et al., 2003
12 sulfonamidas Filé de peixe MSPD E'“A‘i%"é%"ﬁg;te: LC-MS/MS 3,0-15,0 73-104% BOGIALLI et al., 2003
.- Carne e figado LC-MS/MS + 50,0 (musculo) oo

3 tetraciclinas suino LSE SPE HPLC-FD 100,0 (figado) 65-90% PENA et al., 2007
14 anticoccidianos Carne de frango LLE - LC-MS/MS 0,1-0,2 78-125% SHAO et al., 2009
6 sedativos Carne suina LSE SPE LC-MS/MS 5,0 - GOVAERT et al., 1998
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Nas ultimas duas décadas, as técnicas mais amplamente utilizadas para
extracdo de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em alimentos de origem
animal foram a Extracdo Solido-Liquido (SLE, do inglés Solid-Liquid Extraction) e
Extracdo Liquido-Liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction). A SLE e a LLE
consistem na extragado sucessiva de amostras solidas e liquidas, respectivamente,
com solvente orgénico empregando agitagdo vigorosa. A SLE tem sido aplicada a
carnes, visceras, ovos e peixes para a extracao de diferentes classes de agrotdxicos
e medicamentos veterinarios (Tabela 1) (KINSELLA et al., 2009; LEDOUX, 2011).

Uma importante etapa no preparo da amostra € a limpeza dos extratos, pois
constituintes da matriz podem ser co-extraidos e posteriormente co-eluidos com os
compostos que serao analisados e, consequentemente, interferir na identificagcao e
quantificacdo do analito (LEDOUX, 2011). A limpeza completa do extrato minimiza
problemas e melhora a detectabilidade, permite resultados mais exatos e precisos,
além de possibilitar o aumento da vida util das colunas capilares. Varias técnicas de
limpeza tém sido aplicadas para eliminar interferéncias co-extraidas dos extratos de
amostras de carne (Tabela 1), incluindo Extragdo em Fase Sodlida (SPE, do inglés
Solid Phase Extraction), Extracdo dispersiva em Fase Sodlida (d-SPE, do inglés
Extraction Dispersive Solid-Phase), Cromatografia por Permeacédo em Gel (GPC, do
inglés gel permeation chromatography) (KINSELLA et al., 2009; LEDOUX, 2011).

2.6.1 Métodos multirresiduos para extragdo de agrotoxicos e medicamentos

veterinarios em alimentos

A determinagao de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em
alimentos € um grande desafio, principalmente devido a baixa concentracdo dos
analitos nas amostras e a grande quantidade de substancias interferentes que
podem ser co-extraidas, o que pode levar a resultados errbneos em uma analise
(WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).

Devido a preocupacédo da populagéo e das agéncias regulamentadoras com a
seguranga alimentar, deve-se realizar o monitoramento de uma ampla gama de
contaminantes com diferentes propriedades quimicas (incluindo compostos acidos,
basicos e neutros). Sendo assim, o desenvolvimento de métodos multirresiduo

apresenta como vantagens a possibilidade de analisar um grande numero de
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compostos, altos percentuais de recuperagdo dos analitos, remocao dos possiveis
interferentes da amostra, precisdo e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade e
seguranga (utilizando pequenos volumes de solventes de baixa toxicidade)
(WILKOWSKA & BIZIUK, 2011).

2.6.1.1 Método de Mills

O primeiro método multirresiduo para extracdo de agrotéxicos foi
desenvolvido por Mills et al. (1963), nos laboratérios do FDA, nos EUA. O método
baseia-se em uma extragdo com acetonitrila (MeCN), sendo utilizado basicamente
na determinacdo de compostos organoclorados apolares em amostras nao-
gordurosas. A adigdo de agua ao extrato, seguida de uma etapa subsequente de
particdo, a qual € promovida através da adicdo de solventes apolares (éter de
petréleo ou hexano). Além de agua, agucares e sais também sdo removidos do

extrato nesta etapa.

2.6.1.2 Método de Luke

O desenvolvimento e aplicagdo de agrotéxicos com caracteristicas mais
polares, como por exemplo, organofosforados e organonitrogenados, demandou
novos métodos de extragdo 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-liquido com solventes apolares (éter de petrdleo e
diclorometano), sendo utilizados 100 mL de cada. Com o objetivo de obterem-se
maiores percentuais de recuperagdao para os compostos polares, adicionou-se
cloreto de sédio (NaCl) na fase aquosa para favorecer a transferéncia destes para a
fase organica.

Na década de 80, o Ministério da Agricultura na Holanda (VWA, Food and
Consumer Product Safety Authority) desenvolveu em seu laboratorio o método de

extragdo mini-Luke, o qual € uma miniaturizagdo do método de extracdo Luke
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original (LUKE et al., 1975). O método consiste na extragdo de 15 g de frutas ou
vegetais ja processados, adicionando-se acetona (30 mL) seguida de agitacdo em
homogeneizador Ultraturrax por cerca de 30 s, sendo posteriormente adicionados
éter de petroleo (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
recuperacéo (<70%) foram obtidos para agrotoxicos polares, como metamidofés,
ometoato, monocrotofdés entre outros. As maiores vantagens deste método de
extragdo, além da rapidez, € a limpeza relativa dos extratos, embora n&o seja
aplicada uma etapa de limpeza, e a compatibilidade com a maioria dos detectores
comumente usados para analises de agrotéxicos (HIEMSTRA & KOK, 2007).

Como um método de extracdo alternativo, desenvolveu-se no VWA uma
modificagdo do método de extragdo mini-Luke nos anos 90, onde se adicionou
sulfato de sédio na etapa de extragéo, levando assim, a uma melhor extracdo dos
agrotoxicos polares e consequentemente, melhores valores de recuperagdes foram
obtidos para estes compostos (HIEMSTRA & KOK, 2007).

2.6.1.3 Método de acetato de etila

KRIJGSMAN & KAMP (1976), introduziram o método de acetato de etila como
uma alternativa, a fim de substituir o método Luke para extracdo de amostras nao
gordurosas devido a sua maior rapidez, simplicidade, limpeza dos extratos e bons
valores de recuperagao. Todas as vantagens deste método fizeram dele o método
de extracdo oficial adotado por véarias agéncias regulamentadoras na Europa (DIEZ
et al., 2006).

O método de acetato de etila envolve uma extragdo com acetato de etila com
uma subsequente adicdo de Na,SO, e uma etapa de limpeza utilizando
Cromatografia por Permeagcdo em Gel (GPC, do inglés Gel Permeation
Chromatography) ou florisil. Este método ndo somente aumentou a extragdo de
compostos polares, quando comparado ao método Luke, mas também aumentou a

quantidade de interferentes polares extraidos da matriz (DIEZ et al., 2006).
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2.6.1.4 Metodo QUEChERS

Em 2003, Anastassiades et al. (2003) com o objetivo de superar limitagdes
praticas dos métodos multirresiduo existentes, na época introduziram um novo
procedimento de preparo de amostra para extracdo de residuos de agrotoxicos
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, econémico, efetivo, robusto e
seguro, explora as possibilidades oferecidas pela instrumentagao analitica moderna.

Com o objetivo de atender aos rigorosos LMR, 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 em Série (GC-MS/MS e LC-MS/MS) (ANASTASSIADES
et al., 2003). A praticidade e os excelentes resultados fornecidos pelo método
QUuEChERS em combinagdo com estas técnicas, ajudaram na popularizagéo deste

método e dos seus conceitos.

2.6.1.4.1 Método QUEChERS original

Durante o desenvolvimento do método QUEChERS, Anastassiades et al.
(2003) revisaram as condigbes 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
adicao de sais (ex. sulfato de magnésio (MgSOy) e cloreto de sédio (NaCl). Um novo
meétodo de limpeza denominado Extragcdo em Fase Solida Dispersiva (d-SPE, do
inglés Dispersive Solid Phase Extraction) foi proposto juntamente com o método
QuEChERS. Na Figura 1 A estao representadas as principais etapas do método
QUECHERS original.

A utilizacdo de acetonitrila como solvente possibilita a extragdo de uma menor
quantidade 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 agrotdxicos com diferentes
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polaridades e, quando acidificada, permite recuperacdes satisfatorias de agrotoxicos
que geralmente apresentam problemas de estabilidade. Outra grande vantagem é
que 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 extragao para o método QUEChERS (ANASTASSIADES
et al., 2003; LEHOTAY et al., 2001)

(A) (B) (C)
QuEChERS QuEChERS QuEChERS
(original) (acetato) (citrato)

(10 g amostra Y ( 15g amostra Y ( 10 g amostra )
A +
EXTRAGAO * L. 15 mL acetonitrila * .
\10 mL acetonitrila ) | com1% cH,cooH ) | 10 mL acetonitrila )
( \ ( \ ( 4 g MgSO , \
+
4 g MgSO , 6gMgSoO, 1 g NaCl
PARTIGAO + + +
1g NaCl 1,59 CH ,COONa 1g C¢Hs Na,0,.2H,0
+
\ ) \ ) QSg C¢Hs Na,0;.1,5H.0 )
1mL sobrenadantg ﬂl mL sobrenadante (" 1mLsobrenadante )
LIMPEZA + +
150 mg MgSO 150 mg MgSO 150 mg MgSO ,
+ +
25mg PSA ] \_ 50mgPSA \_ 25 mg PSA )

Analise Cromatografica

Figura 1 - Representagcdo das etapas das principais versées do método
QuEChERS (A) original, (B) acetato e (C) citrato

A maioria dos métodos multirresiduo de preparo de amostra empregam
processadores, como o Ultraturrax, durante o procedimento de extragdo. O
procedimento de agitagdo manual ou com auxilio do Vortex possui varias vantagens
em relagdo a agitagdo mecanica, tais como, possibilidade de realizar a extragao a
campo; a extragdo ocorre em um unico frasco fechado n&o expondo o analista;

rapidez, uma vez que nado ha necessidade de lavagem do homogeneizador no
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intervalo entre as extragdes. Portanto, no método QUEChERS a agitacado 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 recuperagao para analitos polares, uma
vez que a adigao de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa,
bem como, a quantidade de agua na fase organica e vice-versa (GIHP, 1996; STAN,
2000; PIZZUTTI et al., 2007).

Nos meétodos multirresiduo que utilizam acetona, a particdo é 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, néo
empregam adicdo de nenhum tipo de solvente apolar no processo de particdo
(SCHENCK et al., 2008; KOESUKWIWAT, 2008). Na extragdo com acetonitrila, a
adicdo de sais € muito conveniente uma vez que € rapida, facil, apresenta baixo
custo, tem a grande vantagem de nao diluir o extrato da amostra e proporciona a
separagao das fases organica e aquosa.

A utilizagcdo de sais secantes como sulfato de sodio tem a finalidade de
melhorar a recuperagao de agrotoxicos 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 hidratagdo € uma reacado exotérmica, tendo
como resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da amostra durante as etapas de
extracao/particao, favorecendo a extragao, 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 inje¢cdo e também na coluna
cromatografica, alterando a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de
manutengdes 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 operagdo manual, uso de diferentes solventes para lavagem do
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sorvente, etapas de evaporagdo e secagem. Muitos fatores afetam a preciséo
quando se trabalha com SPE, entre eles o ajuste do sistema de vacuo e a vazéo dos
solventes. Esta técnica, quando automatizada, requer manutencao frequente, além
dos sistemas hoje disponiveis apresentarem um custo consideravel
(HYOTYLAINEN, 2008).

Ao contrario dos métodos ja existentes para limpeza com SPE que utilizam
cartuchos ou colunas, a d-SPE permite que a limpeza e a redugao de agua residual
sejam efetuadas de uma forma rapida e simultanea (ANASTASSIADES et al., 2003).
Esta etapa de remogéo 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 agitagéo
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 presenga 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
contaminagao do sistema cromatografico e minimizando o efeito matriz (MARTINEZ-
VIDAL et al., 2006; SHIMELIS et al., 2007).

2.6.1.4.2 Modificagdes do método QUEChERS

Durante o desenvolvimento da primeira versao do método QUEChERS (Figura
1 A), apenas 25 agrotdéxicos 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 aplicagdes mostraram que certos
compostos apresentavam problemas de estabilidade e/ou recuperacdo de acordo
com o pH da matriz (LEHOTAY et al., 2005ab; ANASTASSIADES et al., 2007).
Desta forma, durante o periodo de otimizagdo do método, percebeu-se que a

utilizacdo de tampdes (pH 5,0) promoviam recuperagdes satisfatorias (>70%) para



45

compostos dependentes do pH (por ex.: pimetrozina, imazalil e tiabendazol),
independente da matriz utilizada (LEHOTAY, 2005b; ANASTASSIADES et al., 2007).

A adicao de uma etapa de tamponamento foi a primeira modificagdo proposta
para o método QUEChERS, com o objetivo de melhorar os percentuais de
recuperacéo (70-120%) (MAJORS, 2010). Lehotay et al. (2005b) desenvolveram o
meétodo “QUEChERS-acetato” (Figura 2 B), no qual o efeito tamponante (pH 4,8) é
promovido pela adicao 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 agrotoxicos em alimentos (AOAC, 2007)
Anastassiades et al. (2007) propuseram o método “QUEChERS-citrato” (Figura 1 C),
este utiliza uma mistura de citrato de sédio 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 C18
(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 combinagéo do
método QUEChERS com limpeza do extrato a baixa temperatura, visando a reducao
dos co-extrativos lipidicos, também foi empregada com sucesso. Porém, a adi¢ao do
sorvente C18 na etapa de d-SPE é mais rapida e facil, e promove uma remoc¢ao
igualmente eficaz dos lipidios (LEHOTAY et al., 2010a).

Além destas modificagdes, a reducado do teor de clorofila nos co-extrativos
provenientes de amostras com pigmentagédo verde, foi outro avango 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
forma mais eficiente, os acidos graxos co-extraidos (MARTINEZ-GALERA et al.,
2008).
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2.6.1.4.3 Versatilidade do método QUEChERS

O método QUEChERS, desde o seu desenvolvimento, tem sido aplicado com
sucesso na determinagao de agrotéxicos em alimentos, como por exemplo, extracéo
de agrotdxicos em frutas e vegetais tais como, péssegos, pimentdes, ervilhas, feijao
e couve (SCHENK & HOBBS, 2004), morango ( LOOSER et al., 2006), uva, limao
cebola e tomate (LESUEUR et al., 2008), espinafre (LI et al., 2009), cevada (DIEZ et
al., 2006) e arroz (KOESUKWIWAT et al., 2008). Este método também tem sido bem
sucedido quando aplicado para extracdo de agrotoxicos em alimentos com alto teor
de gordura, como por exemplo, ovos, leite e abacate (LEHOTAY et al., 2005) e
azeite (GARCIA-REYES et al., 2007).

A versatilidade do método QUEChERS pode ser verificada através das
aplicagdes que reportam a utilizagdo deste método para extragado de outros analitos
além de agrotéxicos em diferentes matrizes, como por exemplo, na determinagao de
hidrocarbonetos poliaromaticos em peixes (RAMALHOSA et al, 2009),
medicamentos veterinarios em amostras de tecido animal (STUBBINGS &
BIGWOOD, 2009) e leite (KEEGAN et al., 2009), medicamentos em sangue
(PLOSSL et al., 2006), antibiéticos em tecido renal bovino (FAGERQUIST et al.,
2005), horménios em tecido muscular (COSTAIN et al., 2008), compostos poluentes
clorados em amostras de solo (PINTO et al., 2010) e tabaco (LEE et al., 2008).

2.6.1.4.5. Limitagbes do método QUEChERS

Nos dultimos anos, o método QUECHhERS iniciou uma verdadeira
transformacdo no preparo de amostra para analise de residuos de agrotdxicos 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 relagdo entre a quantidade de
amostra:solvente (1 g mL™) obtida no método QUEChERS é baixa se comparada
com os valores tipicosde 2a 5 g mL™ dos métodos que utilizam solventes apolares
(HIEMSTRA & KOK, 2007). Portanto, se a matriz ndo € uma fonte de ruidos na
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etapa de analise isto pode conduzir, no método QUEChERS, a valores de LOQ mais
elevados, para o mesmo volume de inje¢cdo. Entretanto, considerando a alta
detectabilidade das técnicas cromatograficas 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
determinacao que utilizam LC-MS/MS, mas né&o ¢é ideal para analises empregando
GC-MS/MS. Porém, os avangos nos sistemas de injecdo permitem a combinagao
perfeita entre 0 método QUEChERS e GC-MS/MS. Entre eles pode-se citar a injegao
de grandes volumes (LVI, do inglés Large Volume Injection), que permite a injecéao
de uma maior quantidade de extrato e consequentemente de analitos, promovendo
um aumento significativo de detectabilidade. Outro avango bastante significativo nos
sistemas de injecdo foi a possibilidade da realizagdo de programacédo de
temperatura de vaporizagao (PTV, do inglés Programmed Temperature Vaporized)
que possibilita a obtengdo de uma melhor resposta cromatografica (FERNANDEZ-
ALBA, 2005).

2.6.1.4.6 Aplicagbes do método QUEChERS para extracdo de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne e figado suino,

carne de frango e filé de peixe

O método QUEChERS foi aplicado com sucesso para a determinagdo de
piretrinas naturais (cinerina |, jasmolina | e Il, e piretina | e Il), bem como para dois
inseticidas piretroides, cipermetrina e deltametrina, em amostras de peixe. Para isto,
5 g de amostra foram pesadas em tubos de 50 mL de propileno etileno fluorados.
Apds 5 mL de acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético foram adicionados, e
as amostras foram sonicadas por 10 min antes da adicdo dos sais sulfato de
magneésio (2 g) e de acetato de sédio (0,5 g). As amostras foram centrifugadas a
3000 rpm por 5 min. Aproximadamente 1 mL de extrato foi retirado para limpeza do
extrato empregando SPE. As analises dos compostos foram realizadas usando GC-
MS/MS. Foi detectada cipermetrina na faixa de 0,3 a 6,5 ug kg™ nas amostras de
peixe analisadas (RAWN et al., 2010).
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O método QUEChERS modificado foi empregado para extracdo de 13
agrotoxicos (azoxistrobina, clomazone, diflufenican, dimetacloro, carbendazina,
iprodiona, isoproturon, mesosulfurom-metil, metazacloro, napropamida, quizalofope
e tifensulfurom-metil) em filé de peixe. Os limites de quantificagao foram abaixo de 1
g kg', exceto para clomazone (1,8 pg kg') e quizalofope (7,4 pg kg™
(LAZARTIGUES et al., 2011).

STUBBINGS et al. (2009) testaram 6 modificagbes baseadas no método
QUEChERS para extracdo multiclasse de medicamentos veterinarios
(nitroimidazoles,  sulfonamidas, quinolonas, fluroquinolonas, inoforos e
dinitrocarbanilide) em amostras de carne de frango. Diferentes técnicas (SPE e d-
SPE) e sorventes foram avaliados para purificagao dos extratos. A determinagéo dos
compostos foi realizada empregando LC-MS/MS. Os valores de recuperagéao ficaram
entre 72 e 89% com RSD > 14% para todos os compostos.

Um método multiclasse foi otimizado e validado por LOPES et al. (2012) para
a determinacao simultdnea de residuos de 20 medicamentos veterinarios
pertencentes a diferentes classes tais como, quinolonas, sulfonamidas, macrolideos,
avermectinas, derivados diaminos e bentazina, usada como marcador da presenca
de penincilina na carne de frango. A extragdo foi realizada empregando o método
QuEChERS e determinacao por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada
a Espectrometria de Massas em Série (UHPLC-MS/MS, do inglés Ultra High
Performance Liquid Chromatography Coupled Tandem Mass Spectrometry). O
método desenvolvido foi validado com base nas diretrizes internacionais. A meédia
das recuperacdes variou entre 70 e 120%, exceto para benzatina (65,6%,) e
sulfadimidina (69,0%). A repetitividade foi inferior a 20% para a a maioria dos
compostos. Os limites de detecgdo (LOD) e quantificacao (LOQ) variaram de 3,0 a
6,0 ug kg' e 10,0 a 20,0 pg kg', respectivamente, exceto para tilosina que
apresentou LOD e LOQ de 9,0 e 30,0 ug kg”'. O limite de decisdo (CCa) e
capacidade de detecgao (CCp) foram calculados. Os valores de CCa variaram entre
de 24,1 ug kg (mebendazol) e 423,6 ug kg™ (flumequina). O método foi aplicado
em amostras reais e tragcos de alguns compostos foram encontrados em oito
amostras de frango. O composto Benzatina foi detectado em uma amostra na

concentracao de 29,9 ug kg'1.
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NORLI et al. (2011) empregaram o método QUEChERS para determinagao de
22 agrotoxicos organoclorados (OCP) e 7 bifenilas policloradas (PCB) em amostras
de peixe (tilapia e salmao). Amostras de tilapia foram fortificadas nas concentragdes
de 5 e 50 ug kg™ e o valores de recuperagéo obtidos ficaram na faixa de 70 a 115%
para todos os compostos. Os valores de recuperagao para as amostras de salméo
variaram de 43 a 118% para OCPs e 26 a 65% para PCBs. O LOQ estimado ficou
na faixa de 1 a 5 ug kg'1 para amostras de tilapia e de 2 a 10 ug kg'1 para as
amostras de salmdo. O método desenvolvido foi aplicado para analise de amostras
de peixe no lago Koka localizado na Etiopia.

KALACHOVA et al. (2011) desenvolveram um método rapido para
determinacao simultdnea de 18 PCBs, 7 PBDEs, 32 Hidrocarbonetos Poliaromaticos
(PAHs, do inglés Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) em amostras de peixe e
camardes por GC-MS. O método QUEChERS foi empregado para extragdo dos
analitos e valores de recuperacéao ficaram na faixa de 73 a 120% com RSD entre 1 e
20%. Os limites de quanticacéo (LOQs) foram de 0,1 a 0,5, 0,5, e 0,05 a 0,25 pg
kg'1 para PCBs, PBDEs e PHAs, respectivamente.

