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Artigo

DETERMINATION OF PESTICIDE MULTIRESIDUES IN HONEY PRODUCED IN THE TRIANGULO MINEIRO REGION
OF BRAZIL BY UHPLC-MS/MS. Excessive use of pesticides can lead to the accumulation of residues in different parts of plants,
endangering various species and contaminating foods. Honey can be used as an indicator of agricultural contamination and pre-mature
bee mortality by pesticides. However, to quantify pesticide residues in honey, high sensitivity analytical methodologies are required.
In this work, a new method was proposed for the determination of seven pesticides, widely used in Tridngulo Mineiro, in honey
samples based on QUEChERS method and quantification by UHPLC-MS/MS. The method was optimized and validated according
to the protocol recommended by the European Community. The method presented LOQ in the range of 0.6-4.0 ug kg™!, lower than
the MRLs established for the pesticides studied. Also, the methodology showed high accuracy, with recoveries ranging from 89-
107%, and good accuracy, RSD <14%. Honey samples obtained in the Tridngulo Mineiro region and subjected to the determination
of pesticide residues were analyzed by the analytical methodology, indicating the presence of methomyl and imidacloprid residues
in all samples. These results indicate that beehives close to the grain and sugarcane crops are being affected by the application of
pesticides in the Tridngulo Mineiro Region, Brazil.
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INTRODUCAO

O agroneg6cio € um setor estratégico para economia brasileira,
sendo responsdvel, em média, por mais de 20% do produto interno
bruto e mais de 40% das exportagdes de mercadorias, nos ultimos
anos.! A regido do Tridngulo Mineiro possui participacéo significativa
neste setor, estando entre 0os maiores produtores de cana-de-acicar e
de grdos do pais. No entanto, o agronegdcio brasileiro ¢ fundamen-
tado em um modelo de produg¢do que ¢ dependente do uso intensivo
de agrotéxicos.> O Brasil € o terceiro maior mercado mundial de
agrotoxicos, ficando atras apenas de Japao e Coréia, tanto em termos
de terras cultivaveis quanto em termos de quantidade por alimento
produzido.**

Embora os agrotéxicos tenham a finalidade de otimizar a pro-
ducido agricola, o uso excessivo e desregrado representa um risco
potencial para a saide humana e para o meio ambiente, uma vez que
alguns principios ativos possuem alta toxicidade, alta persisténcia e
baixas taxas de degradacdo, podendo permanecer nos alimentos ou
nos solos, serem lixiviados para as 4guas subterraneas ou superficiais,
e até mesmo se concentrar em diferentes partes das plantas com sua
continua aplicagdo.>”’

A expansdo da drea de cultivo, a permanéncia de residuos de
agrotoxicos nas plantas e a pulverizacdo foliar de agrotéxicos tém
sido responsaveis pela contaminacio e, até mesmo, a mortalidade
de diversas espécies de animais.>’® Em especial, o desaparecimento
de abelhas polinizadoras devido ao uso intenso de agrotéxicos tem
despertado uma enorme preocupagido mundial.>*!! As abelhas, que
desempenham um papel fundamental de polinizacdo, ao visitar
culturas que fazem uso de agrot6xicos, retém no corpo ou no sistema
respiratorio os residuos desses agentes quimicos, causando sua morte
pré-matura e contaminando os produtos apicolas.'? Logo, o mel,
como principal produto apicola, pode ser usado como um indicador
para avaliacdo do impacto ambiental causado por agrotéxicos em
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uma determinada regido agricultdvel, inclusive sobre as colmeias
de abelhas."” No entanto, para detectar e até mesmo quantificar os
residuos de agrotéxicos no mel € necessario o uso de metodologias
analiticas de alta detectabilidade, uma vez que a presenca desses
compostos nas amostras podem estar em niveis de ug kg™! (ppb, partes
por bilhdo). Dentre as técnicas analiticas disponiveis, a cromatografia
liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC, ultra high-performance liquid
chromatography) combinada com a espectrometria de massas em série
(MS, mass spectrometry) apresenta o maior nivel de detectabilidade
para um grande niimero de moléculas, bem como a possibilidade de
confirmagdo de suas identidades, sendo considerada a ferramenta ideal
para determinacdo de contaminantes em alimentos.!*!3

