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Resumo

A Remocéo de matrizes otimizada Agilent Bond Elut— Lipidios (EMR—Lipidios)
é um produto de -preparo de amostras de proxima geragdo desenvolvido para

a limpeza seletiva de lipidios em amostras com alto teor de gordura. O produto

é implementado em um formato de extragéo de fase solida dispersiva (dSPE)
pratico para o tratamento de extratos de fluxos de trabalho amplamente aceitos,
como QuEChERS e precipitacdo de proteina. O protocolo de EMR é modificado
apos a limpeza de EMR—Lipidios, com o uso de MgSO0, anidro em formato de
bolsa. 0 MgSO0, anidro € usado na separacéo das fases aquosa e de solvente

de acetonitrila, e a fase de secagem remove completamente a agua residual

e qualquer residuo soluvel em agua. 0 tratamento de amostra avancado- causa
um grande impacto em aplicagcées de GC, uma vez que aumenta a reprodutibilidade
da analise instrumental, principalmente em analitos instaveis. Este estudo
investiga o protocolo de EMR modificado para a analise de pesticidas em abacate
por GC/MS/MS. 0 protocolo de EMR modificado aumenta a reprodutibilidade
analitica instrumental, a confiabilidade e o uso a longo prazo, principalmente
para pesticidas instaveis, além de manter a eficiéncia da remocgédo de matrizes

complexas e a recuperacao de analitos aceitavel.
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Introducao

A analise de residuos de pesticida em produtos alimenticios

€ uma rotina para muitos laboratorios. A adogdo do método
Rapido, Facil, Barato, Efetivo, Robusto e Seguro (QuEChERS)
[1.2], permite a analise de centenas de pesticidas em
concentracdes baixas. A metodologia funciona bem para
diversas frutas e hortalicas. No entanto, alimentos com muita
gordura, como o abacate, nozes e alimentos de origem animal
apresentam novos desafios [3,4]. Superar esses desafios é a
prioridade para laboratorios encarregados de atingir os rigidos
critérios de validagédo exigidos pelas agéncias governamentais
para garantir que o alimento seja seguro para 0 consumo.

A Remocao de matrizes otimizada Agilent Bond Elut—Lipidios
(EMR—Lipidios) é um novo material sorbente que remove

de forma seletiva as principais classes de lipidios da amostra
sem a indesejada retencédo de analitos. A nota de aplicagédo
anterior demonstrou a limpeza excepcional que a EMR—
Lipidios proporciona para amostras complexas e com alto teor
de gordura, como o abacate. AEMR—Lipidios também atende
aos requisitos de recuperacéo e precisao para residuos de
pesticida multiclasse [b]. Avancos no tratamento pds-amostra
determinaram que a remocéo de NaCl da etapa de polimento
oferece vantagens. A presenca de NaCl permite uma pequena
porcentagem de agua e, portanto, residuos dissolvidos em
agua ndo matriciais estariam presentes no extrato final.

A remocéo completa de residuos de agua é importante

para a analise confiavel de GC e GC/MS.

0 tratamento pos-amostra avangado incorpora MgSQ, anidro
para a separacgédo de fase e a secagem da amostra, o que
melhora bastante a remogéo de agua e residuos -dissolvidos
em agua sem afetar a remocéo de matrizes da limpeza de
EMR—Lipidios. Esse estudo demonstra os beneficios de
usar o tratamento pds-amostra avancado apos a limpeza

de EMR—Lipidios na analise de pesticidas em abacate

por GC/MS/MS. Os quatro pesticidas instaveis complexos,
captafol, fosmete, coumafos e piraclostrobina, foram
adicionados para avaliar o impacto de residuos de agua

na analise de pesticidas instaveis.

Parte experimental

Reagentes e produtos quimicos

Todos os reagentes e solventes usados apresentam grau
analitico ou HPLC. A acetonitrila (ACN) e o metanol usados
sdo da Honeywell (Muskegon, MI, EUA). O acido acético (AA)
de grau reagente usado é da Sigma-Aldrich. Os padrées de
pesticida e o padrdo interno foram comprados da Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, EUA).