Um novo método para extracdo de 6 piretroides em amostras de peixes,
baseado no método QUEChERS modificado e determinagdo por Cromatografia
Gasosa foi desenvolvido por JIA et al. (2012). No presente trabalho, o método
QuUEChERS foi modificado substituindo a acetonitrila por isopropanol. Esta
modificagdo mostrou que a utilizacdo de isopropanol melhorou a eficiéncia da
extracdo do método QUEChERS. Os valores de recuperagdo para o método
QUEChERS modificado ficaram entre 75,8 e 89,4% os quais, foram superiores
quando comparados aos valores (68,9-84,8%) obtidos para o método QUEChERS
original. O método foi utilizado satisfatoriamente para a determinagéo de 6 pesticidas
piretréides em amostras de peixes.

N&do foram encontradas aplicagbes relacionadas ao emprego do método
QUEChERS em amostras de carne e figado suino na literatura até o presente
momento. Além disso, nao existem trabalhos publicados para as matrizes estudadas
que contemple a determinagdo simultdnea de agrotoxicos e medicamentos

veterinarios, o que evidencia a relevancia do desenvolvimento deste estudo.
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2.7 Técnicas Cromatograficas acopladas a Espectrometria de Massas para

determinacgao de residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios

A Cromatografia combinada a Espectrometria de Massas é uma das
ferramentas analiticas mais amplamente utilizadas para determinacdo de residuos
de agrotoxicos e medicamentos de uso veterinario devido a alta seletividade e
eficiéncia de separagdo das técnicas cromatograficas, bem como a informacéao

estrutural obtida através da Espectrometria de Massas.

2.7.1 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

A Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS, do
inglés Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry) €, sem duvida, uma
das ferramentas analiticas mais poderosas da atualidade para a determinacéo de
compostos organicos. Os compostos presentes em matrizes complexas, como
amostras ambientais, fluidos biolégicos e alimentos podem ser determinados livres
de interferentes e com limites de detecgao muito baixos, atendendo as exigéncias da
legislac&o vigente sem, muitas vezes, necessitar de procedimentos de concentragao
(ARDREY, 2003).

A potencialidade do acoplamento entre LC e MS ja havia sido reconhecida ha
varias décadas, porém incompatibilidades relacionadas a vazdo do eluente com
relacdo a velocidade de bombeamento do sistema de vacuo e o projeto da fonte de
ions do espectrometro de massas fez com que a utilizagdo desta técnica em
analises de rotina ocorresse recentemente (CHIARADIA et al., 2008).

As fontes de ionizagéo, inicialmente investigadas para o acoplamento LC-MS,
foram baseadas no impacto eletrénico (El) e na ionizagdo quimica (Cl) empregadas
com sucesso no acoplamento GC-MS. Entretanto, devido as diferentes
caracteristicas existentes entre as fases moveis empregadas nas duas técnicas de
separacao (GC e LC), este acoplamento mostrou-se inadequado para analise de
compostos em baixas concentracbes, além de nao apresentarem a robustez
necessaria (LANCAS, 2009).
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Desde o desenvolvimento de fontes de ionizagdo que operam a pressao
atmosférica (API, Atmospheric Pressure lonization) como, por exemplo, a lonizagao
por Eletronebulizagdo (ESI, Electrospray lonization) e a lonizagdo Quimica a
Pressdo Atmosférica (APCI, Atmospheric Pressure Chemical lonization), varios
instrumentos robustos e confiaveis estdo disponiveis (ALDER et al.,, 2006;
CHIARADIA et al., 2008).

2.7.1.1 lonizagéo por Eletronebulizagao (ESI)

A lonizagao por Eletronebulizagdo (ESI) € uma técnica apropriada para a
determinacdo da massa molar e da estrutura. E preferencialmente aplicada para a
analise de moléculas ibnicas grandes ou ions pequenos com uma unica carga,
podendo ser usada no modo positivo ou negativo (CHIARADIA et al., 2008).

Na ESI, o liquido no qual o analito de interesse se encontra dissolvido (na FM,
no caso do eluente da HPLC) passa através de um capilar, a pressdao atmosférica,
mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo formadas pequenas gotas
altamente carregadas (“spray”) que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido
contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressédo atmosférica
(CHIARADIA et al., 2008).

A dessolvatagao € assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente
N2) na regido do “spray”. A medida que ocorre a dessolvatacdo, o tamanho das
gotas é reduzido até o ponto em que a forga de repulsdo entre as cargas similares
fica maior que as forgas de coesdo da fase liquida (tensdo superficial). Neste
momento, ocorre a chamada "explosdo couldmbica” que gera gotas com tamanhos
equivalentes a 10% do tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma
série de explosdes passa entdo a ocorrer até que sdo produzidos os ions do analito
a partir destas gotas, os quais sao transferidos para o interior do espectrémetro de
massas por uma seérie de dispositivos de focalizagdo (CHIARADIA et al., 2008).

A ESI possibilita a ionizacdo de compostos sensiveis a temperatura sem que
estes sofram degradacgdo, uma vez que, a ionizagédo ocorre diretamente em solugéo
(ARDREY, 2003; CHIARADIA et al., 2008). O emprego de LC-MS utilizando ESI

como fonte de ionizagao é ideal para analise de moléculas mais polares, de maior
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massa molecular. Ainda, LC-ESI-MS ¢é muito aplicada para determinagdes de
proteinas, aminoacidos, e varias substancias de interesse na area da bioanalitica,
alimentos e farmacéutica (LANCAS, 2009).

2.7.1.2 lonizagdo Quimica a Pressao Atmosférica (APCI)

A ionizagdo quimica a pressao atmosférica € uma técnica apropriada para
determinacdo de massas molares menores do que 2000 unidades e da estrutura
molecular. E aplicada para analise de moléculas iénicas, polares e apolares,
podendo ser usada no modo positivo (PCI, do inglés Positive Chemical lonization) e
negativo (NCIl, do inglés Negative Chemical lonization) (PRIMER, 2004;
FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).

No modo APCI, o eluato do cromatografo a liquido € vaporizado através de
um vaporizador aquecido (normalmente de 250 a 400 °C), sob pressao atmosférica.
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 reacdes
quimicas (ionizagdo 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 sao
usualmente apolares (PRIMER, 2004; FERNANDEZ-ALBA, 2005; NUNEZ, 2005).

2.7.2 Espectrometria de Massas em Série (MS/MS)

A Espectrometria de Massas em Série mostra uma detectabilidade e uma
seletividade superior em niveis de tragos em matrizes complexas. Embora ndo seja
uma técnica nova, sua aplicagdo em analises de rotina € limitada devido ao alto
custo do instrumento e a necessidade de analistas treinados. Esta técnica promove

uma eliminagcdo de interferéncias de background, aumentando assim, a razao
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sinal/ruido e também a sensibilidade. A confirmacdo dos compostos é obtida com
elevado grau de certeza, devido ao espectro de massas muito caracteristico do ion
produto. Este espectro é especifico para cada composto e ndo possui influéncia dos
ions interferentes da matriz, pois sao excluidos durante a selecdo do ion
(FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Os modos de operagao sdo as maneiras como o espectrometro de massas
pode ser programado para a aquisicdo de dados. No modo scan o MS é programado
de forma a analisar todas as massas do seu espectro de operagao ou dentro de uma
faixa determinada de razdo m/z (VEKEY, 2001). No modo SIM (do inglés, Single lon
Monitoring) apds a ionizagao o MS faz a separacédo de somente um ion especifico, o
que aumenta a sensibilidade, uma vez que os ions correspondentes ao ruido séo
ejetados sem chegar ao detector. Em alguns equipamentos podem ser selecionados
até trés ions simultaneamente (VEKEY, 2001).

No modo de operagdo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM, do
inglés Multiple Reactions Monitoring) o espectrometro € programado de forma que
dois ou mais ions sdo separados e fragmentados novamente (MS/MS). E
extremamente Util quando a separagdo cromatografica ndo é completa (VEKEY,
2001). Atraves deste modo, é possivel analisar multianalitos dentro de uma mesma
analise, uma vez que, permite a identificacdo e separacdo de cada transicao
monitorada (DEMOLINER, 2008). O MRM aumenta a seletividade da espectrometria
de massas para determinados analitos e melhora a detectabilidade, diminuindo a
resposta dos interferentes a tudo o que interfira na medida, reduzindo o ruido de
fundo (HARRIS, 2001).

O LC-MS pode ser equipado com diversos analisadores, cada um com
propriedades caracteristicas para identificar, quantificar e resolver ambiguidades
pela selecdo de parametros adequados de ionizagdo e aquisicdo (ROSEN, 2007).
Existem diferentes sistemas empregados para separagao de ions gerados durante o
processo de ionizagao. Entre eles, destaca-se o sistema triplo quadrupolo (QgQ).

O espectrometro de massas do tipo QgQ é formado pela jungédo de trés
quadrupolos em sequéncia, dois analisadores quadrupolo que tem entre eles uma
cela de colisdo. No primeiro, o ion selecionado € separado da corrente de ions vinda
da fonte. No segundo quadrupolo, este ion sofre nova fragmentagéo por colisdo com

ions de N, ou argénio. O terceiro quadrupolo seleciona entdo um dos ions formados
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para enviar ao detector (HARRIS, 2001). As principais vantagens de empregar um
QgqQ para analise de agrotdéxicos e medicamentos veterinarios estdo na alta
detectatbilidade e seletividade.

N&o ha duvidas que instrumentos QqQ operando no modo MRM,
proporcionarao melhor sensibilidade para os analitos. Devido a essas razbes, € a
simplicidade relativa das analises realizadas no modo MRM, essa tecnologia tem se
tornado o método mais comum na determinagao de residuos de contaminantes em
analises ambientais e de alimentos por LC-MS/MS. Analises por MRM introduzem
alta especificidade, pois se baseiam na deteccdo do ion precursor e de um
fragmento conhecido (ROSEN, 2007).

A LC-MS/MS permite um aumento de seletividade e detectabilidade
proporcionando o monitoramento de centenas de agrotoxicos e medicamentos
veterinarios em uma unica analise. Apesar do alto custo de aquisicdo e manutencgao
destes equipamentos, eles apresentam uma série de vantagens, entre elas alta
eficiéncia analitica, menor tempo no desenvolvimento de métodos e elevada
robustez (PRESTES et al., 2009).

2.8 Validacao de Métodos Analiticos

Para garantir que um método analitico novo assegure informagdes confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliagéo
denominada validagcao (RIBANI et al., 2004). Ha varios conceitos e definigdes
relacionados a validagdo de métodos analiticos, provenientes tanto de
pesquisadores (HILL & REINOLDS, 1999; LANCAS, 2004) como de agéncias e
normas reguladoras nacionais (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003) e internacionais
(ISO, 2005; CODEX ALIMENTARIUS, 2001; SANCO, 2010).

Segundo LANCAS (2004) validacao € o ato ou efeito de validar, dar validade,
tornar valido, tornar legitimo ou legal. A validagado do método analitico envolve um
procedimento o qual prova que o método fornece os resultados esperados com
credibilidade, precisédo e exatidao adequadas.

A validacdo de um método € um processo continuo que comega no

planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
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desenvolvimento (RIBANI et al., 2004). Consequentemente, antes de um método
analitico ser implementado para analises de rotina, ele deve primeiramente ser
validado para demonstrar que é adequado para seu uso pretendido (ROZET et al.,
2007).

Os parametros para validagdo de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organizagdes nacionais e internacionais (RIBANI et al., 2004).
Infelizmente, algumas definicbes sao diferentes entre as diversas organizagoes,
sendo assim, um grande esfor¢co no sentido de harmonizar guias para recuperagao
de informacdo em medidas analiticas foi efetuado por intermédio de trabalho em
conjunto entre grupos do sistema ISO (do inglés International Standardization
Organization), IUPAC (do inglés International Union of Pure Applied Chemistry) e
AOAC (do inglés Association of Official Analytical Chemists) (LANCAS, 2004).

Neste trabalho, os parametros utilizados para a validacdo de método analitico
foram: seletividade, curva analitica e linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificagao, limite de decisédo e capacidade de detecgao, precisao (repetitividade e
precisao intermediaria) e exatiddo, os quais foram avaliados seguindo as
orientagdes sobre validacdo de métodos e ensaios quimicos estabelecidos pelo
INMETRO (2003), ANVISA (2003) e SANCO (2010).

2.8.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdao é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substdncias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradagdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes (RIBANI et al., 2004).

Também pode-se dizer que a seletividade € a habilidade dos métodos de
extracdo, de purificagdo, de derivatizagao, do sistema de separacao e detecgao, em
realizar a discriminagado entre o analito de interesse e outros compostos (SANCO,

2010). A seletividade garante que o sinal analitico seja exclusivamente do composto
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de interesse. Se este paradmetro n&o for assegurado, a linearidade, exatiddo e a

precisao estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004).

2.8.2 Curva Analitica e Linearidade

A resposta para um procedimento analitico corresponde a relagao, dentro de
uma faixa especifica, entre a resposta (sinal, area, altura do pico, absorg¢ao) e a
concentragao (quantidade) do analito na amostra (ROZET et al., 2007).

Na maior parte dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a
concentragdo ou massa da espécie de interesse, deve ser determinada
empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragcoes
conhecidas dessa espécie (AUGUSTO et al., 1997). Essa relagdo matematica
muitas vezes, pode ser expressa por uma equacdo de reta chamada curva de
analitica, a qual €& geralmente aceita com um minimo de 5 pontos (NETO et al.,
2002; LANCAS, 2004).

Pode-se optar por trés diferentes tipos de padronizagdo para a construcao da
curva de analitica: padronizacido externa, padronizacao interna e adicdo padrao. Isto
e feito de acordo com o tipo de analise e do tratamento utilizado para a amostra. O
método de padronizagao escolhido deve fornecer a melhor exatidao possivel, além
de um alto nivel de precisdo (RIBANI et al., 2004).

Neste trabalho empregou-se a padronizagdo interna que consiste na
preparacdo dos padrdes de calibracdo contendo diferentes concentracbes do
analito, nos quais se adiciona uma concentragao fixa do padrao interno (PI).

O padrao interno (PIl) deve ser um analito que nao esta presente na amostra,
com propriedades fisico-quimicas similares aos analitos de interesse. O Pl deve ser
adicionado em cada amostra a ser analisada, bem como, em cada nivel de
calibracido da curva analitica.

O modelo de regressao e o grafico sao elaborados pela relagdo entre a razao
das areas (area do analito/area do padr&o interno) com as concentragdes do analito.
Na aplicacdo do método, as amostras desconhecidas sdo analisadas apds a adigao
da mesma quantidade do padr&o interno (RIBANI et al., 2004).
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A linearidade refere-se a relagdo entre a quantidade introduzida no
instrumento e a quantidade calculada a partir da curva de analitica, a qual relaciona
a resposta instrumental e a concentragdo (ROZET et al., 2007). A equacédo de

regressao linear (Equacgéao 1) que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+bhb (1)

onde:

y = resposta medida (area da amostra/area do padrao interno);
X = concentracao;

a = inclinagao da curva analitica = sensibilidade;

b = intersegdo com o eixo y, quando x = 0

Além dos coeficientes a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlagao linear r, o qual fornece uma estimativa da
qualidade da curva analitica obtida (CHUI et al., 2001). A regresséo linear deve ter
alto coeficiente de determinacdo (r* > 0,999) (PIMENTEL & NETO, 1996), ou de
correlagao (r) > 0,99 (ANVISA, 2003) ou > 0,9 (INMETRO, 2003), o que evidencia
um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao.

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

nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método analitico (INMETRO, 2003).

2.8.3 Limite de Detecgao (LOD) e de Quantificagao (LOQ)

Em analises onde sao realizadas determinacdes na faixa de concentracio de
tracos e ultra-tragcos de analitos € imprescindivel que, medidas sejam feitas na
regido do LOD e LOQ (RIBANI et al., 2004).
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O limite de detecgcao (LOD, do inglés limit of detection) representa a menor
concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada, mas nao
necessariamente  quantificada, utilizando um determinado procedimento
experimental (ICH, 1995; INMETRO, 2003). O LOD pode ser calculado por
diferentes métodos, sendo o método baseado na relagdo sinal/ruido mais
comumente utilizado. (RIBANI et al., 2007).

O limite de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification) € o menor
valor de concentragdo em que o analito pode ser quantificado com certo limite de
confianga, ou seja, abaixo deste valor medigbes ndo apresentam suficiente
confianga para quantificacdo (THOMPSON et al, 2002). O método para
determinacdo do LOQ deve ser considerado com a incerteza da medida de um
componente dentro de um intervalo linear (RIBANI et al., 2004).

Estes limites sdo estabelecidos por meio da analise de solugdes de
concentragdes conhecidas e decrescentes do analito. O LOD e o LOQ sé&o
geralmente expressos em unidades de concentracdo (BRASIL, 2003; FRANCOTTE
et al., 1996).

Ha varias maneiras de se calcular o LOD e o LOQ, como através do método
visual, método da relacdo sinal/ruido e aquele baseado em parametros da curva
analitica. Nesse estudo, o LOD e o LOQ foram estabelecidos como sendo a
concentragdo que apresentou um sinal analitico no minimo 3 e 10 vezes a relagéao

sinal/ruido, respectivamente.

2.8.4 Limite de Decisao (CCa) e Capacidade de Detecgao (CCp)

O limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgao (CCP) séo limites
estatisticos recomendados pela Comunidade Européia e dependem da substancia
(medicamento veterinario) e da matriz (alimento) a serem analisadas (VERDON et
al., 2006).

O limite de decisdo é definido pela EUROPEAN COMISSION 657/2002/EC
como sendo o menor nivel de concentragdo no qual o método pode discriminar com

uma certeza estatistica de 1-a que o analito em questao esta presente. Para as
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substancias que apresentam LMR o valor de a € considerado 5% e para substancias
que nao apresentam limite maximo estabelecido o valor de a € 1%.

A capacidade de deteccao representa a menor quantidade da substancia que
pode ser detectada, identificada e/ou quantificada em uma amostra com uma
probabilidade de erro aceitavel 3 (5% para substancias com ou sem limite maximo
de residuo permitido estabelecido) (EUROPEAN COMISSION, 2002).

Existem diferentes maneiras para calcular o CCa e CCB (VERDON, et al.,
2006). De acordo com a norma estabelecida pela ISO (2000) o calculo é baseado
numa calibragdo diaria do método no instrumento para analise de amostras de
interesse, incluindo amostras desconhecidas a serem controladas. Os dados para
realizacéo dos calculos sao obtidos através da analise de um conjunto de amostras
branco fortificadas em no minimo trés niveis de concentragado equidistantes. Deve-se
realizar a analise de cada nivel em duplicata. Apds € confeccionada uma curva
analitica e sao calculados os valores de CCa e CCB conforme VERDON et al.
(2006), descrito no item 3.9.4.

2.8.5 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, em condi¢des definidas (INMETRO, 2003). A precisdo em validagéo de
métodos pode ser considerada em trés niveis diferentes: repetitividade (medidas em
um mesmo dia), precisao intermediaria (medidas realizadas ao longo de varios dias)
e reprodutibilidade (medidas realizadas em laboratérios diferentes) (RIBANI et al.,
2004).

A repetitividade representa a concordéancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medicdo, chamadas condi¢cdes de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo
analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes; mesmo local; com
repeticdes efetuadas em um curto intervalo de tempo (RIBANI et al., 2004).

A precisdo intermediaria indica o efeito das variacdes dentro do laboratério

devido a eventos como diferentes dias ou analistas, ou diferentes equipamentos ou
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uma combinagdo destes fatores (ICH, 1995). Recomenda-se, para o calculo da
precisdo intermediaria, um minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes
(BRASIL, 2003). O objetivo da precisao intermediaria na validagao é verificar que, no
mesmo laboratério, o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI et al., 2004).

Ambas repetitividade e precisdo intermediaria podem ser expressas atraves
da estimativa do desvio padrao relativo (RSD, do inglés relative standard desviation)
(RIBANI et al., 2004), sendo que, em métodos de analises de tracos, s&o aceitos
RSD de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (HUBER, 1998).

2.8.6 Exatidao

Exatiddo do método € definida como sendo a concordancia entre o resultado
de um ensaio e o valor de referéncia, aceito como convencionalmente verdadeiro. A
exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa
combinagdo de componentes de erros aleatérios e sistematicos (tendéncia)
(INMETRO, 2003).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo sido entre
outros: uso de materiais de referéncia, participagdo em comparacdes
interlaboratoriais e realizagdo de ensaios de recuperagao.

Quando materiais de referéncia ndo estdo disponiveis, a exatiddo pode ser
avaliada através dos ensaios de recuperagcédo (CODEX ALIMENTARIUS, 2001), os
quais sao geralmente expressos em percentual.

A recuperacdo dos analitos pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas desta. As amostras devem ser fortificadas
com os analitos em pelo menos trés diferentes concentragdes, por exemplo, proximo
ao limite de deteccdo, proximo a concentragcdo maxima permissivel e em uma
concentragdo proxima a média da faixa de uso do método. A limitacdo desse
procedimento é a de que o analito adicionado nao esta necessariamente na mesma
forma que se apresenta na amostra (INMETRO, 2003).

Para avaliacdo da exatiddo do método pode-se fazer uso do padrdo de
substituigdo (surrogate) o qual, € uma substancia de concentragdo conhecida

adicionada as amostras com o objetivo de monitorar diferencas nos valores de



61

recuperacao, bem como, detectar problemas durante a extracdo. Esta substancia
deve ter propriedades similares aos compostos em estudo.

Os intervalos aceitaveis de recuperagdo para analises de residuos,
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%, inclusive para
analise de residuos de pesticidas (HUBER, 1998; SANCO, 2010).