Outro fator fundamental para a obtengao de resultados confidveis
nas andlises de residuos de contaminantes em amostras alimenticias
¢é a preparacdo da amostra. A presenga de pequenas quantidades dos
residuos de agrotxicos em meio a um concentrado de substancias
constituintes da matriz alimenticia e potenciais interferentes da and-
lise torna a preparagdo da amostra a etapa critica de todo o processo
de andlise.'®!” Diversos métodos de preparagio tém sido explorados
para a extracdo seletiva e eficiente de contaminantes organicos em ali-
mentos, porém o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Rugged,
Effective, and safe) tem se apresentado como o mais adequado para
diversas matrizes.'*!3?> O método QUEChERS foi originalmente
desenvolvido para a extrac@o de residuos de agrotéxicos em frutas e
vegetais e modificado para atender as mais diversas caracteristicas
das diferentes matrizes de alimentos.”

Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
método analitico de alta detectabilidade para a determinacao de residu-
os de agrotéxicos em méis produzidos na regido do Tridngulo Mineiro,
empregando o método QUEChERS e a técnica UHPLC-MS/MS.
Os agrotéxicos selecionados para o estudo sdao aqueles mais comer-
cializados e mais empregados nas culturas de cana-de-agucar, soja,
sorgo, citrus e milho na Regido do Tridngulo Mineiro. De acordo
com o levantamento os principais agrotéxicos empregados nas di-
ferentes culturas da Regido do Tridngulo Mineiro sdo o metomil, o
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imidaclopride, o acetamipride, o acefato, o diflubenzurom, o tiame-
toxam e o carbendazim, cujas propriedades quimicas e toxicoldgicas
sdo apresentadas na Tabela 1S e Figura 1S do material suplementar.
O método foi validado de acordo com o documento de orientacao da
Comunidade Europeia sobre o controle de qualidade analitico e proce-
dimentos de validagdo de metodologias para determinagio de residuos
de agrot6xicos em alimentos, documento SANTE/11813/2017.%

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Todos os solventes empregados no trabalho foram de grau LC-MS
e todos os reagentes foram de grau analitico. Agua ultrapura foi
produzida por um ultrapurificador Millipore Milli-Q 8. Os solventes
e 4gua ultrapura foram filtrados individualmente em membranas de
poli(tetrafluoretileno) de 0,22 wm de poros da Millipore. Padroes
analiticos de alta pureza, > 99%, dos principios ativos acefato,
acetamipride, carbendazim, diflubenzuron, imidaclopride, metomil
e tiametoxam foram adquiridos da Dr. Ehrenstofer (Augsburg,
Alemanha) e Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Solugdes padrio estoque de 100 mg L' da mistura dos agrotoxi-
cos foram preparadas em acetonitrila e metanol. Solugdes padrao de
trabalho em diferentes concentragdes foram preparadas a partir da
diluigdo da solugdo estoque para realizacéo dos estudos de otimizacéo
e validag¢do do método.

Extracio de residuos de agrotoxicos de amostras de mel
empregando QuEChERS

Para a otimizagdo do método de extragdo QuEChERS dos agro-
téxicos, amostras de mel isentas de agrotéxicos foram adquiridas no
comércio local de Uberaba, MG. Para confirmacdo da auséncia de
residuos de agrotéxicos no mel, o branco das amostras foi analisado
por UHPLC-MS/MS nas condi¢odes de andlise do método, ndo sendo
detectado quaisquer sinais dos compostos em estudo.