Solucao e padroes

Uma solucdo de AA 1% em ACN foi preparada adicionando
10 mL de acido acético em 990 mL de ACN. As solucdes

de material padrédo e padréo interno (IS) foram feitas em
acetonitrila ou em metanol a 2,0 mg/mL. Uma solucéo de
trabalho combinada foi preparada em ACN a 25 pug/mL.

Uma solucéo de 25 pg/mL de solucéo de trabalho IS foi
preparada em ACN, incluindo TPP, paration-etil d10 e *C-DDT.

Equipamentos e materiais

Equipamento e material usados para o preparo de amostras:
* Geno/Grinder (Metuchen, NJ, USA)
+ Centrifuga Centra CL3R (Thermo IEC, MA, EUA)

* Microcentrifuga Eppendorf (Brinkmann Instruments,
Westbury, NY, EUA)

+ Vortex e vortex multitubos (VWR, Radnor, PA, EUA)

+ Dispensador de frasco (VWR, So. Plainfield, NJ, EUA)

* Repetidor e pipetas Eppendorf

 Kit de extracdo AOAC Agilent Bond Elut (p/n 5982-5755)

* Agilent Bond Elut EMR—Lipidios dSPE (p/n 5982—-1010)
e EMR—Bolsas de polimento de MgS0, (p/n 5982-0102)

Condicoes do instrumento

As condicdes de GC e MS foram usadas em notas de
aplicagéo anteriores [5]. A analise foi concluida em um

GC Agilent 7890A equipado com um amostrador automatico
Agilent 7693B e um sistema GC/MS triplo quadrupolo
Agilent 7000C. Foi utilizado o backflush de coluna, altamente
recomendado para matrizes de amostras complexas.



Condicoes do GC

Parametro Valor
GC: GC Agilent 7890A
Coluna: Agilent J&W DB-bms Ultra Inert,

Gas de arraste:

Filtro de gas:
Liner do injetor:

Injetor:

Injecéo splitless
pulsada:

Fluxo de purga
para split vent:

Presséo
do injetor:

Forno:

Pés-corrida:

Tecnologia de
fluxo capilar:

Amostrador
automatico:

0.25 mm x 15 m, 0,25 pm (p/n 122-5512U1)
Hélio, pressdo constante

Kit de filtro de gas de arraste para limpeza de gas,
1/8 polegada (P/N CP17974)

Liner splitless de cone tnico com |a Agilent Ultra Inert
(P/N 5190-2293)

Injetor MMI em modo splitless a frio pulsado,
inicialmente a 75 °C, retencéao por 0,02 min.,
depois a 350 °C a 750 °C/min.

36 psi até 0,75 min.
60 mL/min. a 0,75 min.
17 psi durante a execucéo e 1,0 psi durante o backflush

60 °C por 2,57 min,

depois a 150 °C a 50 °C/min,
a200°C a6 °C/min,

a 300 °C a 16 °C/min,
manter por 3 min.

2 min. a 300 °C

UltiMetal Plus Purged Ultimate Union (p/n G3182-61581)
para o backflush da coluna analitica e do injetor

Amostrador automatico Agilent 7693 e bandeja de amostras
Seringa de 10 pL (p/n G4513-80220), volume de injecao
de1pL

Condicoes do MSD

Parametro Valor

MSD: GC/MS Agilent 7000C Triplo Quadrupolo, inerte,
com componentes eletrénicos de desempenho

Bomba de vacuo: Desempenho turbo

Modo: MRM

Temperatura da linha 280 °C

de transferéncia:

Temperatura 300 °C

da fonte:

Temperatura 150 °C para Q1 e Q2
do quadrupolo:

Delay de solvente: 2,57 min

Resolucéao MS: MS1 e MS2 =1,2u

A tabela 1 enumera as transicoes MRM para os quatro

pesticidas instaveis utilizados neste estudo. As transicoes
MRM de outros pesticidas foram listadas na referéncia [5].

