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Resumo

Esta nota de aplicagdo descreve um método analitico para determinacéao
multirresiduo de pesticidas em carne bovina, baseado numa extragao sélido-

liquido e limpeza com uso de sorventes em cartuchos para a etapa de remogao de
interferentes. Trés diferentes técnicas para limpeza de matriz (Agilent Bond Elut C18,
Bond Elut NH2 e Captiva EMR-Lipid) foram avaliadas para comparar remocéo de
matriz e recuperacgao de pesticidas. A analise de GC/MS/MS foi realizada usando
um GC Agilent 9000 Intuvo e um GC/MS Agilent 7010B triplo quadrupolo. A extragéo
com acetonitrila (ACN) seguida da limpeza com Captiva EMR-Lipiddemonstrou

uma eficiente remogéao da matriz de carne, como lipidios e proteinas, e recuperagao
aceitavel de pesticidas. No geral, as recuperades de 56 residuos de pesticidas
variaram de 62 a 119% com RSD <16%.



Introdugao

A carne € um alimento muito importante
na dieta humana e é consumida
mundialmente. No entanto, apesar de
seus beneficios, a presenga de residuos
de contaminantes em carnes, como
pesticidas'?'%, tem causado cada vez
mais preocupagdes quanto a seguranga
alimentar.2%4% A consciéncia dos efeitos
toxicos dos pesticidas na saude humana
tem induzido o desenvolvimento de
muitos limites legais como estratégias
para garantir a protegéo do consumidor,
como o limite maximo de residuos (MRL)
estabelecido pela UE de 0,01 mg/kg para
hexaclorociclohexano e acetocloro em
musculo bovino. Por outro lado, o MRL
estabelecido para o hexaclorobenzeno é
de 0,005 mg/kg."®”

Considerando o alto teor de lipidios

e proteinas presentes na carne, um
procedimento de limpeza eficiente de
matriz € importante para uma analise de
amostras confidvel e consistente. O uso
de solventes orgénicos (como ACN) para
extracdo em alimentos de origem animal
desempenha um papel crucial, atuando
como um procedimento de limpeza
adicional e fornecendo um extrato
adequado antes da etapa de limpeza.

O uso de produtos em cartucho para
limpeza, como C18, amina (NH,) e, mais
recentemente, a Remogé&o avangada

de matriz, Captiva EMR-Lipids Agilent
Captiva (EMR~-Lipidios)>#°1° permite
uma melhor detecgao e quantificagéo
de residuos de pesticidas em matrizes
complexas, incluindo carne.

O Captiva EMR-Lipid oferece alta
eficiéncia e remogao de lipidios seletiva
com a combinagao de exclusdes por
tamanho e interagdes hidrofébicas

que capturam seletivamente as

longas cadeias alifaticas e ndo
ramificadas de moléculas semelhantes
a lipidios. A exclusiva funcionalidade

de permeabilidade de Captiva EMR-
Lipid simplifica o fluxo de trabalho de
preparo de amostras.® O mecanismo de
interagdo altamente seletivo também
reduz significativamente as interagbes
indesejadas com moléculas de interesse,
afetando minimamente as recuperagoes
dos analitos alvo.

O objetivo deste estudo foi comparar
a limpeza de amostras usando trés
produtos (Bond Elut C18, Bond Elut
NH2 e Captiva EMR-Lipid) para anélise
de pesticidas em carne bovina usando
GC/MS/MS. O método de preparo de
amostras foi baseado em extragéo
solido-liquido seguida de limpeza

por filtragdo em cartucho. O método
de GC/MS/MS foi baseado no
monitoramento dindmico de reagdes
multiplas (AMRM) com uma fonte de
alta eficiéncia (HES) e uma coluna
Agilent J&W HP-5MS Ultra Inert.

Parte experimental

Produtos quimicos e reagentes

— Padrdes de pesticida (alta pureza
>95%) adquiridos de Dr. Ehrenstorfer
(Alemanha) e Sigma-Aldrich (EUA).

— ACN de grau HPLC adquirido de J.T.
Baker (EUA).