Para a extrag@o dos residuos de agrotéxicos do mel foi empregado
o método QUEChERS, no qual amostras de 5,000 g de mel foram
pesadas em tubos de centrifuga de polipropileno. Em seguida, foram
adicionados 5,00 mL de dgua ultrapura e agitado em vortex por 1 min.
4,00 mL de acetonitrila foram entdo adicionados a solugio e novamen-
te agitada em vortex por 1 min. Logo apds, 6,000 g de MgSO, anidro
e 1,5000 g de CH;COONa foram adicionados ao tubo e a solucio foi
agitada em vortex por 3 min. O tubo foi centrifugado a 3000 rpm por
10 min e o extrato orgéanico foi recuperado, sendo submetido a uma
etapa de clean-up para a eliminacdo de potenciais interferentes na
andlise cromatogréfica e minimizagdo do efeito de matriz.

Na etapa de clean-up, trés sorventes foram avaliados no intuito
de eliminar os interferentes sem perdas dos analitos: amina primaria
secundaria (PSA, primary secundary amine), silica e uma mistura
de MgSO, e C,5. Aliquotas de 1 mL da fase orginica do processo de
extracdo foram transferidas para tubos de centrifuga de polipropileno
contendo os 50 mg dos sorventes em estudo. O tubo foi agitado em
vortex por 30 s e entdo a solugdo foi filtrada em membranas de PVDF
de 0,2 um de didmetro de poros. 100 puL do extrato limpo foram
transferidos para vials e diluidos com 900 UL de dgua ultrapura. A
solu¢do do vial foi agitada manualmente e 2 LL desta foram injetados
no sistema UHPLC-MS/MS.

Validacio do método analitico

O método proposto foi validado de acordo com o documento
SANTE/11813/2017 proposto pela Comunidade Europeia que
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estabelece procedimentos para validacido de metodologias de andlise
e determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos. As amos-
tras de mel, isenta de residuos de agrotdxicos, foram usadas como
testemunhas e fortificadas com solu¢des padrao dos agrotdxicos
em concentragdes conhecidas para os estudos de valida¢do. Curvas
analiticas para os sete agrotoxicos foram construidas pelo método
do padrao externo e por calibracdo na matriz, fortificando a matriz
e submetendo-a ao processo de extracio. Os parametros do método
analitico avaliados no estudo de validacdo foram a seletividade,
linearidade, limite de quantificacdo, exatidao, precisdo e efeito de
matriz para os sete agrotoxicos estudados.

As curvas analiticas foram preparadas na faixa de concentragio
dos agrotoxicos de 0,5 a 4,5 ug L' e cada concentragdo analisada
em triplicata. O limite de quantificagdo (LOQ, limit of quantifica-
tion) foi obtido a partir da injecdo de solugdes de concentragdes
decrescentes dos agrotéxicos no UHPLC-MS/MS, sendo o LOQ
do método definido para a menor concentracio do agrotéxico, cuja
a extragdo apresentou recuperacdo na faixa de 70-120% e um RSD
(relative standard deviation) inferior a 20%, conforme preconizado
no documento SANTE.* A exatiddo do método foi avaliada a partir
de ensaios de recuperacdo, nos quais amostras de mel foram forti-
ficadas em niveis de 0,5; 2,5 e 4,5 ug L' com as solugdes padrdo
dos agrotoxicos e submetidas ao método QuUEChERS. A precisdo
do método foi avaliada quanto a repetibilidade (todas as condi¢des
idénticas) e a reprodutibilidade dentro do laboratério (extragdes em
trés dias consecutivos) a partir da realizagdo de extracdes QUEChERS
de amostras de mel fortificadas com 0,5; 2,5 e 4,5 ug L' de solugoes
padrdo dos agrotdxicos. Os ensaios foram realizados em seis repli-
catas. O grau de precisdo foi expresso pelo desvio padrdo relativo
(RSD) destas determinagdes.