Tabela 1. Parametros de MRM de GC/MS/MS e tempos
de retencéo dos pesticidas adicionais instaveis usados

nesse estudo.

MRMs
Canal Canal
Analito instavel RT (min) de quant. CE (v) de qual. CE (v)
Captafol 18,20 183 —-179 10 150 - 79 5
Fosmete 18,77 160 > 771 20 160 — 1331 20
Coumafos 20,67 361,.9—109 10 210 — 182 10
Piraclostrobina 22,03 132—-7711 20 164 — 132 15



Preparo de amostras

As modificacdes somente se aplicam a etapa de polimento
apos a limpeza de EMR—Lipidios. Ndo ha mudancas na
etapa de extracdo QUEChERS e na etapa de limpeza de
EMR—Lipidios. Apos a limpeza de EMR—Lipidios, a camada
de ACN foi separada em fases da fase aquosa e foi seca com
MgS0, anidro. A Figura 1 mostra o diagrama do protocolo.
Ha dois pontos que devem ser enfatizados no procedimento
modificado apos a limpeza de EMR—Lipidios:

*Em primeiro lugar, adicionar MgS0O, a amostra minimiza
o efeito exotérmico do MgSO0, e da agua, além de reduzir
o acimulo de sal.

+ Em segundo lugar, secar os tubos que foram pesados
previamente em tubos de 2 mL usando 300 mg de MgSO0,
sal anidro (de uma bolsa de EMR—Polimento) para 1 mL
de extrato de ACN apds a Limpeza EMR—L ipidios.

Extracdo QuEChERS e procedimento de limpeza de EMR—Lipidios (inalterado)

Pese precisamente 15 g de amostra fragmentada
de abacate em um tubo de centrifuga de 50 mL

'

Adicione 15 mL de AA 1% em ACN
e o kit de extracdo AOAC QuEChERS

'

Tampe e agite vigorosamente em um agitador mecéanico por 2 min.,
depois centrifugue a 5.000 rpm por 5 min.

v

Adicionar 5 mL de agua e, em seguida, 5 mL do extrato superior
da ACN em um tubo de 15 mL de dSPE EMR—Lipidios

'

Submeta a vortex e centrifugue a 5.000 rpm por 5 min ‘

!

Pés-tratamento de amostra avancado (modificado)

Decante todo o sobrenadante em um tubo de 15 mL e adicione
cuidadosamenteo sal de polimento da EMR—Bolsa de polimento

'

Submeta a vortex ou agite imediatamente e centrifugue a 5.000 rpm por 5 min ‘

Transfira 1 mL do sobrenadante superior de ACN em um tubo de secagem de 2 mL
previamentepesado contendo 300 mg de MgS04 (da EMR—Bolsa de polimento)

'

Centrifugue a 13.000 rpm (em uma microcentrifuga) por 5 min

'

Transfira 200 pL do sobrenadante para um vial de amostra de 2 mL com insert
e as amostras estarao prontas para a analise de GC/MS/MSs

Figura 1. Fluxo de trabalho de preparo de amostras mostrando
o protocolo recomendado para a analise de pesticidas em
abacate por GC/MS/MS, usando extracdo de QUEChERS
inalterada e as etapas da limpeza de EMR—Lipidios seguida
pelo procedimento de pos-tratamento avancado de amostra.

Impacto da matriz de amostras no desempenho
do sistema de GC/MS/MS

Para medir diretamente o impacto da matriz de amostras no
desempenho do sistema do instrumento de GC/MS/MS, uma
amostra em branco de matriz de abacate foi preparada apds

a etapa de polimento original e o tratamento de pds-amostra
avancado foi feito apds a limpeza EMR—Lipidios. Foram
adicionados padrées de pesticida a 50 ppb a matriz em branco
para determinar efeitos de matriz no desempenho do sistema
GC/MS/MS.

Compostos instaveis foram investigados em relacéo a respostas
de analito (area do pico), formato do pico e reprodutibilidade
apos varias injegoes.

