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1 Introduciao

Os agrotoxicos tém o potencial de causar danos significativos ao meio ambiente,
afetando principalmente a qualidade da agua (tanto superficial quanto subterranea) e do solo.
Consequentemente essas substincias impactam a satide de seres humanos, animais e plantas.
Os peixes desempenham o papel de bioindicadores, refletindo a qualidade dos habitats
aquaticos e a dinamica do destino dos agrotdxicos no ambiente (Rani ef al., 2021).

Devido a bioacumulagdo de agrotoxicos em animais, como em tecido de peixes, € ao
uso intensivo desses compostos no Brasil, especialmente no sul, ¢ necessario desenvolver
métodos de preparo e extragdo de amostras de peixes que sejam versateis, rapidos, e
sustentaveis, permitindo uma andlise eficiente dos compostos de interesse.

Em vista disso, o método QUEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) foi desenvolvido para analise de agrotoxico em vegetais e frutas (Anastassiades
et al., 2003). Sendo adaptado com o tempo para outras matrizes, como peixes. Além disso, a
miniaturizagdo de métodos proporciona a menor utilizacdo de reagentes, principalmente
solventes organicos e possibilita o trabalho com amostras diminutas como tecidos de
organismos. Este trabalho busca otimizar e validar um método micro-QuEChERS para

determinac¢do de agrotdxicos em tecidos de peixes utilizando LC-MS.

2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de um método
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utilizando a técnica miniaturizada QuUEChERS, também conhecida como micro-QuEChERS,
para a determinacdo de residuos de agrotdoxicos em musculo de peixes, empregando

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por espectrometria de massas.

3 Metodologia

O procedimento experimental envolveu a otimizacgdo do método QuEChERS
miniaturizado modificado e a aplicagdo do método multirresiduo por HPLC-MS para analisar
agrotoxicos em tecidos de peixe. Essa pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Quimica
Instrumental do Campus Cerro Largo da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS).

Utilizou-se o Cromatédgrafo Liquido Shimadzu LC-MS 2020, que possui uma fonte de
Ionizacao por Electrosprav (ESI), um analisador de massa do tipo quadruplo e um sistema de
aquisi¢do de dados LabSolutions®. A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna
analitica InfiniyLab Poroshell 120 EC-Cis 3 x 50 mm, 2.7 um (Agilent ®).

No estudo, utilizou-se peixes da espécie Hoplias malabaricus, popularmente
conhecida como “traira”, para as amostras “branco” e fortificadas. E foram adquiridos de um
produtor rural em Girud — RS e cria os animais em agudes distantes de lavouras. O musculo
do peixe foi triturado até obter completa homogeneizagao, utilizando um multiprocessador.
Desse modo, obteve-se uma aliquota representativa de tecido muscular de peixes para realizar
testes de otimizacdo e validacdo da metodologia estudada.

Inicialmente foi avaliado em teste os melhores sorventes ou combinacdo destes para
etapa de limpeza (clean-up) do método proposto. Tendo como tratamentos: T1 (0,04 g Cis +
0,03 g MgS0,), T2 (0,014 g PSA + 0,014 g Cys + 0,3 g MgS0,), T3 (0,02 g Cis + 0,2 g
Florisil + 0,3 g MgS0.), T4 (0,04 g Florisil + 0,15 g MgSOy), T5 (0,0296 g MgSO, + 0,0394
g Cis +9,86:10* g Carvdo Ativado) e T6 (0,0296 g MgSO, + 0,0394 g Florisil + 9,86-10* g
Carvao Ativado), sendo: Cis: octadecilsilano e PSA: amina primaria e secundaria. Os
tratamentos foram avaliados com as condi¢cdes do QUEChERS Acetato, pois este garante uma
melhor extrag¢do do co-extrato quando comparado com o QUEChERS-Original.

O segundo experimento compreendeu a comparacdo do QuEChERS-Original e
QuEChERS-Acetato, onde no Original usa-se acetonitrila pura na etapa de extracdo e no
Acetato nesta etapa acidifica-se o acetonitrila em 1% com &cido acético. Para o teste e suas
quantidades de sais respectivamente conforme determinam os métodos: QuEChERS-Original
(0,6 g MgSO, + 0,1 g NaCl) e no QUEChERS-Acetato (0,4 g MgSO. + 0,35 g Acetato de
Sédio).
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Para avaliar o efeito da temperatura na extragdo dos agrotdxicos estudados, no terceiro
experimento, utilizou-se uma centrifuga com refrigeragcdo, realizando-se o teste de 4
temperaturas nas etapas de extragdo/particio e limpeza de cada amostra, sendo as
temperaturas avaliadas: -10, -5, 0 e 5 °C.

