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1 Introducao

O uso de agrotoxicos nas regides agricolas do Brasil e do mundo tem gerado grandes
impactos ambientais. Nos ultimos dez anos o Brasil se tornou o maior consumidor dessas
substancias no mundo, esse mercado teve uma expansao de 190%, assumindo o primeiro lugar
em consumo mundial desde 2008 (Lopes, 2018).

O figado € um 6rgao de suma importancia para a analise e estudos de biomonitoramento
de substancias, em diversos trabalhos j4 se pode observar a bioacumulagdo de compostos
organicos nesse tecido (Souza Caldas et al., 2013).

A idealizacdo de métodos analiticos sensiveis e mais seletivos para a detec¢do
simultanea de multiplos agrotoxicos em tecidos bioldgicos, como no trabalho de Wang et al.
(2017) tém se mostrado eficientes para deteccdo desses compostos. Porém, a analise de
agrotoxicos em tecidos como o figado se demonstra ainda um desafio analitico relevante uma
vez que esse tecido concentra uma gama diversificada de interferentes que requerem técnicas
de preparo de amostras, separagdo e detecgdo robustas e sensiveis. Nesse contexto, propde-se

no presente trabalho o desenvolvimento de um método para a analise de agrotdxicos em figado
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bovino por meio da otimizagao da técnica miniaturizada QUEChERS por cromatografia liquida

de ultra performance acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS/MS).

2 Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de um método baseado
em micro-QuEChERS para determinagao de agrotoxicos em figado bovino, por cromatografia

liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de massas sequencial (UPLC-MS/MS).

3 Metodologia

Foi adotado o preparo de amostras através da metodologia QuEChERS, técnica
desenvolvida por Anastassiades e colaboradores (2003). Utilizou-se a metodologia micro-
QuEChERS modificado, otimizada e validada por Goettems (2023) Utilizou-se para a
determinagdo dos analitos o equipamento de Cromatografia Liquida de Ultra Performance
acoplado a Espectrometria de Massas (UPLC-MS/MS) de modelo Xevo TQ-S Micro Waters®.
Essa pesquisa foi conduzida na Central Analitica do Campus Cerro Largo da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS).

Utilizou-se como modelo o figado bovino. Inicialmente o figado foi triturado, para
maior homogeneidade da amostra, e entdo pesado 1 g para o preparo. As amostras foram
fortificadas em 5 niveis em triplicata, e, ainda analisou-se amostras controle (branco),
totalizando assim 18 amostras. Para fortificacdo foi preparada uma solugdo padrio de
concentra¢do de 1 mg L™ contendo 34 compostos conhecidos, apds, seguiu-se com o preparo
detalhado por Goettems (2023), e a analise por UPLC-MS/MS.

Para otimiza¢do da etapa de limpeza por extragdo em fase solida dispersiva foram
utilizadas diferentes sorventes como C;s, PSA e florisil com e sem overnight a baixa
temperatura. Totalizando 8 (oito) testes.

A validacao do método seguiu as diretrizes do INMETRO (2020). A seletividade foi
confirmada pela auséncia de interferentes nos tempos de retencdo, verificada em brancos
analisados em triplicata. A linearidade foi avaliada por curvas em acetonitrila e curvas de
trabalho, construidas em cinco niveis (0,5; 1,25; 2,5; 5 e 10 pg kg™'), com coeficientes de
correlagdo superiores a 0,99, conforme exigido pela RDC n° 166/2017 da ANVISA. A exatidao

e a precisao foram avaliadas pelos critérios de recuperagdo (40 a 120%) e desvio padrao relativo
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(RSD/CV) igual ou menor que 20%. O LOQ de cada composto correspondeu ao menor ponto
da curva que atendeu simultaneamente a esses critérios, sendo o LOD obtido pela divisdo do
LOQ por 3,33. Também foi avaliado o efeito matriz, para verificar a supressdo ou o
enriquecimento do sinal causado pela matriz, considerando despreziveis variacdes de até 20%
e recomendando correcao por curva de calibragdo em extrato branco diluido para efeitos

moderados (20 a 50%) ou fortes (> 50%) (Ferrer et al., 2011; Raposo; Barceld, 2021).