Solugdes e padroes

Solugdes estoque individuais de
pesticidas (1.000 mg/L) foram
preparadas em ACN, MeOH ou tolueno

e armazenadas a <—5 °C. A solugao
mistura de fortificagdo (10 mg/L) foi
preparada em ACN e armazenada a uma
temperatura <=5 °C.

Equipamentos e consumiveis

- Centrifugas NT 825 (Novatecnica,
S&o Paulo, Brasil) e SL 703 (Solab,
S&o Paulo, Brasil)

— Misturador vortex QL-901
(Microtechnology, Sdo Paulo, Brasil)

— Balancas analiticas de precisao
UX-420H e AUW 220D (Shimadzu,
Quioto, Japao)

- Agua ultrapura (18 MQ cm), sistema
Milli-Q (Merck Millipore, Franga)

— Cartuchos Agilent Bond Elut
C18, 3 mL, 500 mg (part number
12102028)

— Cartuchos Agilent Bond Elut
NH2, 3 mL, 500 mg (part number
12102041)

Cartuchos EMR-Lipidios Agilent
Captiva, 3 mL, 300 mg (part number
5190-1003)

Saché de polimento Agilent Bond
Elut EMR-Lipid, MgSO, anidro
(part number 5982-0102)

Rack de 12 posigcbes Agilent para
manifold Vac Elut 12 (part number
5982-9115)

Filtro de seringa Econofilter Agilent
Captiva, 13 mm, 0,22 ym, nylon (part
number 5190-5269)

Septo para injetor Agilent, otimizado
para temperatura e sangramento
(BTO), antiaderente, 11 mm, (part
number 5183-4757)

Vial Agilent, 2 mL, transparente,
rosqueavel, certificado (part number
5182-0714)

— Tampas rosqueaveis Agilent, septo

PTFE/silicone vermelho, certificado
(part number 5182-0717)

Seringa de ALS Agilent, agulha fixa,
10 L, émbolo com ponteira de PTFE
(part number 5183-4730)

Liner do injetor Ultra Inert Agilent,
splitless, defletor simples, 14 de vidro
(part number 5190-3167)

Maodulo de coluna para GC Agilent
J&W HP-5ms Ultra Inert Intuvo,
30 m x 0,25 mm, 0,25 pm (part
number 19091S-433UI-INT)

Guard Chip Agilent, Intuvo,
split/splitless (part number G4587-
60565)

Kit de filtro de gas de arraste Agilent
para limpeza de gases; inclui suporte,
unidade de conexao e filtro de gas

de arraste para agua, oxigénio e
compostos organicos (part number
CP17975)

Pipetas com volumes variaveis
(Eppendorf, EUA).

Homogeneizador T 25 digital ULTRA
TURRAX (IKA, Alemanha)

Tubos de polipropileno, 15 mL e
50 mL (Sarstedt, Alemanha)

Microtubos Eppendorf, 2 mL
(Axygen Scientific, EUA).



A analise foi realizada usando o
GC Agilent 9000 Intuvo com o

Tabela 2. Transigdes MRM e energia de colisdo dos pesticidas.