2.8.7 Efeito matriz

O efeito matriz € observado quando uma consideravel diferenca de resposta &
obtida entre padrdes preparados no solvente e aqueles preparados no extrato da
matriz, com boa precisdo. Uma das maneiras de minimizar e/ou eliminar este efeito é
reduzir a quantidade de componentes da matriz que co-eluem com os analitos no
detector, para isto, métodos de extracao mais seletivos e etapas mais eficientes de
clean-up devem ser desenvolvidos. Contudo alternativas, como por exemplo, a
calibracdo externa realizada em extrato da matriz idéntica ou similar ao da amostra é
geralmente utilizada (PICO et al., 2004).

Entre as diversas maneiras utilizadas para compensar o efeito matriz em GC,
podemos citar: 1) uso do método da adicdo padrédo; 2) uso de padrao interno
deuterado; 3) preparo das solugdes analiticas no extrato da matriz (matrix matched
standards), entre outras alternativas (PICO et al., 2004).

Verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou negativo
(decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Quando o resultado for acima de
10% considera-se que o efeito matriz comecga a exercer influéncia nas analises
(HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental deste trabalho consistiu na avaliacido de
quatro métodos, baseados no método QUEChERS, para a extragdo simultanea de
residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne e
figado suino, carne de frango e filé de peixe (“Panga”) e posterior determinacéo por
LC-MS/MS. Apos, selecionou-se o0 método que apresentou os melhores resultados
em termos de exatiddo e precisdo para a maioria dos compostos avaliados e
realizou-se a validagao e aplicagdo do método otimizado.

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

3.1 Instrumentagao

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo
descritos abaixo:
v' Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
v' Balanga analitica, modelo SV-200 (AND, Japo);
v' Centrifuga Thermo Fisher Scientific, modelo IEC CENTRA CL2 (Waltham,
EUA);
v" Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canada);
v Processador de Alimentos VariMix (Targo, Espanha);
Sistema de purificagdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, EUA).
v' Sistema LC-MS/MS: Cromatografo a Liquido Varian 320-MS, equipado com:
e Detector MS, 320-MS TQ Mass Spectrometer com fonte API,
utilizando o modo de ionizagdo por eletronebulizagdo (Varian,
EUA);

e Amostrador automatico ProStar 410, bomba binaria 212-LC,

<\

forno para coluna e sistema de desgaseificagcéo (Varian, EUA);
e Pré-coluna analitica Pursuit XRS C1g (10 x 4,6 mm d.i) € 5,0 ym
de tamanho de particula (Varian, EUA);
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e Coluna analitica Pursuit XRS Cyg, (100 x 2,0 mm d.i) e 2,8 ym de
tamanho de particula (Varian, EUA);

e Sistema de aquisicdo de dados através do Software MS
Workstation Version 6.0.2 (Varian, EUA);

e Sistema gerador de nitrogénio LC/MS 12/2 (Domnick Hunter,
Inglaterra).

3.2 Reagentes, solventes e materiais utilizados
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Acetato de sodio anidro p.a. (J.T. Baker, EUA);

Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Acido acético glacial 96% (Merck, Brasil);

Agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ cm) (Milli-Q Direct UV3®, Franca);
Citrato de sodio diidratado (Sigma Aldrich, EUA);

Cloreto de sddio p.a. (Merck, Brasil);

Extran® neutro (Merck, Brasil);

Formiato de Amoénio (Sigma Aldrich, EUA);

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

Hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado (Sigma Aldrich, EUA);

Metanol grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

Padrdes solidos dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios, conforme
Tabela 2;

Sorvente C1g com tamanho de particulas de 40 ym (Varian, EUA);

Sorvente PSA com tamanho de particulas de 40 ym (Varian, EUA);

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

Tubos de polipro’pileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 e 15 mL
(Sarstedt, Alemanha);

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

Vidraria comum de laboratorio.
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3.3 Amostras utilizadas para a validagao do método

As amostras utilizadas no processo de validagdo do método devem ser
isentas dos agrotéxicos e medicamentos veterinarios que serao avaliados, uma vez
que, isto pode interferir nas analises, levando a uma quantificacdo errbnea dos
analitos de interesse. Estas amostras isentas dos compostos avaliados sao
denominadas amostras “branco”.

As amostras “branco” das matrizes avaliadas neste estudo foram adquiridas
em supermercados de Santa Maria e processadas com auxilio do processador
VariMix em porcdes de 500 g até completa homogeneizagdo, e a seguir foram
acondicionadas freezer (abaixo de —10 °C) embalagem de polipropileno, até sua
utilizacdo. Estas amostras foram preparadas conforme o item 3.8.4 e analisadas por
LC-MS/MS nas condi¢gdes otimizadas descritas nos itens 4.1 e 4.2. Desta forma,
foram consideradas amostras “branco” aquelas que nao apresentaram residuos dos

compostos avaliados neste estudo.

3.4 Agrotoxicos e medicamentos veterinarios selecionados

Os agrotéxicos e medicamentos veterinarios avaliados neste trabalho foram
selecionados com base no PNCRC, Codex Alimentarius, Unido Européia onde estao
estabelecidos os Limites Maximos de Residuos (LMRs) para as matrizes avaliadas.
Para compostos que s&o proibidos é atribuido o Limite Minimo de Performance
Requerida (LMPR). Também foram determinados compostos metabdlitos tais como,
30H-carbofurano, furazolidona e furaltadona (MAPA, 2010e; CODEX
ALIMENTARIUS, 2012a; CODEX ALIMENTARIUS 2012b; EUROPEAN UNION,
2012). Os compostos selecionados para este estudo foram adquiridos da empresa
Dr. Ehresntorfer (Ausburg, Alemanha) e estao listados na Tabela 2, juntamente com
0 grau de pureza, classe, grupo quimico e LMR permitido, estabelecido pelo MAPA,

Codex Alimentarius e Uniao Européia.
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3.5 Selegao do padrao interno e do padrao substituicao

Com o objetivo de assegurar a execugao correta do procedimento de extragao
e de analise para cada amostra por LC-MS/MS, o uso de padrdes para o controle de
qualidade é recomendado. Estes compostos s&o adicionados em diferentes estagios
do procedimento analitico, como por exemplo, anterior a extragdo (padréo de
substituigdo, PS) ou no extrato final anterior a inje¢do (padrao interno, PIl). A adigéo
de padrdes analiticos em diferentes estagios do procedimento analitico pode auxiliar
na localizagédo de fontes de erros (SANCO, 2010).

Neste trabalho, utilizou-se trifenilfosfato (TPP) como padrdo interno na
concentragao de 50 pg L' e linurom-dé como padrdo de substituicdo nas mesmas
concentragdes empregadas para a avaliagdo dos ensaios de recuperagao (20, 50 e
100 pg kg™).

3.6 Preparo das solugoes analiticas

Para o preparo das solugbdes analiticas estoque, efetuou-se o calculo para
determinar a quantidade de cada padrao solido a ser pesado, para se obter solucdes
individuais de cada composto, na concentragdo de 1000,0 mg L. Para isso, os
padroes sélidos foram pesados individualmente, diretamente em vidraria apropriada
para pesagem de padrées e transferiu-se para baldes volumeétricos, sendo em
seguida, dissolvidos em 10 mL metanol, e agitados em vortex por 1 minuto para
completa dissolucéo.

Apods, foram preparadas solugdes analiticas individuais de cada composto em
estudo, na concentracdo de 100,0 mg L™, em metanol. Para isso, transferiu-se 1 mL
de cada solugéo estoque para baldo volumétrico de 10 mL ja contendo um pequeno
volume de metanol, sendo posteriormente, o volume completado com este mesmo

solvente.
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Tabela 2 - Agrotéxicos e medicamentos veterinarios selecionados e analisados

por LC-MS/MS, pureza, classe, grupo quimico e LMR

Agrotoxico /

LMR (ug kg™)

. Pureza ..
Medicamento o Classe Grupo Quimico
Veterinario (%) MAPA CODEX UE
3-OH carbofurano” 98,6 I Carbamato
ametrina 99,0 H Triazina
atrazina 99,0 H Triazina
azinfés metilico 99,0 I Organofosforado 1|9’SO I(\;VIFS)
50,0
azoxistrobina 99,0 F Estrobirulina (MS, MF);
70,0 (FS)
bentazona 97,0 H Benzotiadiazinona 5I9é0 I(\;VIFS)
bitertanol 98,5 F Triazol 5|9’SO &AFS)
700,0 (MS);
boscalida 99,5 F Anilida 200,0 (FS);
50,0 (MF)
bromoconazole 99,0 F Triazol 5I9’SO I(\;VIFS)
buprofezina 99,0 [ Tiadizinona 5|9’SO ﬁ'/\I/IFS)
carbari 98,5 | Carbamato 10000 (F) 00 I(\'AV'FS)
carbendazina 99,0 F Benzimidazol 5|9’SO ﬁ'/\I/IFS)
Metilcarbamato de 100,0 (MS,
carbofurano 98,5 ! benzofuranila FS, MF)
carboxim 99,9 F Anilida 5|9’SO &AFS)
cianizina 99,0 H Triazina
clembuterol 98,5 A Betagonista 0,2 (FS)
clomazone 98,5 H Isoxazolidinona
. ] . 0,3* (MS,
cloranfenicol 98,5 A Aminopropanodiol MF, FP)
clorpirifos etilico 99,5 I Organofosforado
50,0 (MS);
deltametrina 99,0 | Piretréide 250(GS) 556 (Fs) 30,0 (FS);
5000 (GF) 100,0 (MF)
20,0 (MF)
diazinona 99,0 Organofosforado 30,0 (FS) 5|9’SO &AFS)

2000,0 (GS)
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Agrotoxico /

LMR (ug kg™)

. Pureza ..
Medicamento o Classe Grupo Quimico
Veterinario (%) MAPA CODEX UE
20,0 (MS,
difenoconazole 99,0 F Triazol FS); 100,0
(MF)
dimetoato 98,0 [ Organofosforado
10,0 (MS,
epoxiconazole 99,0 F Triazol MF); 200,0
(FS)
eritromicina A, B, C 93,5 A Macrolideos
) 10,0 (MS,
etiona 96,5 I Organofosforado FS, MF)
etopabato 98,5 An Ester aminobenzoico
fempropatrina 99,5 I Piretréide
20,0 (MS);
fempropimorfe 94,5 F Morfolina 300,0 (FS) 300,0 (FS);
10,0 (MF)
. e 20,0 (MS,
fenarimol 97,5 F Pirimidina FS, MF)
. 50,0 (MS,
fentiona 97,0 I Organofosforado FS, MF)
20,0 (MS,
fipronil 96,5 Pirazol FS); 10,0
(MF)
2000,0
. . (MS); 300,0
fluquiconazole 98,5 F Triazol (FS): 20,0
(MF)
20,0 (MS);
_ . 200,0 (FS);
flutalonil 99,0 F Carboxamida 50,0 (MF):
100,0 (MS)
" : 1,0* (MS,
furaltadona 94,0 A Nitrofurano MF, FP)
. - . 1,0 (MS,
furazolidona 99,0 A Nitrofurano MF, FP)
100,0 (MS);
imidacloprido 98,0 [ Neonicotinoide 300,0 (FS);
50,0 (MF)
iprovalicarbe 97,5 F Carbamato
linurom 99,4 H Ureia
linurom-dé 99,9 H Ureia
malationa 99,0 [ Organofosforado 20,0 (MS,

FS, MF)
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Agrotoxico /

LMR (ug kg™)

. Pureza ..
Medicamento o Classe Grupo Quimico
Veterinario (%) MAPA CODEX UE
mecarbam 98,0 I Carbamato
mepronil 99,0 F Carboxamida
metaconazole 99,0 F Triazol 1|9é0 &AFS)
metalaxil 99,5 F Acilaninato 5|9é0 &AFS)
. Metilcarbamato de 50,0 (MS,
metiocarbe sulfona 99,0 I fenila FS. MF)
metiocarbe 95.0 | Metilcarbamato de 50,0 (MS,
sulféxido ’ fenila FS, MF)
metsulfurom 99,0  H Sulfoniluréia
metilico
mevinfos 92,0 I Organofosforado
miclobutanil 98,5 F Triazol 1|9’SO &AFS)
monesina 98,0 An londéforo 25,0 (MF) 10,0 (MF)
monocrotofés 97,5 [ Organofosforado
monolinurom 99,0 H Uréia 5|9’SO ﬁ'/\I/IFS)
oxamil 97,0 I Carbamato
paraoxon etilico 99,0 I Organofosforado
pendimetalina 98,0 H Dinitroanilina 5|9é0 &AFS)
piraclostrobina 97,5 F Estrobilurina 5I9’SO I(\;VIFS)
pirazofos 97,0 I Organofosforado ZFOS’O (I\'>I/IFS)
piridaben 99,0 [ Piridazinona 2g,so I(\;VIFS)
piridafetiona 97,5 F Organofosforado
piridato %5  H Fenilpiridazina 5£’SO I(\;V'FS)
pirimetanil 99,0 F Anilinopirimidina 5|9’SO &AFS)
pirimicarbe 98,5 I Carbamato 5|9’SO I(\;VIFS)
pirimifés metilico 99,0 I Organofosforado 5|9’SO &AFS)
procloraz 97,0 F Imidazol 1(;080&'\2)8 !
profenofés 98,0 I Organofosforado 5|9’SO &AFS)
propargito 96,0 H Ester sulfito 100,0 (MS,

FS, MF)
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-1
Agrotoxico / LMR (g kg')

Pureza

Medicamento o Classe = Grupo Quimico
Veterinario (%) MAPA CODEX UE
propiconazole 99,0 F Triazol 1|9é0 ﬁ'/\I/IFS)
20,0 (MS,
propizamida 99,5 H Benzimidazol MF); 0,05
(FS)
propoxur 99,0 I Carbamato 5|9é0 ﬁ'/\I/IFS)
. o 20,0 (MS,
quinoxifeno 99,0 F Quinolina FS, MF)
salbutamol 99,0 A Betagonista 5,0* (FS)
salinomicina 98,0 Ac londforo 25,0 (MF)
. . L 10,0 (MS,
simazina 98,5 H Triazina FS, MF)
. . . 100,0 (FS, 100,0 (MS,
sulfadimetoxina 97,5 A Sulfonamida FP) FS, MF, FP)
. . 100,0 (FS, 100,0 (MS,
sulfametazina 99,0 A Sulfonamida FP) FS, MF, FP)
. 100,0 (MS,
sulfametoxazole 99,0 A Sulfonamida 100,0 (FS) FS, MF, FP)
. . . 100,0 (MS,
sulfaquinoxalina 97,0 A Sulfonamida 100,0 (FS) ES. MF. FP)
. . 100,0 (FS, 100,0 (MS,
sulfatiazol 99,5 A Sulfonamida FP) FS, MF, FP)
tebuconazole 98,8 F Triazol 1|0:%OI\%)S ’
terbufos 94,0 [ Organofosforado 1|9’SO I(\;VIFS)
terbutilazina 99,0 H Triazina 5|9é0 &AFS)
50,0 (MS);
tetraconazole 98,5 F Triazol 1,0 (FS);
20,0 (MF)
50,0 (MS,
tiacloprido 98,0 Neonicotindide MF); 300,0
(FS)
tiametoxam 98,0 [ Neonicotindide 1|9é0 ﬁ'/\I/IFS)
triadimefom 99,5 F Triazol 1I9’SO &\AFS)
triadimenol 98,0 F Triazol 1|9é0 ﬁ'/\I/IFS)
triazofos 97,0 I Organofosforado 1|9’SO I(\;VIFS)
triclorfom 97,0 [ Organofosforado 1|9é0 ﬁ'/\I/IFS)

trifenilfosfato 99,5 I Organofosforado
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Agrotoxico /

LMR (ug kg™)

M\t;gti:znméi?;o PL(':/SZ 3 Classe Grupo Quimico MAPA CODEX UE
trifloxistrobina 990 F Estrobilurina 50,0 (FS) 4€’s(? &"FS)
triflumizole 98,5 F Imidazol 5|9é(,) ﬁ'/\l"FS)
trimetroprima 995  An Pirimidina 100,0 (MF) Fg‘?ﬁ;’f"&,)
vamidationa 98,0 [ Organofosforado

"LMPR, Hcompostos metabotitos, A (Antibidtico), Ac (Acaricida), An (Anticoccidiano), (H) Herbicida,
(I) Inseticida, (F) Fungicida, FS (Figado Suino), FP (Filé de Peixe), GF (Gordura Frango), GS
(Gordura Suino), MF (Musculo de Frango) e MS (Musculo Suino).

A partir das solug¢des de 100,0 mg L™, preparou-se 25 mL de uma solugdo de
trabalho na concentragao 5,0 mg L™ contendo todos os agrotoxicos e medicamentos
veterinarios avaliados, incluindo o padrao de substituicdo. Esta solucéo foi utilizada
tanto para os ensaios de fortificacdo, quanto para o estudo da linearidade do
meétodo. A partir da mistura 5,0 mg L™, foram preparadas as solucdes de trabalho
nas concentragées de 0,01; 0,02; 0,4; 0,1; 0,2; 0,4 mg L™ em acetonitrila e nos
extratos das matrizes avaliadas (carne e figado suino, carne de frango e filé de
peixe).

Para injecdo no sistema LC-MS/MS foram realizadas diluigbes na proporgao
1:1 (v/v) das solugdes de trabalho em fase mével (solugdo aquosa de formiato de
aménio 5 mmol L' e metanol contendo 0,1 mg L de Pl), de modo que as
concentracdes finais das solug¢des avaliadas foram 0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1 € 0,2
mg L™ e do Pl foi de 0,05 mg L.

Para o preparo do padrao interno (TPP), solu¢des estoque de 1000,0 e 100,0
mg L™ foram preparadas conforme descrito anteriormente. Em seguida, foram
preparados 10 mL de uma solugdo na concentragéo de 5,0 mg L™ contendo apenas
TPP. A partir dessa solugéo preparou-se 25 mL de uma solugédo na concentragao de
0,1 mg L' em fase movel metanol: solucdo aquosa de formiato de amdnio 5 mmol L
(50:50 v/v), a qual foi adicionada 500 uL ao extrato final para injecdo. A
concentragao final do TPP foi 0,05 mg L™

Todas as solugbes analiticas foram armazenadas em frascos ambar a
temperatura menor que -10 °C, sendo que antes de serem utilizadas foram retiradas

do freezer e deixadas atingir a temperatura ambiente.
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3.7 Otimizagcao do sistema cromatografico LC-MS/MS para determinacao
simultdnea de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em

amostras de carne

Neste trabalho, as analises foram realizadas empregando a Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS) no modo
monitoramento de reagdes multiplas (MRM, do inglés Multiple Reaction Monitoring).
Este sistema apresenta detectabilidade e seletividade adequadas para a
determinacdo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios, uma vez
que, € possivel a identificacdo e quantificagdo destes compostos de forma
inequivoca. 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 confirmacdo 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

determinacgao dos compostos em estudo.

3.7.1 Escolha da fase moével

A escolha da fase movel baseou-se nas condigdes utilizadas frequentemente
no laboratério LARP-UFSM onde foi desenvolvido este estudo. Neste trabalho, a
fase movel empregada foi solucdo aquosa de formiato de aménio 5 mmol L™
(solvente A) e metanol (solvente B) a uma vaz&do de 150 pL min™', conforme descrito

na Tabela 3.
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Tabela 3 - Gradiente utilizado para eluicao dos compostos

Tempo (min) % A % B

0,0 90 10

2,0 90 10

40 55 45

16,0 10 90

Gradiente 19,0 5 95
25,0 5 95

25,1 2 98

30,0 2 98

33,0 90 10

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

% B: metanol
3.7.2 Condig¢des do sistema de deteccdo MS/MS

Foram realizadas injegbes diretas (infusdo) no espectrdmetro de massas,
utilizando solug¢des analiticas na concentragdo de 1,0 mg L' de cada composto
individualmente, a fim de se obterem as condi¢cdes 6timas de analise para cada um
dos compostos em estudo. A partir das infusbes foi selecionado o modo de
ionizacdo da fonte (eletronebulizagédo positiva ou negativa), voltagens do capilar e
shield, energias de colisdo para fragmentar o ion precursor e gerar ions produtos,
temperatura da fonte, temperatura e pressdo do gas de dessolvatagcdo para
secagem do solvente.

Ap6s a escolha destas condigdes, foram selecionados os ions a serem

monitorados para quantificacdo e qualificacdo dos compostos estudados.
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3.8 Avaliagcdao e otimizagcdo do método QUEChERS para determinagao

simultanea de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne

Uma importante etapa no preparo de amostra em alimentos é o isolamento e
enriquecimento dos analitos de interesse realizados anterior a analise. Devido a
complexidade das amostras em estudo (carne e figado suino, carne de frango e filé
de peixe) e também aos baixos niveis de concentragdo (LMR) estabelecidos pelas
agéncias regulamentadoras, o preparo de amostra se torna uma importante etapa da
analise para a obtencao de resultados confiaveis.

Neste trabalho foram avaliados diferentes preparos da amostra baseados no
método QUEChERS original proposto por ANASTASSIADES et al. (2003). Para isto,
foram realizados alguns ensaios a fim de avaliar os percentuais de recuperagao dos
compostos em estudo, aliados a extratos contendo uma menor quantidade de
coextrativos das matrizes. As principais etapas envolvidas para a execug¢ao do

método QUEChERS podem ser visualizadas na Figura 2.
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o

EXTRAGAO

o

PARTICAO

ANALISE CROMATOGRAFICA

Figura 2 - Representacao das principais etapas envolvidas na execug¢ao da
extragdo empregando o método QUEChERS
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3.8.1 Ensaio 1 (E1)

Para avaliar a eficiéncia da extragdo do método QUEChERS original,
pesaram-se 10,0 + 0,1 g de amostra, diretamente em tubos de polipropileno tipo
Falcon de fundo cdnico (capacidade 50 mL) com tampa rosqueada. Realizaram-se
fortificacdes (n=3) no nivel 100,0 pg kg', contendo todos os agrotoxicos e
medicamentos veterinarios em estudo. Apdés o tempo de contato de 30 min,
adicionaram-se, 10 mL de acetonitrila e realizou-se agitagdo em vortex por cerca de
1 min. Em seguida, acrescentaram-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro, 1,0 g de
cloreto de sddio, seguido de agitagcdo em votex por 1 min e centrifugagcdo a 3500
rom por 1 min. Na Figura 3 estdo representados, de forma esquematica, os

diferentes métodos de extracado avaliados baseados no método QUEChERS.