4 Resultados e Discussao

Em relagdo a otimizacao da etapa de limpeza no micro-QuEChERS foi escolhido o teste
1 (1g de amostra, 1 mL acetonitrila sem acidificagdo, cloreto de sddio e sulfato de magnésio na
particdo e clean up com 50 mg C;s mais 50 mg de PSA e 50 mg de sulfato de magnésio sem
overnight), devido aos maiores nimeros de compostos com a recuperacao entre 70-120%.

O método foi validado nas faixas de recuperagdo de 40-120% e RSD <20%, garantindo
a exatiddo e a precisao do método para os 26 de 34 agrotdxicos contemplados nessas faixas. Os
valores de 1? acima de 0,99 indicam a linearidade do método, sendo que 32 dos 34 compostos
apresentaram valores superiores a esse limite tanto na curva de trabalho quanto na curva em
solvente; apenas a atrazina-desetil ¢ o metomil obtiveram 0,97 e 0,98, respectivamente. A
seletividade foi assegurada, pois ndo foram observados interferentes nos tempos de retengao
dos compostos, conforme determinado pela triplicata das amostras branco. A avaliacdo da
precisdo apresentou valores dentro do aceitavel para a maioria dos compostos; 0os compostos
diuron, malationa, profenofés, fluazifope-P-butilico, 2,4-D, carbendazim, iprodiona e
imazapique ndo foram contemplados no método por ndo alcancarem os valores minimos
aceitaveis resultando em 26 agrotoxicos efetivamente validados.

O LOQ variou de 0,5 a 1,25 pg kg™', sendo que 1,25 pg kg™ representou 82% dos
compostos, enquanto os demais 18% apresentaram valores inferiores nesse intervalo; o LOD,
por sua vez, variou de 0,15 a 0,37 pg kg™'. Esses valores de LOQ sdo muito proximos aos
obtidos por Saint-Hilaire et al. (2018), que também desenvolveram método em figado bovino,
porém contemplando apenas dois pesticidas. A ANVISA, por meio da Instru¢do Normativa n°
162/2022 (Brasil, 2022), definiu pardmetros toxicologicos e regulatorios, como a ingestdo
diaria aceitavel, a dose de referéncia aguda e os limites méximos de residuos (LMR) para

principios ativos de medicamentos veterindrios presentes em alimentos de origem animal; de
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forma semelhante, a Unido Europeia (Comissao Europeia, 2024) também estabelece esses
parametros, ambas fixando em 10 pg kg™ o limite para alimentos sem LMR definido.

Na avaliagdo do efeito matriz dos 34 compostos, 33 apresentaram efeito menor que
20%, sendo, portanto, despreziveis para o método validado, apenas a bentazona obteve efeito
moderado (45%), neste caso de enriquecimento. De modo geral, a predominéancia de 97% de
efeitos de matriz desconsiderados confirma a excelente eficiéncia do preparo de amostra ¢ do
processo de clean-up adotados, o que garante uma elevada seletividade ao método face a

complexidade dos interferentes do tecido hepatico.

5 Conclusao

Conclui-se que a metodologia micro-QuEChERS proposta para a determinagdao de
agrotoxicos em figado bovino por UPLC-MS/MS se mostrou eficaz, condizente com os
parametros exigidos, e sensivel, demonstrando potencial promissor para futuras analises de
fiscalizacdo e monitoramento de contaminantes. Para além, por ser miniaturizado o método
desenvolvido utiliza menos solventes e demais reagentes, se comparados a técnica
convencional, isso garante uma economia de custos e residuos, e menos quantidade de amostra.
Para trabalhos futuros, sugere-se a aplicacdo da metodologia em amostras reais de figado

bovino e avaliagdo da contaminacao desses animais.
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