GC/MS Agilent 70108 triplo quadrupolo. Composto TR (min) | Quantificador (m/z) | CE (V) | Qualificador (m/z) | CE (V)
O sistema de GC foi equipado com um Diclorvos 4,65 109,0 - 79,0 5 184,9 - 93,0 10
controle pneumdtico eletronico (EPC) e E-mevinfés 550 127,0 > 109,0 10 127,0 > 949 15
um amostrador automatico de liquidos Z-mevinfés 5,50 127,0 > 109,0 10 127,0 > 94,9 15
Agilent 7693A. O software Agilent Etoprofés 6,79 157,9 > 114,0 5 157,9 - 97,0 15
MassHunter Workstation foi usado para Clorprofame 6,87 127,0 > 65,1 25 153 > 1251 10
analise e aquisicao de dados. Trifluralina 7,00 306,1 - 264,0 5 264,0 - 206,0 5
Condigées do instrumento Cadusafos 7,16 158,8 > 131 5 158,8 - 97,0 15
As condices do instrumento de Forato 7,23 121,0 - 65,0 10 1289 > 65,0 15
GC/MS/MS foram estabelecidas com o-HCH 7.35 1809 > 1450 15 2169 > 181,0 5
base nos compostos de interesse. Atrazina 7,59 214,9 - 58,1 10 214,9 - 200,2 5
A Tabela 1 mostra as condi¢des do B-HCH 7,73 181,0 > 145,0 15 2189 - 183,1 5
método de GC/MS/MS. A tabela 2 mostra Lindano 7,82 181,0 > 145,0 15 218,9 - 183,1 5
as condicdes de aquisigao de alvo. Terbufés 7,83 1529 > 97,0 5 2309 - 129,0 20
Pirimetanil 7,96 198,0 > 183,1 15 198,0 - 158,1 20
Tabela 1. Condi¢des do GC Agilent 9000 Intuvo e Disulfotom 8,08 88,0 - 60,0 5 142,0 > 109,0 5
GC/MS Agilent 70108 triplo quadrupolo. Etrinfos 828 292,0 > 181,0 5 181,0 > 153,0 10
Parametro Configuragio Pirimicarbe 8,37 238,0 - 166,2 10 166,0 > 55,1 20
Gés de arraste Hélio a 1,2 mL/min Clorpirifés-metil 8,75 1249 - 47,0 15 78,9 - 47,0 10
Volume de inje¢do 1L Parationa metilica 8,75 125,047, 10 1250 -79,0 5
Modo de injegdo Splitless Prometrina 8,99 241,0 - 184 10 226,0 - 184,0 10
60 °C (1 min), Fenitrotiona 9,17 1251 - 47,0 15 1251 79,0 5
Programa do forno ;Zg g : ?g g;m:: Pirimifés-metilico 9,17 232,2-151,0 5 290,0 - 125,0 20
Manter por 3 min Malation 9,31 126,9 > 99,0 5 157,8 > 125,0 5
Temperatura do injetor 280°C Metolacloro 9,46 162,22 > 1332 15 238,0 > 162,2 10
Temperatura do Guard Inicialmente 85 °C Fenpropimorfe 9,47 128,1 - 70,1 10 128,1 > 110,1 5
Chip ZAOO?;:: rastreamento Triadimefon 9,57 208,0 - 181,1 5 128,0 > 65,0 20
Temperatura do 280G Tetraconazol 9,62 170,9 = 136,0 10 152,9 - 97,0 5
barramento Ciprodinil 9,94 2252 > 224,3 10 224,2 > 208,2 20
Linha de transferéncia 300°C Penconazol 10,08 248,0 > 192,1 15 248,0 - 157,1 25
Fonte de ionizagéo l(:;gg;:to de elétrons Clorfenvinfés 10,19 2669 > 159 20 294,9 > 266,9 5
Quinalfés 10,26 146,0 > 118,0 10 146,0 > 91,0 30
Temperatura da fonte 300 °C
Procimidona 10,36 96,0 = 67,1 10 96,0 > 53,1 15
Temperatura MS1/MS2 150 °C
Metidationa 10,51 1449 - 85,0 5 1449 > 58,1 15
Modo de aquisi¢édo MRM dindmico
a-Endosulfano 10,75 1949 > 159,0 5 194,9 > 160,0 5
Gas de colisdo Nitrogénio a 1,5 mL/min
Flutriafol 10,81 123,1 - 95,0 15 1231 > 75,1 25
Picoxistrobina 10,81 145,0 - 102,1 25 145,0 - 115,1 15
Hexaconazol 10,94 17501110 20 175,0 > 147,0 10
Miclobutanil 11,22 179,0 > 152,1 10 150,0 > 123,0 15
Flusilazol 11,27 233,0 > 165,1 15 314,7 > 232,9 10
Bupirimato 11,30 272,9 - 1931 5 2729 - 108,0 15
Fluazifop-P-butil 11,47 281,9 - 91,0 15 281,9 - 238,0 15
B-Endosulfano 11,73 206,9 > 172,0 15 1949 - 1589 10
Etiona 11,90 152,9 = 96,9 10 124,9 - 96,9 0
Propiconazol | 12,36 172,9 - 145,0 15 172,9 - 109,0 30
Kresoxim-metil 12,42 116,0 - 89,0 15 116,0 > 63,0 30
Trifloxistrobina 12,53 172,0 - 145,0 15 116,0 - 89,0 15