3.8.2 Ensaio 2 (E2)

No ensaio 2, avaliou-se o desempenho do método QUEChERS acetato
(Figura 3), pesando-se 15,0 = 0,1 g de amostra, diretamente em tubo de
polipropileno tipo Falcon de fundo cbénico (capacidade 50 mL) com tampa
rosqueada. Realizaram-se fortificagdes (n=3) no nivel 100,0 pg kg™, contendo todos
os agrotoxicos e medicamentos veterinarios em estudo. Apos o tempo de contato de
30 min, adicionaram-se, 15 mL de acetonitrila contendo 1% (v/v) acido acético e
realizou-se agitagdo 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 sddio,
seguido de agitagdo manual por 1 min e centrifugagdo a 3500 rpm por 8 min.

3.8.3 Ensaio 3 (E3)

A eficiéncia do método QUEChERS citrato (Figura 3) foi avaliada através da
pesagem de 10,0 + 0,1 g de amostra, diretamente em tubo de polipropileno tipo
Falcon de fundo cdnico (capacidade 50 mL) com tampa rosqueada. Realizaram-se
fortificacdes (n=3) no nivel 100,0 ug kg', contendo os agrotdxicos e os

medicamentos veterinarios em estudo. Apdés o tempo de contato de 30 min,
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adicionaram-se, 10 mL de acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético e realizou-
se agitagdo 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 sddio, 1 g de citrato de
sédio diidratado e 0,5 g de hidrogenocitrato sesquiidratado de sddio, seguido de

agitacdo manual por 1 min e centrifugacéo a 3500 rpm por 8 min.

3.8.4 Ensaio 4 (E4)

No ensaio 4, avaliaram-se os percentuais de recuperacao obtidos através da
utilizacdo do método QUEChERS maodificado (Figura 3). Desta maneira, pesaram-se
10,0 £ 0,1 g de amostra, diretamente em tubos de polipropileno tipo Falcon de fundo
cbnico com tampa rosqueada (capacidade de 50 mL). Realizaram-se fortificagdes
(n=3) no nivel 100,0 pg kg™, contendo os compostos estudados. Adicionaram-se, 10
mL de acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético e realizou-se agitagdo manual
e vigorosa por cerca de 1 min. Em seguida, acrescentaram-se 4,0 g de sulfato de
magneésio anidro e 1,7 g de acetato de sddio anidro, seguido de agitacdo manual por
1 min e centrifugagéo a 3500 rpm por 8 min.

Para os 4 ensaios de extragcdo descritos anteriormente, foram avaliados
diferentes sorventes empregando d-SPE para limpeza do extrato: A) transferiram-se
2 mL do sobrenadante para outro tubo de polipropileno tipo Falcon de fundo cénico
(capacidade de 15 mL), contendo 300 mg de sulfato de magnésio anidro e 50 mg de
PSA, sendo agitados manualmente por 1 min, e centrifugados a 3500 rpm por 8 min.
Apds, 500 pL sobrenadante foi retirado e colocado em vial com capacidade para 2
mL, seguido da adigdo de 500 pyL de fase movel e analise por LC-MS/MS; B) o
procedimento de limpeza foi realizado conforme descrito no item “A” entretanto, foi
substituido 50 mg de PSA por 250 mg de Cys.
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Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra 10 g amostra )
+ + +
EXTRAGAO + . 15 mL acetonitrila 1% HAc* 10 mL acetonitrila 1% HAc* 10 mL acetonitrila 1% HAc*
10 mL acetonitrila L )
4g MgSO,4
+
49 MgSO, 6g M+9S°4 1g NaCl 49 M+gso4
PARTIGAO + *
@ 1g NaCl 1,5 g NaAc** 19 C6H5Nf307.2H20 1,7 g NaAc**
0,5 g CgHgNa;07.1,5H,0

2 mL sobrenadante 2 mL sobrenadante
+ +
300 mg MgSO, 300 mg MgSO,
+ O U +
50 mg PSA 250mg Cqg

*HAc: acido acético **NaAc: acetato de sédio

Figura 3 - Representagdo esquematica das diferentes versdées do método
QuEChERS avaliadas neste estudo para determinagcdao de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios em carnes A) limpeza do extrato

empregando MgSO, e PSA e e B) limpeza do extrato empregando MgSO,4 e Cs

3.9 Validagao do método QUEChERS modificado para analise de agrotéxicos e

medicamentos veterinarios em amostras de carne

Neste trabalho os parametros utilizados para a validacido do método analitico
foram: seletividade, faixa linear, linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite de
quantificagcdo (LOQ), limite de decisdo (CCa), capacidade de deteccao (CCp),
exatidao (recuperagao) e precisao (repetitividade e precisédo intermediaria) (ANVISA,
2003; European Decision 657/2002/EC, 2002; INMETRO, 2003; SANCO, 2010).

3.9.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada através da injecdo de amostras sem a presenca
dos compostos em estudo (amostras branco) e amostras fortificadas ao nivel de 50
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ug kg”', com o objetivo de verificar a presenga de algum interferente no mesmo
tempo de retencdo e ions de quantificagdo e confirmagdo para cada analito. Desta
forma, compararam-se os cromatogramas obtidos por injecées no sistema LC-

MS/MS de extratos de amostras branco com extratos de amostras fortificadas.

3.9.2 Determinacao da linearidade das curvas analiticas

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada a partir das solu¢des analiticas
preparadas no item 3.6, tanto em solvente, quanto nos extratos das matrizes, nas
concentragdes de 5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 ug L.

As solugbes para obtengdo das curvas analiticas no solvente foram injetadas
quatro vezes e para as curvas no extrato das matrizes foram injetadas trés vezes e
os dados de regressdo linear foram obtidos com auxilio do software (Workstation
Version 6.0.2) do equipamento. A partir desses dados foi avaliada a equacgdo da
curva analitca bem como, o coeficiente de determinacdo (r?), e da faixa de

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

3.9.3 Limite de deteccgao e limite de quantificagao

O LOD do instrumento (LOD;) e o LOQ do instrumento (LOQ;) para cada
composto foi estimado a partir da relacdo sinal/ruido calculada pelo software do
equipamento, considerando no minimo 3 e 10 vezes a razao do sinal pela linha de
base (ruido), respectivamente. Os limites instrumentais foram obtidos pela inje¢ao de
solugdes analiticas de diferentes concentragdes preparadas em acetonitrila, seguida
de diluigao 1:1 (v/v) destas solugdes em fase movel (solugdo aquosa de formiato de
aménio 5 mmol L™ e metanol).

Os limites de detecgao e quantificagao instrumentais foram expressos em ug
L' Ja os limites de detecgdo e quantificagdo do método, LOD, e LOQnm
respectivamente, foram obtidos multiplicando-se o valor de LOD; e LOQ; pelo fator
obtido pelo método de extracao (fator = 2), obtendo-se os valores de LOD,, e LOQn,

em pg kg™
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3.9.4 Limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccao (CCp)

Para avaliagdo do limite de decisdao (CCa) e da capacidade de detecgao
(CCpB) foram fortificadas amostras “branco” nos niveis de concentragao de 20; 50 e
100 ug kg’ e injetadas 2 vezes para cada nivel. Em seguida, foram plotadas as
curvas analiticas para cada medicamento veterinario preparado nas diferentes
matrizes avaliadas e calculados os valores de CCa e CCB conforme as Equacbes 1,
2,3 e 4 (VERDON et al., 2006).

v Para substancias ndo permitidas:

CCa=t il L S
CTIIE KU v, —x) )

cp=sl |Aply 2
T Tb K S (x; —x)° (3)

v Para substancias que possuem LMR:

1 1 XMRL — xz

o
CCa = Cypy, + t(a‘lj_z)z\/g-l-ﬁ-l—m (4)
ij

1 1 XMRL — x2

o
CC’B = CMRL + (S(U_Z;OL;B)E\/E-FE-FW (5)
ij

onde:
K = numero de replicatas de amostras desconhecidas para controle no lote do dia
I = numero de niveis de calibracao fortificados na matriz

J = numero de replicatas para cada nivel de calibracao
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CumrL = concentragao do limite maximo de residuo

ta,17-2) = teste “t” de student com risco a e graus de liberdade igual a I] — 2

8uj-2,ap) = fungéo estatistica que pode ser aproximado por 2t ;;-2)

b = estimativa do coeficiente angular da curva de calibragdo obtida através calculo
de regressao linear

o = estimativa do desvio padrao residual da fungao de regressao

xmr = valor de LMR referenciado do analito

x = média dos valores

3.9.5 Ensaios de fortificacdo para avaliacdo da exatidao

Neste trabalho, para o estudo da exatiddo do meétodo, foram utilizados
ensaios de fortificagao, avaliando-se, dessa maneira, a recuperacdo dos compostos
em estudo. Foram realizadas fortificagdes das amostras “branco” em trés niveis de
concentragdo 20; 50 e 100 ug kg™’ para carne e figado suino, carne de frango e filé
de peixe.

A exatidao é expressa em percentagem e foi calculada conforme a Equacéo 5
(INMETRO, 2007):

R (%)==

x100 (6)

3

Onde:
C1 = Concentracao determinada na amostra fortificada;
C, = Concentracao determinada na amostra nao fortificada;

C; = Concentracao tedrica.

O procedimento de extragdo das amostras fortificadas foi realizado 6 vezes,
para cada um dos niveis de fortificagdo e para isso, utilizaram-se amostras “branco”,

isto é, livre da presencga dos agrotdoxicos e medicamentos veterinarios em estudo,
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sendo que cada nivel de fortificagdo foi injetado uma vez, obtendo-se um n= 6 (6
extragdes x 1 injecdo cada).

Inicialmente, para o procedimento de extragdo 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 apds, efetuou-se
a fortificacdo em 3 niveis, nas concentracdes de 20; 50 e 100 ug 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 sdédio. Novamente, efetuou-se agitagédo
manual e vigorosa por 1 min e posterior etapa de centrifugagéo a 3500 rpm, durante
8 min.

Durante a etapa de limpeza por d-SPE, transferiu-se 2 mL do sobrenadante
para outro tubo de polipropileno (capacidade de 15 mL), contendo 300 mg de sulfato
de magnésio anidro e 50 mg de PSA, 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 proporg¢ao 1:1 (v/v) do extrato final na fase
movel, no qual foram adicionados 500 pyL do extrato obtido apdés o limpeza
dispersiva e 500 pL de fase movel (solugdo aquosa de formiato de amdnio 5 mmol
L' e metanol) contendo Pl na concentragdo de 100 ug L seguido de analise por
LC-MS/MS.

3.9.6 Precisao (repetitividade e preciséo intermediaria)

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

calculado através da Equacéo 6.

RSD (%) =—>x100 (7)
X

Onde:
s = estimativa de desvio padrao absoluto;
s = {Z(x — xm)?/ N- 1}"2;

X; = valores individuais;
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Xm = média das medidas em replicatas;
n = numero de medidas.

Neste trabalho, o estudo da precisao do instrumento foi realizado efetuando-
se quatro injecbes de cada concentragdo das solugdes 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 extragao e analise das amostras fortificadas. Foram realizadas seis
extragdes de cada nivel de fortificacdo e cada um dos extratos foi injetado uma vez.

A precisdo intermediaria (RSD,) do metodo foi avaliada utilizando dias
diferentes para o desenvolvimento do procedimento completo de validagao para o

nivel de fortificagdo 50 ug kg™.

3.9.7 Avaliacao do Efeito Matriz

Para avaliar o efeito matriz neste trabalho, foram injetadas solugdes
preparadas tanto em solvente (acetonitrila) quanto nos extratos das matrizes em
estudo (carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe) nas concentracbes de
10,0; 50,0 e 100,0 pg L' e realizou-se a comparagdo entre as areas obtidas.
Efetuou-se o calculo através da Equagéo 7 (GOSETTI et al., 2010; SANCO 2010).

X -X
EfeitoMatriz% = ———2

x100 (8)

2

onde:

X4= Média das areas da soluc¢do analitica de cada composto avaliado, preparado no
extrato da matriz, numa dada concentracéo;

Xo= Média das areas da solugao analitica de cada composto avaliado, preparada em

solvente, numa dada concentracgao.
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Assim, verifica se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou
negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Quando o resultado for
acima de 10% considera-se que o efeito matriz comega a exercer influéncia nas
analises (GOSETTI et al., 2010; SANCO 2010).

3.10 Aplicagao do método

O meétodo desenvolvido e validado foi aplicado para a determinacdo de
residuos dos agrotdoxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne e
figado suino, carne de frango, e filé de peixe adquiridos em supermercados da
cidade de Santa Maria-RS. Todas as amostras foram adquiridas no periodo de

janeiro e fevereiro de 2012.



84

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Condi¢oes cromatograficas

Neste estudo, foi realizada a cromatografia em fase reversa utilizando uma
coluna Pursuit XRs (C18, 100 x 2,0 mm, 2,8 ym) e pré-coluna Pursuit XRs (C18, 10
x 46 mm, 50 um). A fase mével usada foi uma solugdo aquosa de formiato de
aménio 5 mmol L™ (solvente A) e metanol (solvente B) a uma vazdo de 150 uL min™.
A composicao inicial da fase movel foi 10% B a qual foi mantida por 2 min, em
seguida aumentou-se linearmente para 45% B até 4 min. Logo apds, aumentou-se
linearmente para 90% B até 16 min, e em seguida aumentou-se linearmente para
95% B e manteve-se nessa composi¢ao por 6 min. Logo apds, aumentou-se para
98% B até 30 min. Para o reequilibrio da coluna as condi¢des iniciais do gradiente,
retornou-se a 10% B em 3 min resultando em um tempo total de analise de 33 min.
Na Figura 4 estao apresentados em “A” o cromatograma obtido por LC-MS/MS no
modo MRM de uma solugdo analitica (25 g L'1) preparada no solvente e “B” o
grafico da composigcdo percentual de metanol durante a determinagéo

cromatografica.
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Figura 4 - A) Cromatograma obtido por LC-MS/MS no modo MRM para uma
solugdo analitica (25 pg L™) preparada no solvente contendo os 79 agrotéxicos
e 15 medicamentos veterinarios avaliados e B) Grafico da variagao da
composicao percentual de metanol durante a determinacdao cromatografica

conforme descrito no item 3.7.1

Pode se observar que varios compostos co-eluiram, pois obtiveram tempos
de retengdo muito semelhantes. Entretando, a combinagdo da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com a Espectrometria de Massas reune as vantagens da
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separagao) e da espectrometria de

massas (informacéo estrutural e seletividade) (VEKEY, 2001).
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4.2 Condigcoes de analise por MS/MS para determinagdo de agrotdxicos e

medicamentos veterinarios em amostras de carne

As condi¢des de analise por MS/MS foram otimizadas a partir da realizagao
da infusdo direta no espectrometro de massas, de cada um dos compostos na
concentragdo de 1 mg L' em fase mével (solugdo aquosa de formiato de aménio 5
mmol L e metanol). Desta forma, foram determinadas quais as melhores condi¢oes
de fragmentagcdo dos ions monitorados utilizando uma fonte de ionizagdo por
eletronebulizacdo (ESI) a qual, possibilita que a ionizagdo ocorra a presséo
atmosférica (API). As condigbes de analise da fonte foram: temperatura da fonte 50
°C, temperatura do gas de dessolvatagao (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. As
voltagens do shield e da agulha foram 600 e 5000 V, respectivamente. Argdnio foi
utilizado como gas de colisdo a pressdo de 1,8 mTorr e o Monitoramento de
Reacdes Multiplas (MRM) foi empregado neste trabalho.

A Tabela 4 apresenta os agrotoxicos e medicamentos veterinarios analisados
por LC-MS/MS, o tempo de retencdo, o modo de ionizagdo ESI (+/-), os ions
precursores e produtos e a energia de colisdo das transigdes monitoradas.

Para cada composto foram selecionadas duas transicbes caracteristicas,
como apresentado na Tabela 4. A transigdo mais intensa (mais estavel) foi utilizada
para a quantificagdo dos compostos e a segunda transicdo mais intensa para a
confirmagédo dos mesmos. Alguns compostos tais como, furazolidona, pirimetamil e
tetraconazole apresentaram apenas uma transicdo caracteristica a qual, foi
empregada para quantificagao.

Na Figura 5 estdo apresentados os cromatogramas de ion total obtidos por
LC-MS/MS para solucdes analiticas (50 ug L") preparadas nas matrizes avaliadas
(carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe) contendo os 79 agrotoxicos e
os 15 medicamentos veterinarios. A Figura 6 apresenta o cromatograma LC-MS/MS
no modo MRM obtido para alguns compostos de uma solugao analitica preparada no

solvente (acetonitrila) na concentragéo 50 pg L.
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Tabela 4 - Agrotéxicos e medicamentos veterinarios quantificados por LC-MS/MS, tempo de
retencao (tg), modo de ionizagao ESI (+/-), ions precursores e produtos e energia de colisao

1° Transigao 2° Transigdo
. Quantificagao Confirmagao
(m?n) Compostos ESI ion ion Energia de ion ion Engrgla
(+/-)  Precursor Produto Colisao Precursor Produto Colizéo
(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (V)
6,15 salbutamol + 240,0 1479 13,0 240,0 222,0 7,0
6,59 sulfatiazol + 256,0 155,9 12,5 256,0 91,9 23,0
6,82 oxamil + 237,0 71,9 5,5 237,0 89,9 5,0
7,34 sulfametazina + 279,0 185,9 15,0 279,0 155,9 17,0
7,36 tiametoxam + 292,0 210,9 11,0 292,0 181,0 19,5
7,38 furazolidona + 2430 226.,0 8,5
7,41 sulfametoxazole + 253,9 155,9 12,5 253,9 91,9 23,5
7,45 mevinfos + 2421 126,8 14,5 2421 192,9 7,5
7,45 monocrotofos + 2240 192,9 7,0 2240 126,9 13,5
7,45 trimetropina + 291,0 230,0 21,5 291,0 260,9 23,0
7,86 clembuterol + 277,0 203,0 13,0 277,0 259,0 18,0
7,88 bentazona - 239,0 131,7 25,5 239,0 196,6 19,0
7,88 Mmetsulurom + 382,0 167,5 12,0 382,0 198,9 19,5
metilico
7,99 imidacloprido + 256,1 209,0 14,0 256,1 175,0 17,0
g,03 Mmetiocarbe * 242,0 185,0 9,5 242,0 170,0 14,0
sulfoxido
8,20 furaltadona + 325,0 252,0 11,0 325,0 2811 7,5
8,33 vamidationa + 288,0 145,9 10,0 288,0 117,8 20,0
g4g oM 2380 163,0 120 2380 2200 60
arbofuran
8,59 sulfaquinoxalina  + 300,9 156,0 12,0 300,9 108,0 20,5
g4 Metiocarbe + 275,0 258,0 8,5 2750  201,0 19,5
sulfona
8,68 sulfadimetoxina + 311,0 155,9 17,5 311,0 107,9 17,0
8,79 dimetoato + 230,0 198,9 8,5 230,0 124,8 19,5
8,79 triclorfom + 257,0 108,8 15,5 257,0 220,8 11,0
9,11 tiacloprido + 252,9 125,8 18,0 252,9 185,9 12,5
9,56 cloranfenicol - 321,0 151,7 16,5 321,0 256,7 10,5
9,63 carbendazina + 192,0 160,0 15,0 192,0 131,9 27,0
10,55 cianizina + 241,0 2149 14,0 241,0 131,9 21,5
10,60 etopabato + 238,0 206,0 9,0 238,0 136,0 24,5
11,22 propoxur + 210,0 110,9 10,0 210,0 168,0 5,0
11,31 carbofurano + 222,0 165,0 7,5 222,0 122,9 16,5
11,49 simazina + 202,0 131,9 19,5 202,0 123,9 18,0
11,91 carbaril + 202,0 1449 8,0 202,0 126,9 26,5
11,93 carboxim + 236,0 142,8 10,5 236,0 86,8 21,0
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1? Transigao
Quantificagao

