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Quantificacao de residuos de
paraquat em leite usando o sistema
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Separacao cromatografica de residuos de paraquat
da matriz de leite usando fase estacionaria da
quimica da coluna de HILIC-Z
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Figura 1. Agilent LC 1290 Infinity Il acoplado ao
sistema LC/MS Agilent 6470 triplo quadrupolo.

Resumo

0 paraquat (ion 1,1-dimetil-4,4-bipiridilio) ¢ uma amina quaterndria amplamente
utilizada como herbicida de contato ndo seletivo. Com toxicidade moderada,

0 escoamento do paraquat das areas de aplicagao e sua presenca em produtos
alimenticios tém trazido grandes preocupacgdes para a saude humana. A presenca
de residuo de paraquat é relatada em produtos agricolas de consumo, como o
leite. O uso de espectrometria de massas para a detecgao desse residuo fornece
maior sensibilidade e um preparo de amostras mais curto em comparagao com
outros métodos analiticos. No entanto, a linearidade, precisao e reprodutibilidade
do resultado na matriz dependem fortemente da separagao cromatografica do
paraguat dos componentes da matriz de amostras. Este estudo descreve um
método de LC/MS de alto desempenho para quantificagdo sensivel e seletiva

de paraquat na matriz de leite. A cromatografia foi configurada de forma que o
paraquat tivesse boa retencdo, mas fosse bem resolvido na matriz de amostras
enddgenas usando a quimica da coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z.
Essa abordagem evita o uso de agentes de par iénico forte, simplificando
drasticamente a analise. O método demonstrou ser altamente sensivel, reprodutivel
e mostrou recuperagdes boas e consistentes em diversos lotes.



Introdugao

O leite é considerado um alimento
completo, pois apresenta rica densidade
de nutrientes, contendo uma boa mistura
de proteinas, gorduras, carboidratos,
vitaminas e minerais essenciais para
manter uma boa saude. Devido ao
consumo generalizado de leite, existem
preocupagdes com pesticidas como o
paraquat em produtos agricolas, devido
aos niveis moderados de toxicidade
(Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica do paraquat.

Uma extragao com QUEChERS dos
residuos de pesticida da matriz de leite
€ considerada um preparo de amostras
muito facil de adotar. Um método de
LC/MS/MS altamente seletivo baseado
no monitoramento de reacdes multiplas
(MRM) foi desenvolvido usando um
sistema LC/MS Agilent 6470 triplo
quadrupolo (LC/TQ).

A quimica zwitteribnica com uma
técnica de ligagao proprietaria em
colunas HILIC-Z oferece uma separagao
poderosa, estabilidade em um amplo
intervalo de pH e excelente formato do
pico em comparacgao as colunas HILIC
de fase de silica simples tradicionais.

Parte experimental

Produtos quimicos e reagentes

O padrdo de pesticida para LC/MS foi
adquirido da Sigma-Aldrich. Esse padrao
foi usado para o desenvolvimento de
métodos e andlise de amostras de

leite. O kit de extragéo Agilent Bond Elut
QUECHERS (part number 5982-5650)

e o kit dispersivo (part number
5982-5156CH) foram usados para o
preparo de amostras. Solventes de grau
LC/MS, como acetonitrila e agua, foram
adquiridos da Honeywell (Charlotte, NC,
EUA). O formiato de amonio foi adquirido
da Sigma-Aldrich (agora da Merck).

0 4acido férmico de grau MS foi adquirido
da Fluka (agora da Honeywell).

Tabela 1. Condi¢des cromatogréficas.

Configuracao de instrumentos
— Bomba de alta velocidade 1290
Infinity Il Agilent (G7120A)

— Agilent Multisampler 1290 Infinity Il
(G7167B)

- Termostato de multiplas colunas
1290 Infinity Il Agilent (G7116B)

— Sistema LC/MS Agilent 6470 triplo
quadrupolo (G6470B)

Parametro

Valor

Fase moével A

20 mM de formiato de amonio em dgua a pH = 3 (pH ajustado com &cido férmico)

Fase mével B 20 mM de formiato de aménio em &gua/acetonitrila (10/90)
Vazéo 0,1 mL/min

Volume de injegao 20 pL

Temperatura da coluna | 35°C

Diluente da amostra Acetonitrila/agua (60/40)

Lavagem da agulha MeOH/acetonitrila/agua (25

/50/25)

Coluna

Agilent InfinityLab Poroshell

120 HILIC-Z, 2,1 x 100 mm, 2,7 pm (p/n 685775-924)

Tabela 2. Gradiente. Tabela 3. Parametros da fonte de MS.
Tempo (min) %A %B Parametro Valor
0 20 80 Fonte de ionizag&o ESI AJS
1 20 80 Modo de ionizagao ESI Positivo
5 27 73 Temperatura do gas 250°C
6 20 80 Fluxo de gas 7 L/min
8 20 80 Nebulizador 30 psi
Pés-corrida 2 minutos Gas de impulséo 390°C
Fluxo do gas de impulsdo | 11 L/min
Voltagem do capilar 3500V
Voltagem do nozzle ov
Tabela 4. Parametros do MRM.
ID do composto |m/z do precursor | m/z do produto Fragmentador (V)| CE CAV lonizagao
171 155 158 36 4 ESI Positivo
171 103 158 32 4 ESI Positivo
Paraquat 171 771 158 44 4 ESI Positivo
171 51,2 158 60 4 ESI Positivo




Preparo de amostras

Tabela 5. Gréafico de diluigéo para a curva de calibragdo antes da adigao.