Para os parametros descritos anteriormente foi realizado o planejamento composto
central, a fim de encontrar um procedimento que permitisse a extracdo adequada dos
agrotoxicos em estudo em musculo de peixe. O planejamento consistiu na variacdo de trés
fatores, sendo eles as massas dos sais de particdo e do sorvente de limpeza, bem como
também a temperatura com niveis de 0,6197 a 1,0653 g de NaCl + MgSQ,; 0,0330a 0,1170 g
de Cis+ MgSO, e temperaturas de -8.4 a 8,4 °C. Todas as otimizagdes foram avaliadas quanto
as recuperacoes dos analitos, escolhendo as melhores condi¢des para a maioria deles.

Além disso, a metodologia foi validada quanto a alguns parametros analiticos como
seletividade, curva, linearidade, limite de quantificacdo (LQ), limite de deteccdo (LD)
sensibilidade, exatidao e precisdo conforme determina Inmetro (2020) e Anvisa (2017).

Posteriormente o método foi testado em matriz de figado de peixes para avaliagao da

resposta em termos de recuperagdo para cada analito.

4 Resultados e Discussiao
Otimizacio da etapa de limpeza

A melhor condi¢do de limpeza para o método foi o teste 1 (0,04 g Cis + 0,03 g
MgS0Os), com 23 compostos na faixa de recuperagdo cada, sendo este selecionado para

prosseguimento da otimiza¢ao do método.

Teste de comparacio entre QuEChERS Original e Acetato

Os resultados para o teste comparativo entre a utilizacdo do QuUEChERS Original e
Acetato demonstram que, o teste com melhor resultado em termos de mais analitos com
recuperacdo adequada (70-120%) foi o teste 1 (QUEChERS Original), o qual utiliza os sais

NaCl e MgSO, e acetonitrila pura para a extracdo e particao.

Teste de temperaturas da centrifuga

Os resultados obtidos foram inconclusivos acerca da temperatura de centrifugagdo
utilizada no método. Os resultados para a temperatura mais alta (5 °C) foram de 24 compostos
na faixa de recuperacdo aceitavel, ao passo que os resultados para a temperatura mais baixa (-

10 °C) foram similares, com 23 compostos. Os resultados das temperaturas intermediarias, 0 e
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-5 °C, foram piores, com 13 e 17 compostos na faixa, respectivamente. A fim de otimizar o
parametro temperatura, tendo em vista os resultados inconclusivos obtidos no teste aplicado, o

mesmo foi avaliado através do planejamento experimental.

Planejamento experimental composto com ponto central

Os resultados gerais para o planejamento experimental composto com pontos centrais,
proporcionaram a otimizacao das massas dos reagentes utilizados, bem como a temperatura de
centrifugacdo. Portanto, determinou-se que seria utilizado para a etapa de validagdo do
método os seguintes valores: 0,2 g de NaCl + 0,6 g MgSO4; 0,045 g Cis + 0,03 g MgSOy; e

temperatura em 0 °C.

Valida¢ao do método Micro-QuEChERS

A seletividade foi assegurada neste método, pois ndo havia interferentes no tempo de
retencdo de cada composto, sendo confirmado pela andlise dos brancos em triplicata. A
linearidade do método foi confirmada pela plotagem da curva analitica em metanol e curva de

trabalho, realizada em seis niveis de concentragao pelo método otimizado.

Para a exatiddo e precisdo estes parametros foram calculados e o aceite do critério de
recuperagdo entre 70 e 120% e desvio padrao relativo, também chamado de coeficiente de
variagdo (CV) < 20%. Os niveis de concentra¢do avaliados foram 2, 4, 8, 20 € 40 pg-kg™'. A
maioria dos compostos obtiveram valores dentro do aceitavel. Os compostos 2,4-D,
tebuconazol, profenofds e clorpirifés ndo sdo abrangidos pelo método por ndo apresentarem
recuperagdes adequadas durante os testes.

Para o LOQ foi usado o menor concentragcdo que apos processo de preparo de amostra
tenha obtido recuperagdes de 70-120% e CV menor que 20%. Sendo o LQ usado como menor
ponta da curva de calibragdo, a qual variou de 2,0 a 8 pg-kg”', sendo que somente para
trifloxistrobina o LQ foi de 20 pg-kg'. Resultados que se assemelham com determinagio de
agrotoxicos em tecidos de peixes Chatterjee ef al. (2016) e ndo sendo método miniaturizado.

O teste do método otimizado para a matriz musculo obteve resultados diferentes na
matriz figado de peixe, ndo apresentando resultados adequados de recuperacdo dos analitos
estudados, sendo portanto necessarios mais estudos para o desenvolvimento de um método

para determinar os agrotdxicos em estudo nessa matriz.

5 Conclusio
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Conclui-se que a metodologia miniaturizada micro-QuUEChERS proposta para a
determinagdo de agrotoxicos em musculo de peixe utilizando LC-MS mostrou ser eficaz,
seguro e sensivel, podendo ser aplicado em trabalhos de monitoramento e analises de rotina.
Além disso, o método miniaturizado proporciona um menor uso de solvente orgéanico e

demais reagentes, diminuindo custos e residuos, e o trabalho com pequenos organismos.
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