Confirmagao

2° Transigao

:':nin) Compostos ESI fon fon Energia de fon fon Energia
(+1-) Precursor Produto Colisdao Precursor Produto Cotlji(seéo
(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (V)
12,45 monolinurom + 215,0 125,8 15,0 215,0 147,9 12,0
12,58 pirimicarbe + 239.,0 182,0 12,5
12,67 paraoxon + 293,0 219,9 16,0 293,0 275,9 8,5
13,02 metalaxil + 280,0 220,0 12,0 280,0 248,0 9,0
13,07 atrazina + 216,0 173,9 13,5 216,0 103,8 24,5
13,07 pendimetalina + 216,0 174,0 15,5 216,0 103,8 26,0
13,87 azinfoés metilico + 318,0 131,9 11,0 318,0 160,0 5,0
13,87 azoxistrobina + 404,0 372,0 14,5 404,0 328,9 30,0
14,03 clomazone + 240,0 124,9 18,0 240,0 88,8 39,5
14,64 ametrina + 2281 186,1 13,0 2281 138,0 18,0
14,66 linurom-d6* + 255,0 185,0 15,5 255,0 159,9 15,5
14,68 linurom + 2491 159,9 16,0 2491 181,9 13,5
14,73 boscalida + 343,0 306,9 17,5 343,0 270,9 30,5
14,84 terbutilazina + 230,0 174,0 12,0 230,0 131,9 20,5
14,90 pirimetanil + 200,0 106,9 21,0
14,97 flutalonil + 324,2 261,9 16,5 324,2 241,9 23,0
15,08 malationa + 331,0 126,9 9,0 331,0 284.9 8,0
15,24 mepronil + 270,0 228,0 15,0 270,0 118,9 20,5
15,26 triadimefom + 294.0 2249 12,0 294.0 197,0 14,5
15,28 piridafetiona + 341,0 189,0 20,0 341,0 204,9 20,0
15,30 miclobutanil + 289,1 69,9 11,5 289,1 124,9 25,0
15,48 iprovalicarbe + 321,0 203,0 8,0 321,0 118,9 14,0
15,48 propizamida + 255,9 189,9 10,5 255,9 172,9 18,0
15,48 triazofos + 314,0 162,0 16,0 314,0 118,9 32,0
15,55 bromoconazole + 378,0 158,9 23,5 378,0 160,9 23,5
15,72 triadimenol + 296,0 69,9 5,5 296,0 227 1 9,0
15,77 fluguiconazole + 376,0 306,8 24,0 376,0 348,9 18,5
15,93 tetraconazole + 372,0 158,9 24,0
15,95 fenarimol + 331,0 267,9 22,5 331,0 258,9 24,5
15,99 mecarbam + 330,0 226,9 7,0 330,0 198,9 13,0
16,10 epoxiconazole + 330,0 120,9 17,5 330,0 122,9 12,5
16,46 fipronil - 435,0 329,7 15,5 435,0 249,6 26,5
17,19 trifenilfosfato** + 327,0 214,9 20,5 327,0 152,0 29,0
17,33 fentiona + 279,0 246,9 11,5 279,0 169,0 14,5
17,35 diazinona + 305,1 169,0 17,5 305,1 153,0 17,0
17,37 propiconazole + 342,0 158,9 25,5 342,0 69,0 14,0
17,50 piraclostrobina + 388,0 194,0 9,0 388,0 163,0 22,0
17,70 bitertanol + 338,0 269,1 8,0 338,0 251,0 9,5
17,75 procloraz + 376,0 307,8 11,0 376,0 265,8 16,5
17,77 metaconazole + 320,1 69,9 15,5 320,1 124,9 31,5
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1° Transigao 2° Transigdo
Quantificagao Confirmagao
:':nin) Compostos ESI fon fon Energia de fon fon Energia
(+/-) Precursor Produto Colisdo Precursor Produto Cotlji(seéo
(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (V)
17,77 tebuconazole + 308,0 69,9 14,0 308,0 124,9 33,0
17,88 pirazofos + 374,0 222,0 19,0 374,0 194,0 30,0
17,99 pirimifés metilico  + 306,0 164,0 19,5
18,14 difenoconazole + 406,0 250,9 24,0 406,0 336,9 15,5
18,17 trifloxistrobina + 409,0 186,0 14,0 409,0 206,0 11,0
18,65 triflumizole + 346,0 278,0 10,5 346,0 220,2 13,5
19,07 profenofos + 375,0 304,7 19,5 375,0 346,7 12,0
19,47 buprofezina + 306,0 201,0 9,5 306,0 115,9 14,0
19,55 terbufés + 288,9 102,9 5,0 288,9 232,9 5,0
19,73 etiona + 384,9 198,9 7,0 384,9 170,9 13,0
20,37 clorpirifos etilico  + 349,9 197,8 16,0 349,9 321,7 10,5
20,42 quinoxifeno + 308,0 196,9 29,0 308,0 271,9 245
20,52 propargito + 368,0 231,1 9,5 368,0 175,1 12,0
20,64 fempropatrina + 367,2 124,9 12,5 367,2 350,7 7,0
21,28 deltametrina + 523,0 280,8 15,0 523,0 505,9 9,0
21,84 piridaben + 365,0 309,0 11,5 365,0 147.,0 21,0
22,70 monesina + 693.,5 461,0 45,0 693.,5 675,5 28,5
22,90 piridato + 379,2 206,9 14,0 379,2 351,0 8,5
23,56 fempropimorfe + 304.,6 147,0 245 304.,6 129,9 20,5

*padrao de substituigdo, ** padrao interno
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Figura 5 - Cromatogramas de ions totais obtidos por LC-MS/MS a partir de

solugdo analitica (50 pg L™) preparada nos extratos “branco”, obtidos pelo

método QUEChERS modificado, em A) figado suino, B) carne suina, C) filé de

peixe, D) carne de frango
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Figura 6 — Cromatograma LC-MS/MS no modo MRM de alguns compostos em

solugao analitica preparada no solvente (acetonitrila) na concentragao 50 ug L’

1

4.3 Método otimizado de extragao QUEChERS modificado

4.3.1 Avaliagao dos ensaios de extragao

Para avaliar os quatro procedimentos de extracido realizados neste estudo,

utilizaram-se amostras “branco” de carne e figado suino, carne de frango e filé de

peixe fortificadas na concentracdo de 50,0 ug kg™'. Os resultados destes ensaios de
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extragdo descritos no item 3.8, estdo apresentados na Figura 7. A partir destes
testes preliminares, avaliaram-se quais dos métodos de extragcdo apresentaram os

melhores valores de recuperacgdes para os compostos em estudo.

100
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 -

% Compostos

M Filé de peixe M Carne de frango M Figado suino M Carne suina

Figura 7 - Percentual de compostos que apresentaram recuperagées médias
entre 70 e 120% e RSD < 20% obtidos para os quatro ensaios (E1, E2, E3 e E4)
de extragao utilizando para limpeza do extrato A) MgSO4 e PSA e B) MgSO, e
Cis

A partir destes resultados preliminares, pode-se observar que os ensaios 3
(QUECHERS citrato) e 4 (QUEChERS modificado) empregando limpeza do extrato
com MgSO4 e PSA (limpeza A) mostraram resultados satisfatorios (recuperagéo
entre 70 e 120% e RSD < 20%) para maioria dos compostos avaliados neste estudo.
Entretanto optou-se pela validagdo do método de extragdo QUEChERS modificado
(ensaio 4) empregando a limpeza do extrato com MgSO4 e PSA (limpeza A) uma vez
que, este método diminui as etapas de pesagem de sais para promover a partigao
dos compostos entre as fases aquosa e organica, bem como, os custos. Desta
forma, foi possivel a extragdo de 92% dos compostos analisados em amostras de
carne suina, 90% em amostras carne de frango e filé de peixe, e 81% em amostras
de figado suino empregando o método QUEChERS modificado para extracdo dos

agrotoxicos e medicamentos veterinarios estudados.
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4.4 Método de extragcio 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
aplicacdo na determinacgéo de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios
em amostras de carne (carne e figado suino, carne de frango, e filé de peixe).

O procedimento de extragao otimizado esta descrito no item 3.8.4. O método
envolve uma etapa de extragcdo com acetonitrila, seguida de uma etapa de particdo
com os sais sulfato de magnésio e acetato de sédio. A etapa de limpeza por d-SPE
€ realizada com PSA e sulfato de magnésio.

Durante a etapa de validagdo do método QUEChERS modificado utilizado
neste estudo, amostras “branco” de carne e figado suino, carne de frango e filé de
peixe foram fortificadas em trés niveis (20; 50 e 100 pg kg™'). A Figura 8 apresenta

todas as etapas do método de extragao otimizado (QUEChERS modificado) .

4.5 Validagao do Método QUEChERS modificado

Todas as solugdes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas em
solvente (acetonitrila) e nos extratos das matrizes (carne e figado suino, carne de
frango e filé de peixe) obtidos a partir da extragcdo de amostras “branco” empregando
o método QUEChERS modificado. Desta forma, foi possivel avaliar o efeito da
presenca do extrato da matriz na determinacdo dos valores de LOD e LOQ do
meétodo, CCa e CCp, e na linearidade das curvas analiticas (faixa linear, equagéo da
reta e coeficiente de determinac&o), uma vez que o efeito matriz pode influenciar nos
resultados, dependendo dos compostos e da técnica cromatografica empregada.
Sendo assim, foi realizada a validagdo do método QUEChERS modificado para a
analise dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios, conforme as etapas descritas

a segquir.
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EXTRAGAO

Fortificagao
20,50 e 100 (ug kg™)

Amostras Branco

PARTIG A O

10 mL acetonitrila
(1% HAc)"

)

+
300 mg MgSO 4,
+
\ 50 mg PSA

=
4 g MQSO4
+
1,7g NaAc™
\_ J
( 2 mL sobrenadante )

N\

Analise
LC-MS/MS

"

*HAc: acido acético **NaAc: acetato de sodio

Agitagcdo manual por 1 min

Agitacdo manual por 1 min
centrifugagéo (3500 rpm —8 min)

Agitacdo manual por 1 min
centrifugagéo (3500 rpm —8 min)

Figura 8 - Representagdao do método QUEChERS modificado utilizado para extragao

dos agrotéoxicos e medicamentos veterinarios nas amostras de carne e figado suino,

carne de frango e filé de peixe

4.5 .1 Seletividade

A seletividade do método foi assegurada pela auséncia de interferentes com

mesmos ions de quantificacdo e identificagdo no tempo de retencdo dos analitos

estudados em amostras “branco” de cada uma das matrizes avaliadas neste

trabalho, conforme pode ser visualizado na Figura 9. Em nenhuma das matrizes

verificou-se a presenca de residuos de agrotdéxicos e medicamentos veterinarios

acima do LOD do método. Desta forma, as amostras avaliadas foram utilizadas para

a confecgao das curvas analiticas e ensaios de fortificag&o.
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Figura 9 - Cromatogramas de ion total obtido por LC-MS/MS a partir da analise
de amostras “branco” contendo 50 pg L™ de padrao interno (TPP) em A) carne

suina, B) figado suino, C) carne de frango e D) filé de peixe

4.5.2 Curva analitica e linearidade

A Tabela 5 apresenta os valores de coeficiente de determinagcao (r2) para as
equagdes das curvas analiticas em solvente (acetonitrila) e nos extratos das
matrizes de carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe para os agrotoxicos

e medicamentos veterinarios estudados.
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Tabela 5 - Coeficientes de determinagao (r’) das curvas analiticas, obtidos para
os agrotéxicos e medicamentos veterinarios analisados por LC-MS/MS, a partir
das solugoes de 5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 ug L?

Coeficiente de determinacao (r?)

Compostos Matriz

Carne Figado Carne de Filé de

Solvente suina suino frango peixe

3-OH Carbofuran 0,9982 0,9926 0,9962 0,9998 0,9990
ametrina 0,9983 1,0000 1,0000 0,9999 1,0000
atrazina 0,9966 0,9999 0,9997 0,9983 0,9971
azinfés metilico 0,9992 0,9999 0,9998 1,0000 0,9963
azoxistrobina 0,9996 0,9952 0,9995 0,9996 0,9986
bentazona 0,9916 0,9996 0,9923 0,9994 0,9980
bitertanol 0,9988 0,9976 1,0000 0,9992 0,9999
boscalida 0,9996 0,9986 0,9987 0,9998 0,9986
bromoconazole 0,9986 1,0000 0,9939 0,9993 0,9972
buprofezina 0,9965 0,9995 0,9911 0,9970 0,9933
carbaril 0,9967 0,9999 1,0000 0,9993 0,9981
carbendazina 0,9988 0,9934 0,9966 0,9982 0,9999
carbofurano 0,9995 0,9993 1,0000 0,9989 0,9999
carboxim 0,9986 0,9995 0,9992 1,0000 0,9996
cianizina 0,9996 0,9984 0,9990 0,9993 0,9988
clembuterol 0,9990 0,9986 1,0000 0,9998 1,0000
clomazone 0,9982 0,9993 0,9997 0,9994 0,9996
cloranfenicol 0,9955 0,9981 0,9999 0,9990 0,9980
clorpirifés etilico 0,9989 0,9993 0,9982 1,0000 0,9998
deltametrina 0,9983 0,9992 0,9975 0,9941 0,9969
diazinona 0,9977 0,9903 0,9939 0,9982 0,9994
difenoconazole 0,9998 0,9929 0,9999 0,9994 0,9961
dimetoato 0,9952 0,9990 1,0000 0,9995 0,9999
epoxiconazole 0,9997 0,9989 0,9998 0,9998 0,9997
eritromicina A, B, C 0,9970 0,9990 0,9992 0,9953 0,9980
etiona 0,9991 0,9994 0,9938 0,9998 0,9971
etopabato 0,9999 0,9977 0,9957 1,0000 1,0000
fempropatrina 0,9975 0,9999 0,9975 0,9905 0,9995
fempropimorfe 0,9995 0,9986 0,9968 0,9999 0,9999
fenarimol 0,9982 0,9937 0,9962 0,9997 0,9982
fentiona 0,9973 0,9994 0,9998 0,9990 0,9900

fipronil 0,9988 0,9925 0,9989 0,9994 0,9989
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Coeficiente de determinacao (r?)

Compostos Matriz

Carne Figado Carne de Filé de

Solvente suina suino frango peixe

fluquiconazole 0,9983 0,9918 0,9943 0,9955 0,9947
flutalonil 0,9996 0,9998 0,9974 0,9999 0,9975
furaltadona 0,9935 0,9998 0,9963 0,9932 0,9906
furazolidona 0,9941 0,9973 1,0000 1,0000 0,9995
imidacloprido 0,9929 0,9999 0,9993 0,9977 0,9970
iprovalicarbe 0,9997 0,9998 0,9992 0,9996 0,9999
linurom 0,9974 0,9997 1,0000 1,0000 0,9983
linurom-d6 0,9992 0,9975 0,9971 0,9990 0,9979
malationa 0,9992 0,9985 0,9997 1,0000 0,9997
mecarbam 0,9999 0,9996 0,9966 0,9995 0,9988
mepronil 0,9977 0,9992 0,9959 0,9998 0,9993
metaconazole 0,9980 1,0000 0,9999 0,9994 0,9972
metalaxil 0,9990 0,9999 1,0000 0,9986 0,9989
metiocarbe sulfona 0,9987 0,9988 0,9987 0,9991 0,9986
metiocarbe sulfoxido 0,9933 0,9985 0,9988 0,9996 0,9972
metsulfurom metilico 1,0000 0,9966 0,9959 1,0000 0,9997
mevinfos 0,9958 0,9955 0,9986 0,9945 0,9993
miclobutanil 0,9985 0,9979 0,9980 1,0000 0,9997
monesina 0,9989 0,9992 0,9998 1,0000 0,9996
monocrotofos 0,9940 0,9995 0,9986 0,9974 0,9954
monolinurom 0,9994 1,0000 0,9956 0,9926 0,9998
oxamil 0,9993 0,9962 0,9994 0,9969 0,9974
paraoxon 0,9990 0,9996 0,9982 0,9992 0,9951
pendimetalina 0,9955 0,9986 0,9999 0,9998 0,9974
piraclostrobina 1,0000 1,0000 0,9996 1,0000 0,9984
pirazofos 1,0000 1,0000 0,9933 0,9978 0,9943
piridaben 0,9934 0,9997 0,9984 0,9990 0,9982
piridafetiona 0,9993 0,9993 0,9989 0,9999 0,9984
piridato 0,9999 0,9998 0,9989 0,9995 1,0000
pirimetanil 0,9976 0,9995 0,9939 0,9985 0,9966
pirimicarbe 0,9995 0,9997 0,9984 1,0000 0,9982
pirimifés metilico 0,9996 1,0000 0,9996 1,0000 0,9993
procloraz 1,0000 0,9922 0,9939 0,9987 0,9986
profenofos 0,9999 0,9997 0,9994 0,9992 1,0000
propargito 0,9998 0,9997 0,9986 0,9983 0,9958
propiconazole 0,9995 0,9994 0,9994 0,9953 0,9998
propizamida 0,9954 1,0000 0,9995 0,9973 0,9994




98

Coeficiente de determinacao (r?)

Compostos Matriz
Carne Figado Carne de Filé de
Solvente suina suino frango peixe

propoxur 0,9989 0,9998 0,9996 1,0000 0,9943
quinoxifeno 1,0000 0,9918 0,9999 0,9999 1,0000
salbutamol 0,9954 0,9921 0,9945 0,9992 0,9996
salinomicina 0,9993 1,0000 0,9993 1,0000 0,9985
simazina 0,9992 0,9981 0,9918 0,9993 1,0000
sulfadimetoxina 0,9931 1,0000 0,9990 0,9998 0,9990
sulfametazina 0,9948 0,9996 0,9976 1,0000 0,9963
sulfametoxazole 0,9973 1,0000 0,9984 1,0000 0,9998
sulfaquinoxalina 0,9952 0,9999 0,9970 0,9986 0,9996
sulfatiazol 0,9958 0,9986 0,9962 0,9995 0,9998
tebuconazole 0,9969 0,9994 0,9961 1,0000 0,9991
terbufos 0,9994 0,9963 0,9988 0,9926 0,9993
terbutilazina 0,9993 0,9996 0,9984 0,9998 0,9950
tetraconazole 0,9991 0,9988 0,9986 0,9999 0,9999
tiacloprido 0,9943 0,9998 0,9995 0,9997 0,9999
tiametoxam 0,9966 0,9996 0,9960 0,9998 0,9990
triadimefom 0,9974 0,9941 0,9995 0,9995 0,9995
triadimenol 0,9995 0,9999 0,9999 0,9952 0,9985
triazofos 0,9969 0,9954 0,9998 0,9981 1,0000
triclorfom 0,9943 0,9943 0,9994 0,9996 0,9988
trifloxistrobina 0,9915 0,9992 0,9902 0,9914 0,9954
triflumizole 1,0000 0,9999 0,9974 0,9905 0,9997
trimetropina 0,9964 0,9994 0,9996 1,0000 0,9997
vamidationa 0,9945 0,9986 1,0000 0,9995 0,9999

*Faixa linear: 5,0 — 200,0 ug L™ (para todos os compostos avaliados)

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o modelo linear é
bastante adequado ja que todos os agrotoxicos e medicamentos veterinarios
apresentaram coeficientes de determinacao (r2) maiores que 0,99 tanto para as
curvas analiticas preparadas em solvente (acetonitrila) quanto para as curvas
preparadas nos extratos das matrizes avaliadas (carne e figado suino, carne de
frango e filé de peixe). Desta forma, este pardmetro estda de acordo com as
orientagdes da ANVISA e do INMETRO. Todos os compostos analisados

apresentaram faixa linear entre 5,0 e 200,0 ug L,



99

4.5.3 Determinagdo dos valores de limite de decisdo (CCa) e capacidade de
detecgéo (CCp)

O limite de decisao (CCa) e capacidade de deteccéo (CCR) foram calculados,
conforme descrito no item 3.9.4, utilizando os LMRs ou LMPR estabelecidos no
MAPA de acordo com o PNCRC (MAPA, 2010). Neste estudo, foi empregado o
procedimento da curva de calibragéo, decrito por VERDON et al. (2006) para obter-
se os valores de CCa e CCp para todos os medicamentos veterinarios determinados
nas diferentes matrizes avaliadas. Os valores obtidos em ug kg™ estdo listados na
Tabela 6, onde podemos observar que para carne suina os medicamentos
veterinarios mostraram valores de CCa entre 1,1 (cloranfenicol) e 14,8 (salinomicina)
e valores de CCp entre 1,9 (cloranfenicol) e 16,9 (salinomicina). Para figado suino
os valores de CCa ficaram na faixa de 2,3 (etopabato) a 102,9 (sulfadimetoxina) e os
valores de CCf de 2,6 (etopabato) a 105,9 (sulfadimetoxina). Para carne de frango
os valores de CCa ficaram entre 2,7 (cloranfenicol) e 100,8 (trimetropina) os valores
de CCp entre 6,7 (cloranfenicol) e 101,6 (trimetropina). Para filé de peixe os valores
de CCa ficaram na faixa de 2,4 (furaltadona) a 101,5 (sulfadimetoxina) e os valores
de CCB, em ug kg'de 3,8 (furaltadona) a 103,1 (sufadimetoxina).
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Tabela 6- Limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgdo (CCB), em pg kg™,

para os medicamentos veterinarios avaliados

Limite de decis&o (CCa) e capacidade de detecgdo (CCB) ug kg™

Medicamento

n° Veterinario Cane suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe
CCa CCB CCa CCB CCa CCB CCa CCB
1 clembuterol 10,9 125 A7 53 16,4 18,6 6,7 7,6
2 cloranfenicol 11 1,9 218 248 27 50 33 63
3 eritromicinaA,B,C 12,8 14,6 10,7 12,1 20,7 23,5 6,0 6,8
4  etopabato 70 8,0 2,3 2,6 16,2 18,4 5,4 6,1
5 furaltadona 46 83  nq. n.qg. 3,9 6,7 Y 3,8
6 furazolidona 31 53 n.g. n.q. 4.1 7.2 3.4 59
7  monesina 89 10,2 8,7 9,9 28,0 30,9 9,1 10,3
8 salbutamol 11,3 12,8 n.g. n.g. 16,8 19,1 5,2 5,9
9 salinomicina 14,8 16,9 12,3 14,0 27,6 30,3 5,1 5,8
10 sulfadimetoxina 79 90 102,9 105,9 16,2 18,4 101,5 103,1
11 sulfametazina 94 10,7 101,5 1029 8,5 9,7 100,8 1015
12 sulfametoxazole 9.3 10,6 1021 104,2 11,1 12,7 7,5 8,6
13  sulfaquinoxalina 10,1 114 101,7 103,5 12,8 14,5 10,7 12,2
14  sulfatiazol 10,2 11,6 101,1 102,2 13,2 15,1 100,9 101,8
15 trimetropina 65 74 6,1 7.0 100,8 101,6 5,3 6,1

n.q.= ndo quantificado com confianga nos niveis de fortificacéo avaliados

Calculos efetuados utilizando o LMPR

Para as substancias que possuem Limite Minimo de Performance Requerida
(LMPR) estabelecido, o CCa e o CCB correspondem ao LOD e LOQ,

respectivamente. Para as substancias com LMR estabelecido ndo existe relacéo

entre CCa e CCB e os LOD e LOQ, mas fazem referéncia ao valor de LMR e séo

importantes para inspecdo de produtos de origem animal quanto a presenca de
residuos de medicamentos veterinarios (PASCHOAL et al., 2008).