A sequéncia de injecdo consistiu na injecdo de quatro
amostras de matrizes em branco seguida de uma amostra
pos-adicionada. Esse padrédo de injecdo foi repetido até

100 injecodes, portanto, 80 injecdes de amostras de matriz
em branco e 20 injecdes de amostra pds-adicionadas foram
executadas na sequéncia de testes. O liner foi substituido

e a cabeca da coluna foi cortada entre as sequéncias usando
o polimento original ou o tratamento p6s-amostra avancado.
Uma vez que tanto o liner Ul de cone Unico com la quanto

o liner Ul com reentrancias foram usados na analise de
amostras de matrizes complexas, eles foram avaliados apos
100 injecoes de amostras de abacate preparadas usando

o tratamento de pds-amostra avancado.

Eficiéncia da remocao de matrizes e recuperacao
de analitos

A eficiéncia da remocdo de matrizes foi confirmada ao executar
a matriz em branco de abacate por GC/MS no modo de
varredura completa e comparar todo o perfil cromatografico
usando o calculo de eficiéncia, como descrito anteriormente
[5]. A recuperacéo de analitos foi avaliada comparando a area
do pico pré e pos-adicionado-de cada analito a 50 ppb.



Resultados e discussao

Respostas do analito mais altas e melhor formato
do pico

0 pos-tratamento avancado apos a limpeza de EMR—Lipidios
remove a agua residual e os residuos dissolvidos em agua. A

Figura 2 mostra a comparagédo cromatografica entre a resposta
do composto instavel e o formato do pico em GC/MS/MS

Pés-tratamento avancado

usando o pds-tratamento avancado em relacéo a etapa de
polimento original. As respostas dos analitos aumentaram
mais de trés vezes, principalmente para a piraclostrobina

e o triclorfom, que apresentaram aumento de 10 vezes.

A cromatografia também foi aprimorada, apresentando uma
area do pico mais simétrica e com menos cauda, o que facilitou
o processamento de dados. Essas melhorias indicaram que
esses compostos instaveis passaram pela trajetoria de fluxo de
GC sem grandes interagées na superficie da trajetoria de fluxo.

Etapa de polimento original
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Figura 2. Comparacgédo cromatografica para respostas de compostos instaveis e formato do pico no GC/MS/MS usando
0 pos-tratamento avancgado e a etapa de polimento original apds a limpeza de EMR—Lipidios.



Reprodutibilidade do sistema aprimorada

A reprodutibilidade do método é possivelmente o aspecto
mais importante da analise, uma vez que afeta diretamente

a confiabilidade de resultados de quantificacdo. Como a

matriz se acumula na trajetdria de fluxo apds varias injecées,
as respostas do analito podem variar, principalmente para
compostos instaveis. Essas respostas inconsistentes tornam

a quantificacdo dificil e duvidosa. Nossos resultados anteriores
demonstraram melhorias significativas na reprodutibilidade

do sistema GC/MS/MS apos varias injecoes de amostras
complexas preparadas usando a limpeza de EMR—Lipidios [5].
Apesar dessas melhorias, alguns compostos instaveis

ainda demonstraram variabilidade apos varias injecées.

Essa variabilidade é principalmente causada por quantidades
em nivel de tracos de residuos de agua que ficam no extrato
final da amostra. O pos-tratamento avancado apos a limpeza
de EMR—Lipidios, a particao do sal MgSO0, e as etapas de
secagem foram implementadas para eliminar o residuo de
agua e os residuos solidos dissolvidos em agua do extrato
final da amostra, melhorando a reprodutibilidade do sistema
GC/MS/MS.

Na Figura 3, a piraclostrobina foi usada como exemplo para
mostrar a maior reprodutibilidade ao injetar amostras de
abacate preparadas pelo pos-tratamento avancado apos a
limpeza de EMR—Lipidios. A comparacéo inclui resultados
de amostras preparadas usando o pos-tratamento avancado
e a etapa de polimento original apds a limpeza de EMR—
Lipidios, assim como a limpeza PSA/C18 tradicional.