Preparo de amostras

A extracao foi realizada conforme
mostrado na Figura 1. As amostras

de carne bovina foram moidas em um
moedor de carnes, homogeneizadas

e armazenadas em freezer a <—10 °C.
Antes da anadlise, as amostras foram
descongeladas completamente a
temperatura ambiente. Em seguida,

5 g de amostras de carne bovina foram
pesadas em tubos de polipropileno de
50 mL e foram adicionados padroes
conforme necessario. As amostras
foram agitadas em vortex por 1
minuto. Uma aliquota de 5 mL de ACN
foi adicionada para precipitacao de
proteinas e extracao de analitos em
simultaneo. A mistura da amostra

foi homogeneizada usando o
homogeneizador ULTRA TURRAX a
10.000 rpm por 20 segundos. Os tubos
foram centrifugados a 6.000 rpm por

8 minutos a 5 °C e os sobrenadantes
foram coletados. Uma aliquota de 4 mL
de extrato de amostras passou pela

limpeza por filtragdousando um cartucho

Bond Elut C18, um cartucho Bond Elut
NH2 ou um cartucho Captiva EMR-Lipid.
Para a limpeza com cartucho Captiva
EMR-Lipid, o extrato bruto foi misturado
com &gua para gerar uma mistura
organica/aquosa (80/20, v/v). Para a
limpeza com Bond Elut C18 e Bond

Elut NH2, o extrato bruto foi transferido
diretamente para os cartuchos.

Os eluatos de Bond Elut C18 e Bond
Elut NH2 foram coletados e injetados
diretamente para GC/MS/MS. O eluato
do Captiva EMR-Lipid foi seco com
MgSO0, anidro para remogéo de agua
antes da andlise de GC/MS/MS.

Trés niveis de fortificagdo (10, 20 e

50 ug/kg) em amostras de carne foram
avaliados quanto a recuperagao e RSD
(%) em quatro replicatas. A identificagéo
e a quantificacao de analitos foram
determinadas a partir dos tempos de
retencao e das transigées MRM.

Composto TR (min) | Quantificador (m/z) | CE (V) |Qualificador (m/z) | CE (V)
Propiconazol Il 12,50 1729 - 1450 15 172,9 - 109,0 30
Tebuconazol 12,71 125,0 - 89,0 15 125,0 - 99,0 20
Nuarimol 12,74 203,0 - 107,0 10 139,0 > 111,0 15
Epoxiconazol 13,01 192,0 - 138,1 10 165,0 - 138,0 10
Tebufenpirada 13,55 2759 =171, 10 33291710 15
Fenamidona 13,58 238,0 - 237,2 10 268,0 - 180,2 20
Metconazol 13,66 125,0 - 89,0 20 125,0 - 99,0 20
Fenarimol 14,49 219,0 - 1071 10 139,0 = 75,0 30
Floguinconazol 15,26 108,0 - 57,0 15 340,0 - 298,0 15
Boscalida 15,98 140,0 - 112,0 10 140,0 - 76,0 25

5 g de amostra |
5mL de MeCN |
ULTRA TURRAX
20 s (10.000 rpm)
Centrifugar a 6.000 rpm/8 min/5 °C
Teste1 Teste2 Teste 3 v
4 mL de extrato | 4 mL de extrato | | 3,2 mL de extrato + 0,8 mL de H,0
A Y Y
Bond Elut C18 Bond Elut NH2 3 mL de extrato
500 mg, 3 mL 500 mg, 3 mL EMR-Lipidios Captiva
300 mg, 3 mL
2,5 mL de extrato
1 g de polimento (MgSO,)
Y Y Y
GC/MS/MS |

Figura 1. Procedimento de preparo de amostras de carne bovina usando extragéo solido-liquido e trés
diferentes limpezas por filtragdo usando cartuchos Agilent Bond Elut C18, Agilent Bond Elut NH2 e Captiva
EMR-Lipid, respectivamente.