4.5.4 Determinagéo dos valores de LOD e LOQ, do instrumento e do método

Os valores de limite de deteccao e de quantificacao foram obtidos através da

relagdo sinal/ruido conforme descrito no item 3.9.3. Devido ao grande numero de

compostos avaliados neste estudo, adotou-se como LOD e LOQ do instrumento e do
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método os maiores valores obtidos da relagdo sinal/ruido para os agrotoxicos e
medicamentos veterinarios estudados.

Os valores de LOD e LOQ do instrumento foram de 1,5 e 50 pug L7,
respectivamente, para todos os agrotoxicos e medicamentos veterinarios estudados.
As solugdes analiticas utilizadas para este fim foram preparadas nos extratos das
matrizes avaliadas.

O LOD,, e o LOQy foram avaliados conforme descrito no item 3.9.3. O
método desenvolvido apresenta fator de diluicdo de 2 vezes, sendo assim, todos os
compostos apresentaram valores de LOD,, e LOQy, de 3,0 e 10,0 ug kg'1, para todas
as matrizes avaliadas. Estes valores de limites de deteccdo e quantificacdo sao
considerados satisfatorios, considerando a complexidade da matriz analisada e os
valores de limites maximos de residuos (LMR) permitidos os quais, sao
estabelecidos pelo Codex Alimentarius, MAPA, Unido Européia (MAPA, 2010e;
CODEX ALIMENTARIUS, 2012a; CODEX ALIMENTARIUS 2012b; EUROPEAN
UNION, 2012).

4.5.5 Ensaio de fortificagao para avaliagao da exatiddo do método

As Tabelas 7, 8, 9 e 10 apresentam os resultados das recuperag¢des médias
(n=6) percentuais e o RSD% para os 79 agrotoxicos e 15 medicamentos veterinarios
que foram fortificados em carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe, nos
niveis de 20, 50 e 100 pg kg, e extraidos pelo método QUEChERS modificado.

Os valores de recuperacéao foram calculados utilizando-se as curvas analiticas
preparadas nos extratos das matrizes avaliadas, de acordo com o método de
extragdo utilizado. Neste trabalho, seguiu-se a recomendagdo de validagdo de
métodos cromatograficos, na qual os valores de recuperagcao devem estar entre 70 e
120% (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2010).
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Tabela 7 - Percentuais de recuperagcao e RSD para a repetitividade do método de

extragao de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em carne suina

Niveis de Fortificacdo (ug kg™
Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
3-OH Carbofuran 103,6 10,5 104,5 3,0 98,5 6,3

ametrina 99,5 3,9 99,8 42 101,8 6,6
atrazina 106,4 5,2 114,0 2,9 109,9 3,4
azinfés metilico 106,5 9,0 105,5 9,7 102,8 4.8
azoxistrobina 101,5 5,8 107,5 2,9 109,2 54
bentazona 53,6 11,2 56,4 8,5 69,2 8,5
bitertanol 103,8 9,9 102,9 1,1 95,8 4.7
boscalida 105,7 6,6 108,2 2,9 103,0 5,4
bromoconazole 107,4 7,7 110,7 7,8 103,0 6,1

buprofezina 117,6 6,1 101,2 5,1 100,7 4.8
carbaril 97,6 7,8 109,0 4.3 112,0 7,0
carbendazina 92,1 8,4 90,6 8,6 83,6 3,9
carbofurano 101,3 5,9 100,7 3,7 100,0 4.3
carboxim 100,5 8,9 107,4 3,7 110,8 54
cianizina 105,8 8,2 108,8 6,5 100,6 7,0
clembuterol 93,1 8,4 954 49 91,3 5,2
clomazone 101,1 7,3 103,2 6,8 99,5 3,4
cloranfenicol 105,2 4.9 101,3 7,3 97,8 8,4
clorpirifos etilico 93,7 7,1 102,7 4,8 97,3 2,8
deltametrina 110,9 8,8 106,3 6,4 115,9 9,8
diazinona 100,6 54 106,3 4.6 106,0 3,9
difenoconazole 102,3 9,1 100,2 6,1 95,3 3,7
dimetoato 89,3 5,1 91,0 6,1 90,4 5,3
epoxiconazole 100,2 6,5 103,2 4,3 103,9 4,5
eritromicina A, B, C 119,5 7.7 109,6 10,0 110,3 13,0
etiona 98,5 3,4 104,0 2,6 98,4 5,0
etopabato 92,6 10,7 107,0 3,9 99,6 7,2
fempropatrina 92,7 8,3 98,9 4.6 101,8 4.5
fempropimorfe 85,9 6,1 90,0 6,8 88,3 6,9
fenarimol 114,3 9,4 107,8 41 98,7 8,9
fentiona 75,5 5,2 100,7 11,5 87,6 9,7
fipronil 106,2 6,1 112,7 3,7 101,9 4,5
fluquiconazole 112,3 6,3 104,7 10,5 104,3 8,8

flutalonil 100,9 3,3 108,9 3,3 104,5 3,5




Compostos

Niveis de Fortificacdo (ug kg™

20

50

100

rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

furaltadona 67,5 9,9 86,0 10,8 86,7 7.7
furazolidona 97 1 5,5 101,5 4.8 98,2 41
imidacloprido 103,5 10,0 119,5 3,5 108,9 57
iprovalicarbe 106,1 8,4 101,6 6,3 102,7 2,9
linurom 110,4 9,0 111,0 5,7 109,4 4.1
linurom-d6 104,9 8,1 103,7 7,3 99,9 8,1
malationa 97,2 7.8 104,6 4.8 99,0 4.4
mecarbam 104,2 5,3 102,7 3,5 101,2 43
mepronil 100,7 6,1 108,1 5,0 106,1 5,0
metaconazole 107 1 9,2 101,3 4.7 98,8 5,6
metalaxil 102,9 3,9 105,8 5,7 103,9 4.5
metiocarbe sulfona 104,5 7.7 108,9 9,1 100,8 3,3
metiocarbe sulfoxido 100,8 6,0 102,5 4.9 100,1 4.5
metsulfurom metilico 64,4 6,1 69,2 7,3 65,5 8,4
mevinfos 1449 5,2 120,1 10,3 100,3 5,7
miclobutanil 103,2 8,1 110,1 10,9 102,0 4.3
monesina 108,6 6,2 93,1 5,8 91,7 7.5
monocrotofos 88,1 9,2 79,5 11,4 72,5 7,6
monolinurom 112,3 8,3 117,7 11,4 94,7 9,8
oxamil 97,5 6,3 84,4 7,7 82,3 5,9
paraoxon 119,7 6,8 121,6 7.1 120,0 7,3
pendimetalina 106,3 5,6 113,3 2,0 109,5 3,2
piraclostrobina 99,6 4,9 102,0 3,6 99,1 4.6
pirazofos 106,5 6,5 106,0 4,0 99,6 5,8
piridaben 94,3 49 97,6 3,2 102,7 43
piridafetiona 101,1 6,2 105,5 49 103,4 5,6
piridato 83,7 7,6 82,7 3,2 83,3 6,5
pirimetanil 82,8 9,6 83,9 9,1 85,2 6,1
pirimicarbe 111,1 6,4 116,7 4.7 118,3 6,3
pirimifés metilico 95,7 4.6 99,5 41 95,9 45
procloraz 101,3 5,4 101,0 45 97,7 43
profenofés 96,2 3,7 95,6 3,6 93,8 3,6
propargito 96,7 3,6 102,2 3,2 1041 4.1
propiconazole 101,2 7,5 100,0 5,8 101,0 4,2
propizamida 102,0 7.0 106,6 9,3 103,7 6,1
propoxur 108,9 5,3 106,5 5,9 106,7 5,5
quinoxifeno 90,6 4.1 94,2 4,3 89,1 5,1
salbutamol 27,0 5,3 42 .4 13,2 33,4 9,7
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Niveis de Fortificacdo (ug kg™

Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
salinomicina 100,6 9,9 85,1 5,9 73,7 11,4
simazina 61,1 2,9 91,4 49 46,6 18,7
sulfadimetoxina 105,8 9,8 108,6 5,9 102,2 3,8
sulfametazina 90,6 8,1 111,0 3,1 103,7 4.0
sulfametoxazole 115,3 8,9 1141 4,2 102,9 5,2
sulfaquinoxalina 117,4 6,5 107,8 5,9 80,2 17,8
sulfatiazol 74,9 6,7 83,6 6,3 81,7 5,2
tebuconazole 105,6 9,5 101,3 7.4 96,6 7,2
terbufés 96,2 7,3 98,9 7,4 96,7 4,3
terbutilazina 99,4 3,6 108,8 4,5 104,3 54
tetraconazole 101,8 10,3 108,8 4.8 99,6 3,1
tiacloprido 95,5 1.1 101,4 3,1 100,0 4.0
tiametoxam 105,7 5,8 112,6 5,3 103,3 4,3
triadimefom 113,7 7,6 109,7 7,2 105,8 6,4
triadimenol 96,6 5,9 100,0 6,9 94,6 5,4
triazofés 100,5 7,0 110,9 4,1 109,4 3,8
triclorfom 88,2 11,4 102,3 6,9 95,2 7,2
trifloxistrobina 103,0 4,9 109,8 3,6 107,2 5,7
triflumizole 100,0 6,0 106,7 3,7 104,7 3,9
trimetropina 85,3 8,7 81,7 3,1 83,9 7,0
vamidationa 97 .1 6,9 101,7 2,3 99,4 4.6

* n= 6 (6 extragbes x 1 injegdo de cada extrato)

A Tabela 7 mostra que 94% dos compostos avaliados nas amostras de carne
suina apresentaram percentuais de recuperacéo entre 70 e 120%. Os resultados da
precisdo do meétodo foram satisfatérios, uma vez que, 100% dos compostos

avaliados apresentaram RSD < 20%.
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Tabela 8 - Percentuais de recuperacao e RSD para a repetitividade do método de

extracao de agrotéxicos medicamentos veterinarios em figado suino

Niveis de Fortificacdo (ug kg™

Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
3-OH Carbofuran 60,4 5,4 77,2 16,9 79,7 10,6
ametrina 87,9 7.5 102,9 47 89,7 3,8
atrazina 81,5 9,2 97,5 6,5 89,8 5,5
azinfés metilico 96,4 14,7 93,9 5,2 88,5 4,9
azoxistrobina 97,0 6,2 102,3 2,0 95,9 6,0
bentazona 45,3 8,9 56,4 11,5 52,8 9,3
bitertanol 92,6 7.5 98,5 47 94,6 49
boscalida 100,3 4,5 100,1 4,3 96,0 7,5
bromoconazole 91,2 7,9 91,0 5,1 93,4 6,1
buprofezina 102,6 7,0 89,4 4,9 100,0 4,2
carbaril 12,5 17,1 26,9 141 291 11,3
carbendazina 85,5 5,0 91,5 3,8 82,5 5,2
carbofurano 9,2 12,5 14,5 15,3 14,7 5,6
carboxim 67,5 10,2 87,2 6,8 83,8 7,0
cianizina 90,1 14,0 101,0 5,7 91,6 8,1
clembuterol 70,2 8,8 79,3 3,8 76,6 41
clomazone 90,8 9,8 91,4 5,0 95,8 42
cloranfenicol 51,8 18,2 88,4 94 68,5 4.4
clorpirifos etilico 91,1 6,6 93,5 7,9 92,7 6,3
deltametrina 95,3 7,3 99,9 9,3 95,0 7.4
diazinona 89,4 3,6 95,9 42 93,8 2,5
difenoconazole 89,8 4.8 91,7 2,3 90,6 45
dimetoato 82,9 8,3 93,4 2,8 90,9 5,2
epoxiconazole 90,3 7,1 99,7 2,7 94,5 3,0
eritromicina A, B, C 94,0 10,4 85,2 10,9 84,3 11,6
etiona 84,9 5,4 90,1 3,4 93,2 6,3
etopabato 55,5 9,9 63,8 5,8 73,1 10,5
fempropatrina 88,1 4,2 92,5 7,0 93,3 7,7
fempropimorfe 76,2 6,7 83,0 10,4 78,4 10,1
fenarimol 84,9 13,1 87,3 7.4 94,9 9,1
fentiona 79,4 7.9 100,2 4.8 92,5 7.9
fipronil 99,9 8,1 103,6 2,6 98,1 3,9
fluquiconazole 73,1 11,3 93,5 9,8 93,5 7,6

flutalonil 89,4 3,6 96,6 2,9 92,6 5,3




Compostos

Niveis de Fortificacdo (ug kg™

20

50

100

rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

furaltadona n.q. n.g. n.g. n.q. n.q. n.q.
furazolidona n.g. n.qg. n.g. n.qg. n.g. n.q.
imidacloprido n.q. n.g. 88,0 8,8 74,0 15,1
iprovalicarbe 81,2 6,1 97,9 4.4 97,7 4.6
linurom 104,9 16,8 105,3 6,5 102,9 10,0
linurom-d6 87,1 8,7 97,0 2,6 88,3 4.4
malationa n.g. n.q. n.g. n.q. n.g. n.qg.
mecarbam n.g. n.q. n.g. n.q. n.g. n.qg.
mepronil 95,1 5,9 97,3 2,8 95,1 4,9
metaconazole 89,2 13,4 89,9 9,0 94,2 3,9
metalaxil 89,5 57 97,9 5,2 91,3 7.4
metiocarbe sulfona 38,3 16,9 60,1 16,1 58,8 3,1
metiocarbe sulféxido 31,8 11,5 53,6 13,2 59,3 8,5
metsulfurom metilico 65,2 7,0 59,4 6,8 53,0 5,8
mevinfos 84,0 8,4 91,4 9,5 97,4 9,2
miclobutanil 72,9 6,6 104,2 4.9 102,1 9,8
monesina 80,8 7.1 93,3 7.8 85,8 5,0
monocrotofos 79,8 7,1 87,6 4.7 81,0 4.9
monolinurom 84,5 11,2 91,3 6,7 90,3 7,3
oxamil n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. n.g.
paraoxon n.g. n.q. n.g. n.qg. n.g. n.qg.
pendimetalina 85,6 9,4 100,5 6,4 91,6 57
piraclostrobina 86,4 7,6 95,2 3,6 90,5 51
pirazofos 82,3 9,1 89,8 4,1 91,9 5,7
piridaben 86,3 5,0 94,7 6,5 96,7 6,0
piridafetiona 95,2 5,1 95,9 45 94,6 5,5
piridato 26,2 12,5 29,9 15,2 22,7 13,1
pirimetanil 94,8 6,9 100,6 8,5 85,0 9,0
pirimicarbe 10,9 13,7 30,8 1,9 30,2 14,7
pirimifés metilico 87,4 4.6 91,3 45 93,0 5,5
procloraz 89,7 7.7 93,9 1,2 92,0 4.8
profenofés 28,6 8,2 35,7 6,9 36,5 6,0
propargito 88,2 5,2 91,7 54 92,5 4.4
propiconazole 95,5 7,9 96,0 7,1 91,6 6,8
propizamida 98,8 5,2 95,0 49 92,3 8,9
propoxur 9,7 19,6 19,9 9,1 21,0 11,5
quinoxifeno 90,3 3,6 90,2 7,3 91,3 4.1
salbutamol n.g. n.g. 24,2 13,4 27,2 6,7
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Niveis de Fortificacdo (ug kg™

Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
salinomicina 80,5 9,0 81,5 10,7 74,0 8,5
simazina 77,5 9,9 99,4 13,4 100,6 11,2
sulfadimetoxina 88,4 7.5 95,3 4.8 89,0 6,0
sulfametazina 94,2 11,3 94,9 3,8 89,7 7,7
sulfametoxazole 92,5 11,0 92,4 5,2 93,5 5,4
sulfaquinoxalina 104,7 19,6 94 1 10,5 77,7 14,2
sulfatiazol 78,1 13,0 74,8 5,8 69,7 4,3
tebuconazole 91,2 11,5 90,0 7.6 93,3 4.6
terbufés 103,3 5,8 92,3 6,1 88,5 8,3
terbutilazina 82,1 10,1 95,6 3,6 88,1 5,1
tetraconazole 104,1 12,5 101,3 6,0 88,1 11,0
tiacloprido 87,1 6,6 94,7 3,5 89,7 3,6
tiametoxam 96,9 4.7 100,0 6,2 94,5 5,0
triadimefom 110,9 11,2 103,5 6,0 92,7 5,8
triadimenol 84,2 13,5 100,1 4.8 86,0 5,8
triazofés 92,3 4,2 98,6 2,4 97,3 3,2
triclorfom 85,1 10,7 99,8 9,8 103,2 11,5
trifloxistrobina 90,3 6,2 96,4 2,2 93,4 4,9
triflumizole 88,3 7,1 90,9 4,0 89,5 5,5
trimetropina 71,1 8,7 72,5 3,6 71,4 8,2
vamidationa 82,8 5,9 89,0 3,1 88,8 6,3

* n= 6 (6 extragbes x 1 injegdo de cada extrato)
n.q.= ndo quantificado com confianga nos niveis de fortificagdo avaliados

A Tabela 8 mostra que 80% dos compostos avaliados nas amostras de figado
suino apresentaram percentuais de recuperacao entre 70 e 120%. Valores de
precisao para o método foram satisfatérios (RSD < 20%) para 100% dos compostos
quantificados. Os agrotéxicos bentazona, carbaril, carbofurano, imidacloprido,
malationa, mecarbam, metiocarbe sulfoxido, metiocarbe sulfona, metsulfurom-metil,
oxamil, paraoxom, piridato, pirimicarbe, profenofés e propoxur e os medicamentos
veterinarios furaltadona, furazolidona e salbutamol ndo apresentaram percentuais de
recuperacao e RSD satisfatorios e portanto, ndo foram quantificados.

O pka dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios que nao foram
quantificados nas amostras de figado suino variam entre 2,61 (malationa) e 12,39
(oxamil), desta forma n&o é possivel concluir que o pH (6,1) da extragdo é um fator

limitante. Uma possivel explicacdo para os baixos valores de recuperagao obtidos
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para esta matriz € a quantidade de vitamina A (cerca de 7,4%) presente no figado
suino, a qual € uma vitamina lipofilica (Figura 10), podendo desta forma, influenciar
na etapa de extragéo (ligando-se a compostos organicos apolares) ou na etapa de
determinacao (competindo com os ions gerados pelos compostos avaliados no
processo de ionizagado). O efeito matriz pronunciado nas amostras de figado suino
pode ser observado na Tabela 12. Sendo assim, pode-se concluir que ha uma
grande dificuldade de analisar esta matriz, uma vez que, este efeito pode prejudicar
a extracdo e/ou a quantificagcdo dos agrotoxicos e medicamentos veterinarios

avaliados neste estudo.