Os dados demonstram claramente o grande aumento da
reprodutibilidade da resposta da piraclostrobina em amostras
preparadas usando o pds-tratamento avancado apés a
limpeza de EMR—Lipidios. Ao usar a limpeza PSA/C18
tradicional ou o protocolo de EMR original para preparar
amostras, o sinal de piraclostrobina cai para 30-40% da
resposta inicial apos 100 injecées. Essa inconsisténcia afetara
negativamente a analise quantitativa desse composto. No
entanto, ao usar o pos-tratamento avangado apos a limpeza
de EMR—Lipidios, uma reprodutibilidade de sinal excelente
para a piraclostrobina (desvios de £10%) foi obtida. A melhor
reprodutibilidade obtida usando o pés-tratamento avancado
apos a limpeza de EMR—Lipidios torna a analise quantitativa
de analitos instaveis confiavel e robusta.

Reprodutibilidade da piraclostrobina no GC/MS/MS apds 100 injecoes de amostras de abacate

W Pos-tratamento avancado apds a limpeza de EMR—Lipidios
M Etapa de polimento original apés a limpeza de EMR—Lipidios
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Figura 3. Reprodutibilidade da resposta do composto instavel piraclostrobina no
GC/MS/MS apos 100 injegdes de amostra de abacate preparadas com o pos-tratamento
avancado e a etapa de polimento original apés a limpeza de EMR—Lipidios e a limpeza

C18 tradicional.



A Tabela 2 relaciona todos os pesticidas testados nesse
estudo e seu RSD respectivo apos 100 injecdes de abacate
usando o método descrito. A limpeza de EMR—Lipidios
seguida do pos-tratamento avangado oferece RSDs menores
que 10% para 24 dos 29 compostos. 0 captano, folpeto,
captafol e DDT sdo compostos complexos no GC/MS/MS,
e os RSDs altos, principalmente da limpeza PSA/C18,

refletem uma grande variagédo de sinal com 100 injegdes.

No entanto, a reducéo de sinal para amostras preparadas
com a limpeza de EMR—Lipidios e pos-tratamento avancado
foi maior e a reprodutibilidade desses quatro pesticidas
instaveis em 50 injecdes atenderam aos critérios de
aceitacdo, com RSD menor que 10%.

Tabela 2. Reprodutibilidade de analitos por GC/MS/MS (RSD % da area

do pico) apos 100 injecées de amostras de abacate.

RSD do analito apés 100 injecdes (n = 20)

Limpeza EMR- Limpeza EMR-

Lipidios com Lipidios com etapa

pos-tratamento de polimento
Pesticida avancado original Limpeza C18/PSA
Diclorvos 85 6.2 10,5
Triclorfon 9,2 35,0 73.0
2-Fenil fenol 25 7,0 13,6
Etalfluralina 4,6 12,4 18,8
Sulfotepe 3.1 7.1 11,8
Atrazina 21 6.8 12,2
Lindano 3.1 85 10,8
Clorotanil 2,2 125 1,7
Diazinon 2,6 6.6 1,7
Clorpirifés-Me 2,6 8,4 8.9
Diclofluanida 54 1,7 9,0
Aldrin 21 9.8 19,3
Tolilfluanida 6,6 10,5 6.6
Captano 29,8 29,9 51.9
Folpeto 22,0 53.8 52,2
Procimidona 21 6.8 14,3
Bupirimato 3.1 6.8 10,4
Endrina 4,0 83 12,6
Sulfato de endosulfan 3,6 85 121
DDT 16,1 21,6 224
Captafol 385 53.8 63,7
Iprodiona 37 11,0 10,7
Fosmete 6.2 24,0 12,5
Coumafos 43 19,8 9,7
Permetrina 3,0 6.8 11,8
Piraclostrobina 37 43,7 388
Deltametrina 8,7 22,5 9.8
Paration-etil-d10 (IS) 4,9 1.8 1.2