’ Adicione 10 mL de acetonitrila a 10 mL de leite. ‘ i Concentragéo
padrao de trabalho Volume Volume de obtida
¢ (ppm) coletado (pL)| leite (mL) (ng/mL)
’ Agite no vértex por 1 minuto. ‘ 1 50 10 5
¢ 1 100 10 10
’ Adicione o kit QUEChERS Agilent (p/n 5982-5650). ‘ 1 200 10 20
¢ 10 50 10 50
’ Agite vigorosamente por 1 minuto. ‘ 10 100 10 100
i 10 200 10 200
’ Centrifugue a 6000 rpm por 6 minutos. ‘
2
i AXJ g Paraquat: +ESI MRM Frag = 158,0 V CID a 44,0 (171,0 -> 77,1)
Transfira o sobrenadante para um tubo dSPE < 0'8< "
de 15 mL (p/n 5982-5156CH). g 0’6< Quantificador: 171 e 77,1
o Y,
¢ £ 044 0 TR do paraquat € de 3,72 min
- - , 8 0.2
’ Agite no vortex por 1 minuto. ‘ 04
‘L x10'

’ Centrifugue a 8000 rpm por 8 minutos.

!

’ Transfira o sobrenadante para um vial de 2 mL.

Figura 3. Fluxograma de preparo de amostras.

Aquisigao e analise de dados

Todas as amostras foram adquiridas
usando o software de aquisigdo de
dados do Agilent MassHunter versao
10.7. Os cromatogramas foram
visualizados com auxilio do software

de analise qualitativa do Agilent
MassHunter versao 10.0. A quantificagao
de cada lote foi realizada usando o
software de andlise quantitativa do
Agilent MassHunter versdo 10.1.

Resultados e discussao

As solugdes estoque individuais foram
preparadas e misturadas a volumes
apropriados para criar padrées de
trabalho. Os padrdes de trabalho
preparados foram de concentragdes

de 10 e 1T ppm. Volumes individuais de
padrées de trabalho foram adicionados a
10 mL de amostras de leite e seguiram-se
as etapas de preparo de amostras para
gerar pontos de calibragao do padréo de
procedimento (antes da adig&o).

Paraquat: +ESI MRM Frag = 158,0 V CID a 60,0 (171,0 -> 51,2)

Qualificador 1: 171 e 51,2

Contagem (%)
I

Paraquat: +ESI MRM Frag = 158,0 V CID a 32,0 (171,0 -> 103,0)

Qualificador 2: 171 e 103

4| Paraquat: +ESI MRM Frag = 158,0 V CID a 36,0 (171,0 -> 155,0)

Quantificador 3: 171 e 155

0,5 25 30 35 40 45 50

Tempo de aquisi¢édo (min)

55 60 65 70 75

Figura 4. Cromatograma de fons extraido (EIC) da matriz de leite em branco. Cromatogramas mostrando as
interferéncias da matriz entre 2 e 3 minutos.



As curvas de calibragao do padrao

de procedimento foram criadas e
consideradas lineares de 5 a 200 ng/mL
tanto na regresséo linear quanto em 1/x
(Figura 6). Os valores dos coeficientes de
regressao ficaram acima de 0,9950.

Os niveis de fortificacao foram
determinados de acordo com os niveis
maximos de residuos descritos no
regulamento do BIS (Bureau of Indian
Standards). A % de recuperagéo foi
calculada com base neste experimento.
Quatro amostras com adigéo foram
preparadas a 10 ng/mL e injetadas em
seis replicatas.

10 ppb = 10 ng/mL de residuos de
pesticida na amostra de leite em 10 mL
seriam 100 ng. Portanto, 100 uL de