CHy
Chy CHy CH, CHy
CHy
HO

Chy
Figura 10 - Estrutura quimica da vitamina A



109

Tabela 9 - Percentuais de recuperacao e RSD para a repetitividade do método de

extracao de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em carne de frango

Niveis de Fortificacdo (ug kg™

Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
3-OH Carbofuran 88,7 7,7 92,1 11,8 92,1 4,6
ametrina 93,9 43 85,5 11,0 90,2 41
atrazina 93,6 7.8 87,7 7,3 93,1 7.0
azinfés metilico 99,3 10,3 87,4 6,2 87,6 6,4
azoxistrobina 89,4 7,4 90,8 9,2 99,8 6,9
bentazona 63,9 13,7 39,7 5,1 60,2 11,2
bitertanol 83,6 13,9 94,6 9,8 96,9 16,5
boscalida 87,5 12,1 85,4 7,0 91,4 4,3
bromoconazole 85,7 14,0 87,5 12,3 89,6 6,0
buprofezina 113,5 10,3 90,3 9,4 90,6 5,8
carbaril 105,3 11,8 92,1 6,3 91,2 10,8
carbendazina 86,2 7.8 76,1 10,6 79,8 9,8
carbofurano 94 .4 5,9 84,9 6,7 90,0 6,8
carboxim 100,2 13,5 91,0 8,4 89,2 8,7
cianizina 108,3 8,1 85,6 10,7 88,8 10,9
clembuterol 81,1 9,1 75,7 10,3 82,0 3,1
clomazone 91,6 2,7 84,7 11,0 88,7 6,0
cloranfenicol 112,7 10,2 86,6 9,5 103,5 9,3
clorpirifos etilico 84,5 7,0 80,2 94 81,2 6,4
deltametrina 89,3 8,7 78,8 5,6 77,7 11,4
diazinona 92,2 8,1 88,3 10,8 94,0 2,5
difenoconazole 89,7 8,1 88,2 12,3 86,8 2,3
dimetoato 86,8 6,2 82,7 10,6 90,2 6,3
epoxiconazole 1011 8,7 86,9 11,7 90,9 7,0
eritromicina A, B, C 97,4 10,7 86,9 12,4 83,1 6,9
etiona 85,8 10,9 82,8 11,0 95,0 6,7
etopabato 97,6 7.0 82,5 8,6 87,6 5,8
fempropatrina 83,2 11,7 75,0 9,8 83,5 6,9
fempropimorfe 91,9 7,1 80,4 10,2 86,0 4.8
fenarimol 87,0 11,4 84,5 6,5 90,9 11,7
fentiona 93,9 13,8 100,5 3,1 87,3 6,9
fipronil 93,7 9,5 94,8 6,9 99,3 6,3
fluquiconazole 94,5 11,5 90,5 5,8 92,0 9,6

flutalonil 94,3 7,0 86,4 8,0 95,5 4,6




Compostos

Niveis de Fortificacdo (ug kg™

20

rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

furaltadona 86,3 10,8 75,3 8,0 90,4 57
furazolidona 100,6 5,8 89,7 6,7 89,3 43
imidacloprido 91,9 41 89,0 11,9 91,6 4.8
iprovalicarbe 98,1 6,4 91,8 9,5 88,8 4,6
linurom 98,5 9,0 91,5 9,5 95,6 8,0
linurom-d6 102,0 6,1 87,5 7,6 91,4 6,6
malationa 95,9 6,1 83,6 6,7 95,4 6,1
mecarbam 89,0 6,5 87,7 9,8 92,7 5,8
mepronil 92,0 7,9 88,9 9,0 91,2 4,5
metaconazole 96,4 10,4 91,6 10,1 90,2 6,4
metalaxil 92,9 8,3 88,2 7,5 93,8 7,9
metiocarbe sulfona 94,3 8,8 88,7 10,2 90,6 5,8
metiocarbe sulfoxido 90,3 5,0 83,1 9,9 88,6 5,2
metsulfurom metilico 54,5 6,1 58,5 12,7 60,0 3,8
mevinfos 72,5 12,2 93,0 94 92,3 10,2
miclobutanil 91,3 10,3 87,4 9,3 87,8 7.5
monesina 87,9 10,8 72,8 10,8 91,8 7.5
monocrotofos 92,7 11,1 73,6 13,8 81,4 7,9
monolinurom 115,4 8,3 93,5 7,7 98,6 6,2
oxamil 96,2 10,2 86,6 14,0 88,6 10,3
paraoxon 108,1 13,6 92,1 4.3 100,3 10,3
pendimetalina 95,4 7,2 88,6 7,3 92,8 6,8
piraclostrobina 91,7 7,5 86,2 7,2 94,3 4.8
pirazofés 93,3 9,7 92,2 7,4 93,7 7,4
piridaben 86,2 10,7 79,1 13,1 85,3 8,8
piridafetiona 91,9 6,8 87,9 8,2 92,4 7.8
piridato 81,9 18,2 83,5 5,0 96,3 4,3
pirimetanil 89,6 11,9 80,6 9,7 84,1 8,6
pirimicarbe 109,4 10,9 99,4 8,5 100,8 8,7
pirimifés metilico 94,0 11,8 84,2 9,4 91,6 5,5
procloraz 95,5 9,4 89,1 7.4 92,8 7.9
profenofés 87,4 10,3 81,1 8,1 91,2 6,3
propargito 86,6 11,2 83,8 8,2 91,5 7,6
propiconazole 88,9 13,6 88,3 8,4 93,6 8,3
propizamida 93,4 11,9 89,3 9,6 92,0 10,9
propoxur 99,0 8,4 83,8 7.7 89,8 8,6
quinoxifeno 86,5 10,2 78,1 10,5 89,7 5,1
salbutamol 245 7,9 47,2 8,0 39,5 9,1
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Niveis de Fortificacdo (ug kg™

Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
salinomicina 79,9 10,0 75,4 12,0 85,6 7,2
simazina 82,7 14,5 105,7 17,4 94,9 9,7
sulfadimetoxina 91,0 11,9 85,4 9,8 88,9 7,3
sulfametazina 88,9 10,3 84,3 10,0 86,5 6,5
sulfametoxazole 91,9 9,6 92,3 9,8 90,7 7,0
sulfaquinoxalina 73,8 11,3 54,3 9,9 72,2 3,7
sulfatiazol 73,2 13,2 77,5 7,3 70,5 8,7
tebuconazole 96,9 14,5 95,2 11,5 101,1 9,6
terbufos 94,1 14,7 84,7 11,3 90,2 9,5
terbutilazina 87,2 9,7 81,4 12,3 88,7 4,3
tetraconazole 96,6 7,3 92,1 7.1 96,8 6,9
tiacloprido 96,6 7,3 83,4 7.6 85,7 7.5
tiametoxam 96,9 10,5 85,6 10,5 90,0 6,8
triadimefom 102,6 8,2 92,2 9,7 90,7 9,0
triadimenol 89,5 10,6 86,3 10,7 88,3 6,2
triazofés 90,2 8,3 92,2 11,2 99,7 6,3
triclorfom 86,0 6,9 80,6 7,6 83,0 7,7
trifloxistrobina 90,9 11,6 89,0 9,0 96,3 4.8
triflumizole 84,1 8,4 85,7 9,7 94,5 6,9
trimetropina 71,1 10,3 74,3 14,5 71,9 10,9
vamidationa 88,1 5,9 83,0 11,8 87,4 2,8

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

A Tabela 9 apresenta os resultados das recuperagdes médias percentuais e o
RSD% para os 93 compostos que foram fortificados em amostras de carne de frango
nos niveis de 20, 50 e 100 pg kg'1. Cerca de 96% dos compostos apresentaram
percentuais de recuperacgao entre 70 e 120%. A precisdo do método foi considerada
satisfatéra, uma vez que, valores de RSD < 20% foram obtidos para 100% dos

compostos avaliados.
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Tabela 10 - Percentuais de recuperacao e RSD para a repetitividade do método de

extragao de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em filé de peixe

Niveis de Fortificacdo (ug kg™

Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
3-OH Carbofuran 96,8 6,1 93,3 6,6 92,6 3,6
ametrina 100,3 9,6 101,0 4,7 96,4 4,5
atrazina 91,8 7,4 103,9 6,2 97,8 5,2
azinfés metilico 98,8 6,5 99,0 12,0 93,5 4,6
azoxistrobina 94,9 8,4 96,8 4.4 100,8 3,1
bentazona 52,9 2,1 65,7 10,3 58,1 9,8
bitertanol 95,0 8,9 95,4 7,4 90,8 6,3
boscalida 95,4 4,8 100,8 4,1 92,7 3,9
bromoconazole 93,5 3,1 98,7 7,6 94,2 3,6
buprofezina 92,7 6,7 94,7 5,0 94,9 3,7
carbaril 103,4 7.4 101,4 7.0 94,2 2,9
carbendazina 82,1 5,2 80,9 4,3 76,4 7,6
carbofurano 101,9 8,7 97,6 6,7 91,1 4.5
carboxim 106,9 5,2 100,8 7,5 93,0 3,6
cianizina 91,2 8,0 98,4 6,2 94,8 6,7
clembuterol 98,3 7,3 93,6 6,1 90,9 4.8
clomazone 97,5 5,6 95,9 7,1 92,9 4.7
cloranfenicol 96,3 10,3 102,2 9,3 88,9 5,0
clorpirifos etilico 100,8 10,5 96,6 6,2 93,2 7.7
deltametrina 97,2 8,8 91,0 5,0 87,1 11,1
diazinona 90,9 6,9 96,1 4.8 94,7 5,2
difenoconazole 101,5 8,9 95,8 8,8 90,6 5,1
dimetoato 93,3 8,8 96,2 6,0 91,2 3,9
epoxiconazole 97,7 7.8 95,6 7.1 91,8 6,3
eritromicina A, B, C 93,4 10,0 95,6 8,1 81,0 9,2
etiona 88,5 6,8 96,8 6,5 93,9 5,0
etopabato 99,6 4,1 93,5 9,7 90,5 6,8
fempropatrina 104,7 7,7 94,2 6,0 92,4 5,6
fempropimorfe 82,6 6,0 90,7 5,7 90,9 5,7
fenarimol 91,2 49 91,4 6,7 94,3 5,5
fentiona 106,8 4,5 92,3 9,0 75,5 10,3
fipronil 97,0 9,1 109,2 6,3 95,7 4,7
fluquiconazole 91,2 1,7 105,8 6,9 91,6 8,8

flutalonil 95,9 7,7 98,9 4,2 94,2 6,0




Compostos

Niveis de Fortificacdo (ug kg™

20

50

100

rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

furaltadona 114,6 7.0 104,2 9,7 107,0 6,6
furazolidona 95,5 5,8 100,5 3,4 95,0 5,3
imidacloprido 125,8 8,0 108,5 41 101,2 3,0
iprovalicarbe 105,6 5,8 98,2 4.9 92,5 4.8
linurom 101,5 9,9 100,0 6,5 97,3 4,2
linurom-d6 103,8 7,8 104,3 4,5 98,8 7,8
malationa 97,2 6,4 96,7 2,1 92,0 2,6
mecarbam 90,4 9,1 97,3 6,6 94,6 45
mepronil 98,0 7,2 104,0 6,4 94,3 3,4
metaconazole 85,9 7,9 99,4 5,7 95,5 4,7
metalaxil 92,7 7.8 99,7 6,3 92,7 42
metiocarbe sulfona 91,5 9,5 98,4 8,8 95,9 6,4
metiocarbe sulféxido 96,0 6,9 96,1 5,2 94,7 55
metsulfurom metilico 59,9 15,9 66,2 8,9 61,3 3,9
mevinfos 104,6 7,7 103,1 8,6 98,8 3,4
miclobutanil 94,8 7,3 105,3 9,5 99,6 7.9
monesina 100,5 42 95,9 8,6 91,4 3,8
monocrotofos 81,1 9,7 78,5 10,0 73,1 4,9
monolinurom 105,5 8,3 90,9 1,1 93,1 10,7
oxamil 99,4 8,4 87,6 9,0 84,8 9,4
paraoxon 113,8 7,2 94,9 5,3 90,2 5,0
pendimetalina 91,6 7.6 103,3 6,5 98,1 5,1

piraclostrobina 91,0 4.0 94,2 6,4 92,4 5,6
pirazofos 95,5 8,5 97,3 5,9 95,2 4,9
piridaben 91,8 7.8 971 4.6 95,9 7.4
piridafetiona 98,5 8,4 99,5 5,3 92,4 4.8
piridato 65,4 8,7 73,7 5,6 82,8 8,0
pirimetanil 77,9 10,5 82,7 7,7 70,6 7,6
pirimicarbe 101,9 11,5 102,4 7,9 94,7 7,9
pirimifés metilico 91,2 5,0 954 5,5 90,4 4.8
procloraz 94,0 6,9 94,3 5,6 92,4 7.0
profenofés 92,7 5,4 93,2 6,7 89,6 5,9
propargito 94,3 6,2 96,7 5,7 95,0 6,0
propiconazole 96,9 8,2 97,7 5,6 91,4 5,7
propizamida 96,2 9,0 95,8 6,0 97,6 7,2
propoxur 100,1 7.7 98,9 8,5 92,2 4.8
quinoxifeno 89,9 7,3 89,6 3,9 92,3 6,9
salbutamol 48,0 10,7 45,4 5,3 42,6 1,5
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Niveis de Fortificacdo (ug kg™

Compostos 20 50 100
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)
salinomicina 91,0 8,6 86,2 5,8 98,3 6,0
simazina 76,9 10,9 83,4 9,5 77,7 8,5
sulfadimetoxina 101,4 5,8 99,6 7.4 91,4 57
sulfametazina 93,3 94 101,4 6,9 91,5 5,2
sulfametoxazole 106,7 11,6 100,8 6,9 94,6 8,6
sulfaquinoxalina 120,7 8,0 100,7 8,7 87,8 7.6
sulfatiazol 95,2 10,9 84,8 8,2 81,0 7,4
tebuconazole 85,9 8,0 101,5 5,1 96,9 3,5
terbufés 97,5 10,3 91,5 6,1 87,6 4,2
terbutilazina 95,5 6,8 96,7 6,8 93,6 6,8
tetraconazole 94,8 7.7 100,9 4.8 90,8 4.8
tiacloprido 96,0 10,1 95,0 7.5 94 4 4.8
tiametoxam 99,5 8,5 100,4 6,9 96,8 4.7
triadimefom 97,2 7,6 102,6 4,3 94,8 4.7
triadimenol 92,0 6,6 107,2 9,9 86,6 6,4
triazofés 94,0 7,6 99,3 4,9 104,3 4,3
triclorfom 98,1 7.4 98,6 5,7 100,7 3,9
trifloxistrobina 93,9 6,6 80,3 6,5 98,7 5,9
triflumizole 91,9 6,3 90,4 4,3 97,9 4.8
trimetropina 70,5 8,5 80,3 6,5 79,1 6,8
vamidationa 87,1 49 90,4 43 89,1 6,7

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

Na Tabela 10 estdo os resultados obtidos para as amostras de filé de peixe,
onde se pode observar que 95% dos compostos analisados apresentaram
percentuais de recuperacao entre 70 e 120% com valores de RSD < 20% para 100%

dos compostos avaliados.

4.5.6 Precisao (repetitividade e precisao intermediaria)

Os resultados de precisdao (RSD;) para o método estdo demonstrados,
juntamente com os resultados de exatidao, nas Tabelas 7, 8, 9, 10 e 11. A preciséo
intermediaria (RSDy;) para os agrotdxicos e medicamentos veterinarios foi realizada
empregando-se dias diferentes daqueles dos estudos de repetitividade. Na Figura 11
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pode ser visualizado o percentual de compostos extraidos em diferentes faixas de
RSD% para os ensaios de fortificacdo realizados na precisao intermediaria para as
matrizes avaliadas neste estudo.

Os valores para o estudo da repetitividade e precisdo intermediaria dos
agrotéxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne e figado suino,
carne de frango e filé de peixe foram menores que 20% para a maioria dos
compostos avaliados. Para matrizes ambientais e de alimentos, a precisao depende
da matriz avaliada, da concentracao do analito e da técnica de andlise, podendo
variar entre 2% e mais de 20% (SANCO, 2010). Portanto, para a maioria dos

compostos analisados, os resultados obtidos estdo dentro dos limites sugeridos.
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Tabela 11 - Percentuais de recuperacao e RSD para a precisao intermediaria do
método QUEChERS modificado, no nivel de fortificagio de 50 ug kg™ (n=3)

Nivel de Fortificagdo de 50 g kg

Compostos Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe

rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

3-OH Carbofuran 82,0 9,1 79,1 3,3 95,0 2,7 92,8 2,9
ametrina 81,2 2,7 95,5 1,0 89,0 4.7 100,4 9,4
atrazina 87,3 5,3 88,8 8,6 81,3 6,1 101,2 1,0
azinfés metilico 87,8 2,3 94,3 5,6 107,0 4.6 108,8 7,4
azoxistrobina 947 8,8 94 .4 3,3 86,3 49 100,3 0,6
bentazona 61,5 9,9 16,5 2,0 55,2 2,2 106,1 2,0
bitertanol 90,0 2,8 89,0 14,5 87,8 7,5 119,2 4,2
boscalida 90,7 3,4 98,2 0,4 78,5 0,7 105,0 6,0
bromoconazole 90,5 5,9 78,0 6,6 116,9 18,0 93,8 8,9
buprofezina 90,1 4.7 95,3 1,6 75,8 0,3 94,5 11,2
carbaril 81,0 13,3 27,8 3,0 86,3 0,1 98,4 4.4
carbendazina 99,2 3,7 93,2 0,1 76,5 1,5 98,7 3,8
carbofurano 94,2 1,0 13,6 16,5 89,2 5,3 110,5 2,9
carboxim 89,0 11,8 62,7 3,3 81,9 9,2 92,7 7,1

cianizina 95,6 4,6 104,1 5,6 91,5 7,7 113,2 5,4
clembuterol 73,3 2,5 83,3 0,8 75,3 3,5 105,8 5,4
clomazone 89,8 1,5 94,9 2,9 83,0 2,7 103,2 0,7
cloranfenicol 81,4 1,1 84,9 6,8 81,8 5,6 83,2 4.8
clorpirifos etilico 95,0 4.9 81,1 3,8 92,6 5,1 128,8 8,9
deltametrina 86,2 6,9 94,3 0,1 78,7 2,7 102,2 2,7
diazinona 82,0 0,8 92,7 4,1 89,0 3,8 100,6 0,9
difenoconazole 91,1 8,3 97 1 6,5 86,0 6,9 109,2 9,5
dimetoato 85,0 6,1 77,8 8,8 80,5 5,9 102,8 1,8
epoxiconazole 95,3 0,6 92,5 16,7 89,7 43 106,4 45
eritromicina A, B, C 78,2 5,4 89,6 3,5 74,8 7.1 81,1 11,2
etiona 93,6 4,0 96,5 2,5 82,0 2,5 106,2 0,6
etopabato 99,2 8,4 91,6 4,3 89,8 2,3 99,5 5,4
fempropatrina 89,1 0,4 96,6 6,0 80,3 4,4 114,4 3,9
fempropimorfe 86,1 2,1 91,8 3,9 83,9 3,7 106,7 3,2
fenarimol 85,4 6,5 99,9 3,1 76,9 3,1 111,8 2,4
fentiona 91,5 4,7 95,4 2,4 81,3 4,3 127,0 8,1

fipronil 92,0 0,8 95,5 2,0 81,5 3,7 107,6 0,5

fluguiconazole 120,8 8,0 111,3 5,8 91,0 15,9 99,3 2,6
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Nivel de Fortificagdo de 50 g kg™

Compostos Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

flutalonil 100,5 1,9 94,6 5,2 93,1 2,5 105,2 3,6
furaltadona 86,9 7,7 n.q n.q 98,0 3,8 69,8 2,6
furazolidona 83,3 8,9 n.q n.q 921 2.8 92,8 1,4
imidacloprido 91,4 7.0 86,9 2,9 81,8 8,5 93,5 3,2
iprovalicarbe 99,7 7,6 99,8 5,9 89,9 9,0 105,4 6,1
linurom 89,1 9,3 106,3 3,6 98,2 8,6 125,8 9,6
linurom-d6 100,2 6,6 104,3 12,0 83,2 3,5 1221 5,9
malationa 97 1 0,5 n.q n.q 85,9 2.8 100,5 3,6
mecarbam 90,4 1,6 n.q n.q 85,7 1,6 98,3 1,0
mepronil 100,3 2,4 99,9 1,6 86,6 4,4 101,4 4,0
metaconazole 93,5 1,8 99,0 2,3 81,3 10,1 114,2 6,0
metalaxil 96,5 5,2 94,2 2,6 93,1 1,3 97,4 49
metiocarbe sulfona 61,2 1,4 87,3 4.0 92,3 2,0 104,9 4,0
metiocarbe sulfoxido 90,5 3,2 60,2 0,1 82,6 7,2 94,5 2,3
metsulfurom metilico 86,2 7,4 95,9 0,2 93,3 6,3 97,5 4,2
mevinfos 100,0 4,4 80,5 0,8 88,5 2,9 84,0 9,5
miclobutanil 108,8 2,1 103,9 2,7 89,1 4,8 102,3 2,3
monesina 86,2 3,4 89,2 0,6 82,7 6,0 109,8 3,7
monocrotofos 88,5 8,1 100,6 1,4 88,0 8,8 112,8 4,6
monolinurom 55,9 5,2 83,5 12,1 224 13,6 71,4 18,2
oxamil 87,2 3,8 n.q n.q 91,6 2,0 99,0 1,2
paraoxon 87,1 7.9 n.q n.q 83,5 6,8 88,4 6,4
pendimetalina 87,3 3,5 88,8 8,4 81,3 6,8 101,2 1,0
piraclostrobina 88,3 3,4 100,4 0,1 88,0 4.7 99,2 2,3
pirazofos 99,2 6,1 94,1 1,5 79,7 9,8 114,1 3,7
piridaben 90,1 0,9 79,0 6,0 81,8 0,1 101,7 2,9
piridafetiona 97,9 3,3 97 1 5,3 85,7 55 108.,4 45
piridato 79,0 5,3 62,0 0,3 77,2 3,6 94,2 7,6
pirimetanil 83,6 3,3 96,2 94 75,4 2,2 89,5 4,2
pirimicarbe 76,2 8,6 95,5 11,7 76,6 4,2 111,4 49
pirimifés metilico 90,8 49 98,8 49 87,4 8,6 107.,8 2,4
procloraz 91,4 41 104,6 0,9 84,7 45 106,4 49
profenofos 92,7 0,4 55,8 3,8 79,5 3,3 92,7 21
propargito 91,1 1,0 97,6 1,6 87,6 3,3 105,3 0,5
propiconazole 92,1 5,3 108,1 5,6 79,1 7,2 102,0 7,8
propizamida 88,4 6,0 98,2 0,6 98,9 8,7 94,3 1,6
propoxur 94 8 4.7 63,9 2,7 92,4 2,7 104,8 2,7

quinoxifeno 84,5 5,3 87,9 4,0 73,8 1,0 103,8 3,6
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Nivel de Fortificagdo de 50 g kg™

Compostos Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe
rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%) rec (%) RSD (%)

salbutamol 28,6 14,4 34,1 19,9 33,3 10,2 45,3 8,4
salinomicina 76,7 3,2 85,8 17,4 74,3 42 106,1 7.8
simazina 63,4 12,9 87,2 10,4 93,7 8,7 105,4 8,5
sulfadimetoxina 98,0 7,5 94,6 9,9 88,2 16,7 116,6 4,8
sulfametazina 84,1 10,0 92,3 11,5 89,4 54 80,8 5,4
sulfametoxazole 79,2 5,3 91,0 2,5 93,9 8,0 97,8 4,8
sulfaquinoxalina 64,8 4.1 89,5 10,3 84,4 0,1 103,2 17,2
sulfatiazol 64,7 6,3 74,5 2,9 66,4 9,2 104,8 8,3
tebuconazole 93,7 0,6 91,7 71 102,2 2,8 97,8 1,0
terbufés 80,2 10,9 86,0 7,3 86,5 8,5 110,2 2,3
terbutilazina 92,9 3,7 99,1 0,6 87,7 2,5 100,6 5,8
tetraconazole 100,1 53 117,0 10,7 84,8 15,9 84,4 3,3
tiacloprido 90,8 3,1 103,8 7,2 105,4 2,7 102,8 4,5
tiametoxam 87,9 3,3 72,0 13,4 91,8 4,1 1071 3,8
triadimefom 87,8 2,3 114,0 8,2 89,3 3,6 110,9 8,2
triadimenol 97,5 5,0 96,6 0,1 93,5 8,1 109,4 8,9
triazofés 93,8 3,3 99,3 3,7 96,1 6,7 97,9 2,7
triclorfom 921 4,0 89,5 14,8 89,0 9,1 104,1 9,6
trifloxistrobina 101,2 3,4 89,7 0,5 82,8 4.9 98,7 1,7
triflumizole 91,0 7,5 93,0 4,5 90,2 1,4 101,4 2,2
trimetropina 75,1 7.9 99,9 43 69,1 3,1 89,0 3,2
vamidationa 84,4 45 88,6 5,6 85,6 2,9 115,3 1,5

n.q.= ndo quantificado com confianga no nivel de fortificagao avaliado
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Figura 11 - Percentual de compostos que apresentaram RSD% entre 0 e 5, 5 e
10, 10 e 15, 15 e 20 para os ensaios de fortificagdo realizados na precisao

intermediaria

4.5.7 Avaliacao do efeito matriz em LC-MS/MS

Efeito matriz € o efeito observado pelo aumento ou supressao significativo
(>10%) do sinal analitico, para um determinado composto, presente no extrato da
matriz, comparado com o sinal analitico obtido para o mesmo composto em solvente
organico. Deve-se perceber que o efeito matriz pode facilmente tornar-se maior, em
baixas concentracdes do analito, pois ha um decréscimo na razdo da concentracao
do analito/concentracdo da matriz (GOSETTI et al., 2010; HAJSLOVA &
ZROSTLIKOVA, 2003; SANCO, 2010).