TPP (IS) 2.1 9.1 19.1



Vida util mais longa do liner do injetor
e da coluna de GC

Outra vantagem de usar o pos-tratamento avancado apos

a limpeza de EMR—Lipidios é a reducéo de residuos de sal
ndo volateis, que podem ficar dissolvidos em residuos de

nivel de tracos de agua. Testamos dois tipos de liners Ul para
100 injecées de amostras de abacate: liner splitless de cone
Gnico com 14 Agilent Ultra Inert (p/n 5190--2293) e o liner com
reentrancias Agilent Ul (p/n 5190-2297). Apos o teste, o liner
foi verificado para observar se houve deposicdo de residuo. A
Figura 4 mostra que ambos os liners estdo praticamente limpos
apos 100 injecoes. Esses resultados confirmam a limpeza
excepcional obtida com a limpeza de EMR—Lipidios seguida do
pos-tratamento avancado, o que resulta em uma vida util mais
longa do liner e da coluna e menos manutencéo do sistema.

Figura 4. Aparéncia tipica de liners do injetor de GC apos

100 injecdes de amostras de abacate preparadas pela limpeza
de EMR—Lipidios seguida do pos-tratamento avancado.

A) Liner splitless de cone Gnico com |a Agilent Ultra Inert,

B) Liner com reentrancias Agilent Ul.

Eficiéencia da remocao de matrizes e recuperacao
de analitos equivalentes

A eficiéncia da remocao de matrizes foi avaliada usando a
comparacdo do perfil de varredura completa de GC/MS antes
e apos a limpeza [5]. Os resultados mostraram que a eficiéncia
da remocdo de matrizes equivalentes pode ser obtida usando
0 pos-tratamento avancado e a etapa de polimento original
apos a limpeza de EMR—Lipidios (Figura 5).
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Figura 5. A comparacéo do cromatografo de varredura completa GC/MS demonstra a eficiéncia da
remocao de matrizes equivalentes proporcionada pelo pos-tratamento avancado e a etapa de polimento

original apés a limpeza de EMR—Lipidios.



A Figura 6 mostra a comparacgao da recuperagéo de
pesticidas para amostras de abacate fortificadas com 50 ppb
(n = 6) preparadas pela limpeza de EMR—Lipidios com o
pos-tratamento avancado e a etapa de polimento original,
respectivamente. Alguns analitos demonstram recuperagdes
um pouco mais baixas usando o pos-tratamento avanc¢ado.
No entanto, os grandes aumentos em reprodutibilidade com
RSD menor que 5% para todos os compostos é significativo.

Comparacéo da recuperacéo e da repetibilidade de pesticidas em abacate por GC/MS/MS$S
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Figura 6. Recuperacéo de pesticidas de amostra de abacate fortificada a 50 ng/mL preparada pelo pés-tratamento
avancado e a etapa de polimento original apds a limpeza de EMR—Lipidios.



Conclusoes

0 poés-tratamento avancado de amostra apés a limpeza

de EMR—Lipidios implementa uma etapa de polimento

e uma de secagem com MgSO0, anidro para remover agua
residual e residuos dissolvidos -em agua antes da injecao da
amostra no GC/MS/MS. Essas etapas melhoram a analise
de GC/MS/MS proporcionando uma resposta mais alta do
analito, melhor formato do pico e excelente reprodutibilidade
do instrumento, além de prolongar a vida Gtil do liner do
injetor e da coluna. Essa abordagem é ideal para os analistas
que procuram melhorar o preparo de amostras complexas

e com alto teor de gordura, principalmente quando analitos
instaveis sdo os compostos de interesse. 0 tratamento
pos-avancado de amostras apds a limpeza de EMR—
Lipidios também mantém a alta eficiéncia da remocéao

de matrizes em amostras complexas, além de proporcionar
uma recuperacao de analitos aceitavel para a analise de
pesticidas multirresiduo. O sal de polimento (MgS0, anidro)
esta disponivel em uma bolsa para facilitar a distribuicédo
nas amostras e o0 armazenamento.
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Mais informacdes

Estes dados representam os resultados tipicos. Para obter
mais informacdes sobre nossos produtos e servicos, acesse
o site www.agilent.com/chem.
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