Resultados e analise Reprodutibilidade e recuperagéo A reprodutibilidade e recuperagéo

de analitos alvo dos analitos alvo foram avaliadas e
Avaliagéo da limpeza do extrato 4 comparadas no nivel de fortificagdo de
de matrizes por varredura completa De forma geral, as faixas de recuperagao 10 ug/kg em carne bovina. A Figura 3
de GC/MS de 56 residuos de pesticidas variaram mostra os resultados da comparacédo

p liacso do nivel de de 62 a119% com RSD <16%. Todos os de recuperacéo para compostos
ara a avaliacao do nivel de limpeza compostos apresentaram recuperagdes  desafiadores.

das varias extragoes de amostras, 0 aceitaveis (70 a 120%) usando o Captiva
cromatogramas de varredura completa EMR-Lipide boa reprodutibilidade

(FS) de GC!MS fo_ram coletados para (RSD <20%) no nivel de fortificagéo de
comparacao. A Figura 2 mostra os

cromatogramas de FS de amostras de 50 mg/kg.

carne bovina preparadas por trés tipos Comparagao da recuperagao de pesticidas concorrentes em carne bovina (10 pg/kg)

de limpeza com cartucho. A comparagéo 250

dos cromatogramas mostra que a B Agilent Bond Elut C18
limpeza com Bond Elut C18 fornece < 200 = Agilent Bond Elut NH2

a melhor limpeza de amostras com o " EMR-Lipidios Agilent Captiva
menor sinal de fundo no FS por GC/MS. § -

Por outro lado, os resultados da limpeza s

com Bond Elut NH2, com a ajuda da 2

biblioteca do NIST, mostram a presenca g 100 .

de colesterol mesmo apos a limpeza, g I I I !
evidenciando a presenca de lipidios apos S s0

a etapa de limpeza. E importante reforcar &

que esse pico especfﬂco nao aparece nos 0
cromatogramas das amostras ao usar Atrazina Clorpirifés-metil Etoprofés Fenarimol Pirimicarbe
Bond Elut C18 ou Captiva EMR-Lipid.

Figura 3. Recuperagdes de cinco pesticidas desafiadores em carne bovina no nivel de fortificagdode 10 pg/kg.
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Figura 2. Cromatogramas de FS por GC/MS de amostras de carne bovina preparadas por diferentes limpezas com cartucho.



Alimpeza com Captiva EMR-Lipid
mostrou recuperagdes aceitaveis (70

a 120%) para todos os compostos
desafiadores, com excelente
reprodutibilidade (RSDs <10%). Para

as amostras tratadas por limpeza

com Bond Elut NH2, foi obtida uma
recuperagéo <70% para clorpirifos-metil
e recuperagbes >120% foram alcancadas
para atrazina e etoprofds. Além disso,
quatro dos cinco compostos desafiadores
tiveram RSDs altos para amostras
preparadas com por Bond Elut NH2,
indicando mais variagdes introduzidas
durante o preparo de amostras ou mais
impactos da matriz nesses analitos.

Para amostras preparadas por limpeza

com Bond Elut C18, foram alcangadas
recuperagdes aceitaveis para todos 0s
compostos dificeis, mas apresentou
baixa reprodutibilidade (RSD >20%) para
etoprofds.

Sinal/ruido e formato do pico

Para avaliar a presenca de efeito da
matriz, os valores de sinal/ruido (S/N)

dos pesticidas alvo foram investigados.

A Figura 4 mostra uma comparagao
de dois compostos representativos,
etoprofds e atrazina, S/N de pico e
formato do pico no extrato de carne
bovina em nivel de fortificagdo de

10 pg/kg, preparado com trés métodos
de limpeza diferentes.