T ppm precisam ser adicionados a

10 mL de amostra de leite.
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Figura 5. Cromatograma de ions extraido (EIC) do padréo de calibragdo de procedimento a 10 ng/mL na
matriz de leite. Cromatogramas mostrando uma separagao clara entre os componentes da matriz e o analito.
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Figura 6. Curvas de calibragédo do padrédo do procedimento de 5 a 200 ng/mL.
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o | SouvENT BLaNK 1, 2y O 576 (1 E_
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SPIKE 1-1 Qc 2 10.00000000| 3.725 3506| [ 9.90841182 99.1 51.0 O 34.6 (] 68.9 [}
SPIKE 1-1 Qc 2 10.00000000| 3.725 3744| [] 10.50758374 105.1 52.6 O 33.9 [l 66.1 [l
SPIKE 1-1 Qc 2 10.00000000| 3.725 3641| [ 10.24684913 102.5 52.7 O 32.6 [l 67.5 [l
SPIKE 1-1 Qc 2 10.00000000| 3.728 3542| [ 10.00009885 100.0 55.9 ] 32.4 [l 67.8 [l
SPIKE 1-1 Qc 2 10.00000000| 3.728 3560 [] 10.04435924 100.4 51.2 [] 36.2 [ 722 [
SPIKE 1-1 Qc 2 10.00000000| 3.725 3617 [ 10.18743517 101.9 51.8 [] 34.4 [ 65.8 [
SPIKE 1-2 Qc 2 10.00000000| 3.728 3710| [ 10.42198936 104.2 53.5 [] 33.7 [ 68.9 [
SPIKE 1-2 Qc 2 10.00000000| 3.725 3577 I 10.08806116 100.9 54.2 O 37.6 [l 69.9 [l
SPIKE 1-2 Qc 2 10.00000000| 3.728 3518| [ 9.94033772 99.4 57.8 O 32.8 [l 70.5 [l
SPIKE 1-2 Qc 2 10.00000000| 3.728 3660( [ 10.29570883 103.0 55.0 O 34.5 [l 68.3 [l
SPIKE 1-2 Qc 2 10.00000000| 3.728 3566 [] 10.06056524 100.6 54.3 [] 33.3 [ 68.7 [
SPIKE 1-2 Qc 2 10.00000000| 3.725 3551 [ 10.02289310 100.2 52.8 [] 33.6 [ 71.0 [
SPIKE 1-3 Qc 2 10.00000000| 3.718 4027 [ 11.21807930 112.2 50.9 [] 328 [ 70.3 [
SPIKE 1-3 Qc 2 10.00000000| 3.718 3817| [ 10.69052749 106.9 52.8 ] 32.2 ] 67.4 [
SPIKE 1-3 Qc 2 10.00000000| 3.718 3622 [ 10.19949171 102.0 55.4 O 35.5 [l 70.4 [l
SPIKE 1-3 Qc 2 10.00000000| 3.718 3784| [ 10.60788915 106.1 55.4 O 34.6 [l 67.3 [l
SPIKE 1-3 Qc 2 10.00000000| 3.721 3846| [ 10.76191930 107.6 52.5 O 34.3 [l 69.7 [l
SPIKE 1-3 Qc 2 10.00000000| 3.721 3600( [] 10.14402026 101.4 52.3 [] 35.1 [ 73.5 [
SPIKE 1-4 Qc 2 10.00000000| 3.721 3732| [ 10.47674266 104.8 50.9 [] 3256 [ 70.1 [
SPIKE 1-4 Qc 2 10.00000000| 3.718 3724 [] 10.45714244 104.6 58.1 [] 36.7 [ 69.6 [
SPIKE 1-4 Qc 2 10.00000000| 3.714 3770 I 10.57094762 105.7 5.6 O 35.1 [l 67.9 [l
SPIKE 1-4 Qc 2 10.00000000| 3.718 3667| [ 10.31215809 103.1 53.7 O 35.9 [l 70.0 [l
SPIKE 1-4 Qc 2 10.00000000| 3.714 3435 [ 9.73073688 97.3 59.7 O 39.4 [l 7341 [l
SPIKE 1-4 Qc 2 10.00000000| 3.718 3700| [] 10.39485800 103.9 58.9 [] 35.2 [ 72.4 [

Figura 7. Tabela de calibragdo mostrando a preciséo, recuperacgéo e razdo de ions MRM do paraquat em padrées de calibragdo de procedimento, padrées de suporte

e amostras com adigé&o.



Todas as quatro amostras com adicao
e suas seis replicatas de injegao
mostraram uma % de recuperagao que
varia entre 97% e 112% (Figura 8).
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Figura 8. Recurso de visualizagado rapida de compostos mostrando cromatogramas dos quantificadores

e qualificadores dos padrées de calibragdo usados em linearidade baseada na matriz.
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Figura 9. Grafico de matriz de % de recuperacéo para quatro amostras com adi¢éo preparadas e injetadas
em seis replicatas.
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Figura 10. Cromatograma de ions totais sobrepostos do paraquat no padrao de calibragao de procedimento
a 10 ng/mL em amostra de leite, com %RSD de 1,7% (n = 8).

Conclusao

Um método altamente sensivel,

seletivo e reprodutivel baseado em

MRM foi desenvolvido para quantificar
residuos de paraquat na matriz de

leite. A extragdo com QUEChERS e

a limpeza de amostras com dSPE

foram adotadas para o preparo de
amostras. A cromatografia baseada

na quimica HILIC-Z proporcionou uma
boa separagdo entre os componentes

da matriz e o analito, o que é essencial
para alcancar o desempenho do método.
Foi obtida uma recuperagao aceitavel,
com resultados consistentes no nivel
maximo de residuos. Este método pode
ser adotado para analises de rotina de
amostras de leite para a quantificagéo de
residuos de paraquat.
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