Varios fatores tanto em interfaces de ESI e APCI podem afetar a ionizacao e
a identificacdo dos analitos e, consequentemente, o processo de quantificagao.
Portanto, a escolha do procedimento de preparo da amostra bem como, das
condigdes cromatograficas devem ser harmonizadas com o objetivo de otimizar a
execugao dos processos de separagdao cromatografica e ionizagdo. Com base em
dados da literatura, algumas agdes podem ser realizadas para minimizar ou corrigir
0 aumento ou supressao do sinal analitico. Elas incluem alteracdes das condi¢coes
MS, do processo de limpeza, das condi¢des cromatograficas e do uso de curva
analitica preparada em extratos da matriz isenta dos analitos de interesse (GOSETTI
et al., 2010; SANCO 2010).
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Na Tabela 12 estdo listados os resultados obtidos para o efeito matriz,
avaliado para todos os agrotoxicos e medicamentos veterinarios nas concentragdes
de 10, 50 e 100 pg L preparados tanto em solvente orgéanico (acetonitrila) quanto
nos extratos das matrizes estudadas. Observou-se que para a maioria dos
compostos analisados ocorreu supressao do sinal analitico, o que demonstra a
necessidade de realizar a quantificagdo das amostras empregando curvas analiticas
preparadas no extrato da matriz.

Na Figura 12 estdo representadas as curvas analiticas para o medicamento
veterinario salbutamol analisado tanto em solvente quanto nos extratos das matrizes
(carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe) onde pode-se constatar a

influéncia dos componentes da matriz no sinal analitico.
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Tabela 12 - Avaliagao do efeito matriz percentual dos agrotéxicos e medicamentos veterinarios analisados por LC-
MS/MS, a partir de solugdes preparadas em acetonitrila e nos extratos das matrizes avaliadas

Efeito Matriz (%)
Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe

Compostos
Concentragdo (ug L™

10 50 100 10 50 100 10 50 100 10 50 100
3-OH Carbofuran -8,4 1,2 4,6 28,4 -21,2 -5,5 -42,2 -4,0 -6,7 3,9 -5,0 -6,5
ametrina -4.3 0,9 3,2 -172 410 -269 -527 -6,1 -12.1 -3,2 1,3 -0,6
atrazina -12,0 -3,4 -4,3 -234 -389 -271 57,1 -1,9 -15,1 -9,0 -4,5 -10,2
azinfés metilico 2,7 2,0 12,5 -148 -309 -174 -510 5,7 -5,3 -7,8 1,0 -3,6
azoxistrobina -10,3 0,7 0,9 -17,3  -316 -19,2 -54,6 -1,2 -12,3 -5,1 3,3 -8,6
bentazona -38,3 -28,7 -284 -394 -458 421 -731 474 -486 -7,4 -116 -194
bitertanol -8,0 -1,8 13,8 5,1 -32,2 -8,3 -44.4 -0,6 0,4 6,5 8,5 -0,7
boscalida 12,5 10,3 140 -224 -359 -210 -45/1 -2,9 -5,4 5,0 0,2 -2,5
bromoconazole 11,2 16,6 33,1 -20,3 -274 -111  -26,8 14,6 11,3 0,6 3,3 -2,1
buprofezina 12,4 1,3 5,6 -481 46,5 -30,1 -30,8 -5,7 -4,0 14,6 5,9 -5,0
carbaril -446 -398 -36,3 -52,7 -612 -527 -779 -451 -50,3 43,0 -429 -42/1
carbendazina -470 445 -492 134 -311 -146 -692 -258 -40,6 -9,7 -3,9 -16,3
carbofurano -14,5 1,1 -0,7 -387 414 -286 642 -187 -257 -6,2 -2,2 -14 1
carboxim -304 -329 -272 416 -563 -408 -732 -349 -419 414 -371 -365
cianizina -9,7 14,8 8,7 -18,8 -323 -212 -65/4 11,6 3,8 -15,2 8,1 -5,7
clembuterol -9,8 6,5 4,2 -0,9 224 -105 -734 0,3 -521 429 -36,3 -450
clomazone 0,8 1,3 4,7 -23,3 409 -26,2 -53,8 -6,3 -14,2 -2,5 -6,1 -10,8

cloranfenicol -4,5 -33,1  -31,8 4,7 -342 312 -788 -391 347 218 3,8 -11,5




Efeito Matriz (%)

Compostos Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe
Concentragado (ug L")

10 50 100 10 50 100 10 50 100 10 50 100
clorpirifos etilico 24,9 21,2 14,4 -22,8 -40,3 -259 -523 -5,3 -9,3 0,3 -0,1 -9,4
deltametrina 2,1 6,8 -6,2 -32,8 420 -316 -40/4 17,2 -4,8 3,1 28,1 -15,7
diazinona 7,7 11,3 18,7 -139 -349 -189 -50,2 -2,8 -3,8 -2,9 2,3 -1,8
difenoconazole 22,9 21,0 30,3 3,4 -23,4 -9,6 -40,9 23,8 -0,1 26,6 13,5 -6,0
dimetoato -22,7  -14,2 -8,2 1,6 24,3  -11,7 -51,6 -2,4 -9,4 -3,2 4,5 -2,4
epoxiconazole -14,7 12,9 5,9 -23,7 401 -23,7 -51,3 -4,3 -11,2 -13,9 -131 -9,8
eritromicinaA,B,C -545 -322 -412 -551 -386 -41,7 -748 -301 -37,1 -205 -294 -364
etiona 0,1 7,7 9,0 -33,1 42,7 -32,7 -51,9 -0,5 -3,6 -3,0 3,4 -6,1
etopabato -0,1 22,6 13,7 -135 -371 -281 -54,7 13,9 6,5 -2,7 2,4 -6,6
fempropatrina 67,6 69,6 73,7 -16,7 -34,7 -21,8 -36,9 33,4 7,6 32,1 56,1 -0,5
fempropimorfe -11,3 -5,8 -5,7 274 517 -398 605 -258 -296 -23,7 -150 -181
fenarimol -14,9 6,1 9,6 -12,8 -30,8 -17,3 -56,5 -8,6 -6,9 -24,6 2,4 -1,7
fentiona -67,7 66,3 -656 404 -10,0 242 -787 -545 -601 -216 -216 -140
fipronil -184 -164 -185 -194 -356 -252 -61,7 -18,7 -31,2 -0,3 5,0 -4,7
fluquiconazole -32,4 12,7 8,6 -38,3 -36,0 -241 -67,0 -9,5 -28,7 47,4 5,3 -22,5
flutalonil -1,9 6,0 6,6 -7,6 -346 -17,9 -53,5 -5,8 -8,4 -2,3 2,0 -7,6
furaltadona -11,9 8,6 18,3 5,6 -26,2 -5,9 -43,8 -6,4 -1,9 -58,2 -55,6  -59,6
furazolidona 10,2 25,8 29,7 -8,0 -9,6 6,0 -51,1 15,3 9,5 3,6 20,6 16,3
imidacloprido -4,3 3,0 2,7 -26,1  -29,3 -17,3 -49,7 -8,1 -6,8 -86,3 -77,4 -73,9
iprovalicarbe -5,8 4,6 1,5 7,6 -33,3 -21,1  -64,2 0,2 -12,3 -3,0 5,3 -7,0
linurom 33,4 29,4 32,2 -253 -40,7 -291 -471 -0,8 -6,8 6,8 0,8 -0,6
linurom-d6 -5,0 15,2 18,8 -9,3 -38,8 -11,9 -48/1 -4,4 -13,3 -10,3 3,5 -4,3
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Efeito Matriz (%)

c Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe
ompostos
Concentragado (ug L")

10 50 100 10 50 100 10 50 100 10 50 100
malationa -3,5 2.1 -2,0 27,7 -36,2 -260 -57,1 -9,8 -17,3 -9,1 6,3 -4,9
mecarbam -9,8 3,3 1,8 -19.8 -29,7 -18,8 -50,3 -3,6 -8,0 -8,8 51 -2,1
mepronil 4,2 6,2 7,7 -7,7 -34,7 -18,6  -48,2 -4,0 -6,6 -0,1 2,6 -6,1
metaconazole 18,1 14,6 124 -294 -285 -216 -522 2,1 -12,8 8,4 1,1 -8,6
metalaxil -31,1 119 -134 -290 -378 -279 -641 -154 -241 -20,7 -8,3 -14,1
metiocarbe sulfona -11,2 1,5 5,3 -1,9 -26,5 -13,7 -533 -134 -288 -4,2 -2,8 -6,3
metiocarbe sulfoxido  -3,6 -1,9 6,4 -139 -325 175 57,7 -9,8 -126  -517 -496 475
metsulfurom metilico -0,2 14,0 7.2 -2,0 -24 .4 -15,2 -52,5 -24.5 -38,0 -51,5 -44 2 -50,9
mevinfos -46,3 -2,4 129 -16,6 -27,5 -0,8 -34,7 18,7 -132 -47.1 -9,2 -6,6
miclobutanil 7,7 14,6 11,0 13,2 -36,7 -20,8 -411 10,4 -3,6 13,4 -4,3 -6,8
monesina 2,1 -11,3  -17,5 7,5 -296 -158 -544 -195 -29,6 1,6 5,7 0,8
monocrotofos -676 67,1 -68,5 4,6 246 -135 -7611 427 -459 -5,9 -4,0 -18,6
monolinurom -583 428 -481 -625 622 -598 -917 -535 -635 -580 -47,3 -595
oxamil -46,1 -526 -526 -274 -311 -220 -672 -31,3 -306 -26,0 -3,0 -17,3
paraoxon 425 -436 -320 -409 -594 -491 -65,1 413 477 -269 -37,7 -40,6
pendimetalina -12,2 -3,2 -5,0 -285 40,2 -288 -58,1 -3,0 -16,3  -10,2 -4,6 -9,6
piraclostrobina -4,5 3,7 4,2 -15,8 -35;7 -21,7 -555 -2,0 -12,3 -6,7 4,2 -3,9
pirazofos 23,1 24 4 30,6 7,1 -20,3 -5,6 -40,8 33,6 21,2 19,3 16,7 -3,9
piridaben 26,7 34,3 290 -126 -319 -17,3 -39,2 24,0 13,7 19,3 31,1 4,6
piridafetiona 5,6 10,1 11,9 -4,7 -32,8 -151  -477 5,7 -2,1 -7,9 1,9 -1,2
piridato -8,9 -0,3 -3,0 -256 -339 -364 -705 -65,7 -67,5 -1,5 5,0 -8,9
pirimetanil -734 643 -719 205 -234 -3,0 -81,2 -50,6 -60,1 16,6 -7,9 -19,9
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Efeito Matriz (%)

c Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe
ompostos
Concentragado (ug L")

10 50 100 10 50 100 10 50 100 10 50 100
pirimicarbe -5561 546 -472 -593 -671 -572 -832 -620 -594 -532 -470 -499
pirimifés metilico -5,8 -0,2 6,1 -8,2 -306  -164 -555 -8,1 -11,1 -13,6 -0,7 -3,1
procloraz 0,4 19,4 194 -122 -296 -12,7 -512 10,7 -0,3 -5,9 4,9 -4,3
profenofos 17,6 18,8 129 -140 -374 -247 -4272 12,2 -5,2 -2,2 8,1 -6,0
propargito 16,6 23,7 242 179 -357 -23,7 -425 18,8 7,9 6,7 18,4 -6,8
propiconazole 18,5 19,0 19,8 -0,6 -33,3 -14,0 -32,0 3,7 -1,6 3,4 1,3 -8,4
propizamida 1,6 6,4 16,4 -16,8 457 -237 641 -136 -19.2 0,0 -7,1 -1,2
propoxur 0,6 9,6 6,1 -294 441 -275 -59,8 -9,5 -17,9  -19,5 -5,2 -9,6
quinoxifeno 16,1 28,1 241 -21,2  -40,1 -28,3 -51,0 -1,9 -10,9 -11,8 3,5 -9,0
salbutamol -555 669 -622 484 -504 499 -679 -518 -50,6 -41,3 -50,6 -499
salinomicina -14,5 -1,7 -7,3 13,0 -8,5 144  -49,3 2,7 0,5 24,7 -18,3 -19,7
simazina -19,2  -343 -433 101,7 -46 154 -326 43,7 -319 1258 220 7,8
sulfadimetoxina 18,0 0,0 13,5 2,8 -346 -12,9 -38,2 13,8 19,6 -7,4 -11,3 12,1
sulfametazina 1,8 13,9 15,3 2,5 -18,7 -0,5 -49,3 29,6 23,7 -11,3 -7,3 -8,0
sulfametoxazole 0,6 0,3 12,6 1,9 -29,3 -2,1 -42 1 -6,3 -8,2 246  -174 -6,7
sulfaquinoxalina -35,3 -6,1 -3,8 -2,5 -21,3 -6,2 249 -13,6 -0,5 -0,1 -2,8 -9,3
sulfatiazol 5,8 9,1 19,4 157 -12,8 2,9 -33,7 10,1 14,1 1,0 -7,4 -2,6
tebuconazole 15,3 18,4 128 -451 -243 -185 -59,0 1,9 -19,9 4.1 5,0 -8,0
terbufos 25,4 20,2 9,4 -15,2 -50,8 -35,3 -61,4 -9,5 -19,0 -0,8 3,8 3,2
terbutilazina 25,6 37,2 30,0 -9,3 -348 21,7 -41,6 17,1 4,9 -2,3 1,0 -3,7
tetraconazole 4,7 -1,8 6,4 5,8 -374 -16,7 -505 -200 -11,8 18,3 -0,2 -7,0
tiacloprido -8,9 -0,7 3,7 -16,7 -349 -204 61,4 -6,4 -11,1 148 -10,2 -11.2
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Efeito Matriz (%)

Carne suina Figado suino Carne de frango Filé de peixe

Compostos
Concentragado (ug L")

10 50 100 10 50 100 10 50 100 10 50 100
tiametoxam -0,3 -2,4 0,6 -13,9 -22,4 -11,8 -77,0 -19,9 -25,7 -23,5 -6,2 -13,1
triadimefom -3,9 13,9 6,7 228 -292 17,7 -63,6 12,8 -8,8 2,6 2,5 -10,0
triadimenol -10,7 11,1 7,0 -7,2 -31,2  -104 -96,3 -89,0 -3,8 -11,3 8,4 -4.4
triazofos 4.1 5,5 4.4 -8,3 -33,3 -16,1 -96,2 -0,1 -8,2 -2,9 7,0 -3,6
triclorfom 10,3 3,2 9,3 -9,0 -30,9 -149 -447 -9,4 -6,8 -2,3 -0,2 -11,2

trifloxistrobina

-6,0 6,2 6,5 -16,2  -333 -206 -52,7 -4,2 -9,5 -6,4 3,5 -3,3

triflumizole

-6,4 7,5 4,4 -148 -330 -215 -516 -2,3 -7,6 -4,7 1,9 -6,3

trimetropina

-4,7 -2,8 11,3 0,7 -17,3 0,0 63,6 0,7 -1,8 -2,0 -6,7 -8,9

vamidationa

-10,7 -2,6 -2,6 -151  -310 -202 -56,2 -10,7 -187 -158 -8,2 -17,2
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Figura 12- Curvas analiticas para o medicamento veterinario salbutamol

preparado tanto no solvente quanto nos extratos das matrizes avaliadas

4.6 Aplicagdao do método

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios em 4 amostras de carne suina, 5 amostras
de figado suino, 5 amostras de carne de frango e 11 amostras de filé de peixe
obtidas em supermercados da cidade de Santa Maria-RS.

Em nenhuma das amostras de carne suina e frango, foram quantificados
residuos acima de 10 ug kg'1. Porém, 2 amostras de filé de peixe apresentaram
residuos de azoxistrobina (17,7 e 18,5 ug kg™), propiconazol (17,8 e 18,4 ug kg™) e
trifloxistrobina (10,9 e 11,1 pg kg™'), 1 amostra apresentou residuos de clomazone
(16,5 ug kg™, fipronil (12,5 pg kg™), e fempropatrina (13,5 pg kg”'). Ndo ha LMR
estabelecido para estes agrotoxicos na carne de peixe, entretanto, estes compostos
sao amplamente utilizados nas lavouras de arroz para controle de pragas e doencas,
0 que pode levar a contaminagao das aguas e consequentemente, dos peixes.

Das amostras de figado suino, apenas 1 amostra apresentou residuo
sulfametazina na concentracdo de 33,3 pg kg™'. Este valor encontra-se abaixo do
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LMR permitido pelo MAPA e EU, o qual é de 100 pg kg™'.Os demais compostos néo
apresentaram residuos acima do LOQ.

Os resultados obtidos na aplicagdo do método evidenciam a relevancia do
trabalho desenvolvido e a necessidade do monitoramento de agrotéxicos com ou
sem LMR estabelecido nas matrizes avaliadas, a fim de garantir a seguranga

alimentar.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho quatro métodos, baseados no método QUEChERS, foram
comparados para extragcao de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios
em amostras de carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe. Os resultados
obtidos permitem concluir que o método de extraggo QUEChERS modificado,
empregando limpeza do extrato com SPE dispersiva, reflete suas vantagens
principais: rapidez, simplicidade, confiabilidade, robustez, baixo custo e consumo de
solventes, ndo necessitando de equipamentos e vidrarias especiais. Sendo assim,
este método de preparo de amostra pode ser aplicado em qualquer laboratério,
devido a simplificacdo de etapas lentas e trabalhosas, geralmente empregadas em
outros métodos de extracdo. Destaca-se, também a vantagem do método de
extragdo ser unificado para as diferentes matrizes avaliadas, simplificando a
aplicagao em rotina.

A utilizacdo da LC-MS/MS com ionizagdo por eletronebulizagdo positiva e
negativa, operando no modo MRM, proporcionou detectabilidade, seletividade e
precisdo satisfatérias. As condicbes cromatograficas otimizadas para a
determinacdo por LC-MS/MS permitiram a confirmagcdo e quantificagdo dos
compostos em estudo de forma adequada.

As curvas analiticas, preparadas no solvente e nos extratos das diferentes
matrizes avaliadas, apresentaram linearidade adequada entre 5,0 e 200,0 ug kg'1,
com valores de coeficiente de determinacdo maiores que 0,99. O método
apresentou valores de recuperagéo satisfatorios entre 70 e 120% e (RSD < 20%)
para cerca de 95% dos compostos em todas as matrizes, exceto para figado que
apresentou valores satisfatorios para cerca de 80% dos compostos nos niveis de 20,
50 e 100 pg kg™'. O valor de LOQ do método foi de 10 ug kg™ e os valores de CCa e
CCB ficaram entre 1,1 e 102,9 ug kg™ e entre 1,9 e 105,9 pg kg™, respectivamente.

A avaliagdo do efeito matriz mostrou que em cada uma das matrizes,
observou-se pronunciada supressao do sinal analitico, indicando a necessidade de
se empregar curvas analiticas preparadas no extrato da matriz e ndo em solvente

para quantificacéo por LC-MS/MS.
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O método validado foi aplicado para a determinacdo de residuos de
agrotéxicos e medicamentos veterinarios em amostras de carne e figado suino,
carne de frango e filé de peixe, mostrando-se bastante eficiente.

Este trabalho contribui no sentido do desenvolvimento de métodos analiticos
validados empregando técnicas modernas de extracdo, e também devido a
existéncia de poucos trabalhos cientificos publicados até o momento sobre a
extragdo conjunta de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios em
produtos de origem animal. Portanto, conclui-se que o método mostrou-se adequado
a analise simultdnea de residuos de agrotéxicos e medicamentos veterinarios em
amostras de carne e figado suino, carne de frango e filé de peixe podendo ser usado
na rotina de laboratérios de analises visto que, para maioria dos compostos
analisados, os parametros de validagdo encontraram-se dentro dos limites exigidos
para validagdo de métodos cromatograficos, atendendo satisfatoriamente os
objetivos propostos.
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DESTINAGAO 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 nao-halogenados e logo
apo6s, encaminhados para o Almoxarifado, responsavel pelo tratamento final dos
residuos gerados, no Departamento de Quimica da UFSM.

Ja os residuos solidos, 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 agrotdxicos e medicamentos veterinarios a serem

analisados nas matrizes analisadas neste estudo;

- Avaliar modifcagdes no método QUEChERS, testando diferentes solventes para
etapa de extracdo bem como, diferentes sorventes na etapa de limpeza do extrato a
fim de se obter percentuais de recuperacgao satisfatorios para os compostos que nao
foram quantificados ou nao apresentaram valores de recuperagdo adequados neste

trabalho.
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