Os resultados da comparacao
demonstram que valores de S/N mais
baixos foram mostrados quando o
preparo com Bond Elut C18 foi aplicado.
A limpeza com Bond Elut NH2 exibiu S/N
mais alto do que a limpeza com Bond
Elut C18, mas causou deformagéo no
comeco do pico. A limpeza com Captiva
EMR-Lipid forneceu o S/N mais alto para
ambos os compostos e um formato do
pico simétrico. O alto S/N de pesticidas
alvo e o excelente formato do pico
garantem a sensibilidade do método e a
precisdo e consisténcia da integragao.

Extrato de amostras bovinas no nivel de adi¢do de 10 pg/kg
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Figura 4. Comparagé&o para etoprofds e atrazina, S/N e formato do pico de alvos representativos.
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Comparacao de limites de
quantificagao (LOQs) do método
com MRLs

A Tabela 3 mostra uma comparagao

de MRLs oficiais da UE e do Brasil
(Plano Nacional de Controle de Residuos
de Contaminantes) e os LOQs do método
obtidos para pesticidas atualmente
exigidos na andlise de carne. A limpeza
com Captiva EMR-Lipid demonstrou
LOQs do método (10 ug/kg) abaixo dos
MRLs de carne bovina para a maioria
dos pesticidas que sao regulamentados
pelos métodos oficiais da UE e do
Brasil, exceto epoxiconazol, que é
regulamentado pelos métodos oficiais
do Brasil. Em comparagao, a limpeza
com Bond Elut C18 e Bond Elut NH?2
mostrou mais pesticidas com LOQs

do método mais altos do que os MRLs
exigidos.

Conclusao

Com a avaliagdo minuciosa do método
baseada em remocéao de matriz,
reprodutibilidade e recuperagao, valores
S/N de analito e formato do pico, e a
comparacgao dos LOQs do método com
MRLs regulamentados, a limpeza com
Captiva EMR-Lipid demonstrou ser um
método de limpeza superior comparado
aos métodos Agilent Bond Elut NH2 e
C18. O método foi verificado em matriz
de carne bovina e apresenta grandes
chances de ser estendido a outras
matrizes de carne semelhantes.

Foram obtidas recuperagéao e
reprodutibilidade aceitaveis para 56
pesticidas. Os LOQs do método atendem
a maioria dos MRLs da UE e do Brasil.

O método eficiente de limpeza de
amostras também pode ser vantajoso
para reduzir a frequéncia de manutengao
de sistemas de GC/MS/MS, aumentar a
vida Util das colunas e dos consumiveis
e fornecer resultados de quantificagao
confiaveis.

Tabela 3. Comparagao de MRLs estabelecidos pela UE e legislagdo PNCRC do Brasil para carne bovina com

os LOQs obtidos em cada sorvente testado apos SLE.

MRLdo | LOQdalimpeza | LOQ dalimpeza
MRL PNCRC | por Agilent Bond | por Agilent Bond | LOQ da limpeza por
Pesticidaregulado | g3y | (Brasil) Elut C18 Elut NH2 Captiva EMR-Lipid
(ng/kg em carne bovina)
Atrazina - - 10 50 10
Boscalida 10 10 10 20 10
Clorprofame 50 - 10 - 10
Clorpirifés-metil 10 50 10 50 10
Epoxiconazol 10 2 20 50 10
Etoprofés 10 50 20 20 10
Fenamidona 10 - 20 50 10
Fenarimol 20 20 10 50 10
Flutriafol 10 10 10 20 10
Metolacloro 10 - 50 50 10
Mevinfés (E- e Z-) - 10 10 - 10
Miclobutanil 10 10 20 50 10
Nuarimol 10 - 20 20 10
Parationa metilica 10 - 50 50 10
Pirimicarbe 50 10 10 10 10
Pirimetanil 100 - 50 50 10
Tebuconazol 100 50 50 50 10
Tetraconazol 50 - 10 50 10
Triadimefon 10 - 20 50 10
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