Analises cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em um sistema de
cromatografia de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) acoplado a um es-
pectrometro de massas em série, empregando uma fonte de ionizagao
electrospray (ESI, electrospray ionization source) e analisador de
massas triplo quadrupolo (QqQ) da Waters modelo Xevo TQ-s Micro
(Mildford, MA, EUA). O software Mass Lynx foi utilizado para a
aquisicao e processamento dos cromatogramas e espectros de massas.
A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna analitica
HSS T3 da Waters, com 100 mm X 2,1 mm d.i. e com particulas de
1,8 um. A fase mével foi composta de (A) 0,1% de solugdo aquosa de
acido acético e (B) acetonitrila contendo 0,1% de acido acético eluida
sob gradiente inicial de 10% de B, mantido por 0,25 min, aumentado
para 98% de B até 7,75 min (0,75 min) e retornado para 10% de B em
10 min. Cada composto gerou essencialmente um tinico fon [M+H]*
no sistema UHPLC-MS/MS. Os dados do monitoramento de reagdes
multiplas (MRM, multiple reaction monitoring) foram adquiridos e
processados no modo positivo. Os parametros da fonte de ionizagio
otimizados foram a temperatura da fonte de 150 °C; voltagem do
capilar em 1 kV para todos compostos; vazao e temperatura do gis
nebulizador (N,) de 900 L h! e 450 °C, respectivamente. O gés de
colisdo foi o argdnio com pressdo de 2,5 mTorr.

Analise de amostras de mel da regiao do Triangulo Mineiro

Sete amostras de mel, sem qualquer tipo de tratamento, adquiri-
das de apidrios localizados nas cidades de Uberlandia (amostra A),
Ituiutaba (amostra B), Capinépolis (amostra C), Patrocinio (amos-
tra D), Nova Ponte (amostra E) e Uberaba (amostras F ¢ G) da
regido do Tridngulo Mineiro foram submetidas ao método analitico
validado neste trabalho para a determinagao de residuos de acefato,
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acetamipride, carbendazim, diflubenzuron, imidaclopride, metomil
e tiametoxam, empregando o método QuEChERS e andlise por
UHPLC-MS/MS. As amostras foram identificadas por letras para
preservar as marcas e os fabricantes. As amostras foram armazenadas
em frascos de vidro a4 °C em refrigerador até o momento da andlise.
A cidade de origem, no entanto, foi empregada para a identificagio
do potencial foco de contaminacéo pelos agrotdxicos avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacao dos parametros do triplo quadrupolo

O UHPLC-MS/MS € uma técnica analitica de alta detectabilidade
capaz de quantificar residuos de agrot6xicos em concentragdes infe-
riores a 1 ug L', No entanto, para que a obtenc@o dos sinais sejam
reprodutiveis e confidveis proximos aos limites de quantificacdo dos
compostos o sistema MS/MS requer o ajuste fino dos parametros no
analisador de massas. Desta forma, solugdes dos analitos preparadas
em solvente foram infundidas individualmente no detector triplo
quadrupolo em combinag¢@o com fase mével proveniente do UHPLC,
composta por acetonitrila:H,O (50:50, v/v) acidificada com 0,1% de
dcido acético, para otimizar os parametros no analisador de massa
triplo quadrupolo com fonte de ionizacdo electrospray (ESI). Os
analitos apresentaram melhor sinal com a fonte de ioniza¢do operando
no modo positivo, voltagem do capilar 1 kV, temperatura e fluxo do
gés de dessolvatagdo (N,) 450 °C e 900 L h'!, respectivamente. A
Tabela 1 apresenta os parametros otimizados para a detec¢do dos
compostos estudados no sistema de detec¢do espectrométrica de
massas que proporcionaram a melhor resposta em termos de detec-
tabilidade e seletividade.

Extracéo de residuos de agrotoxicos de amostras de mel
empregando QuEChERS

A extragdo dos residuos de agrotoxicos em mel foi realizada pelo
método QUEChERS, por este se apresentar como a melhor alternativa
de preparacio de amostras de alimentos quando se objetiva a extragdo
de residuos de agrotdxicos. Para aplica¢@o na extrag¢do de acefato,
acetamipride, carbendazim, diflubenzurom, imidaclopride, metomil e
tiametoxam de amostras de mel, o método QUEChERS foi otimizado
quanto ao processo de clean-up dispersivo, uma vez que em andlise
preliminar a recuperagdo dos agrotéxicos no método original, em-
pregando o PSA, ndo foi satisfatdria para todos os compostos. Trés
adsorventes foram avaliados para a remogao eficiente de potenciais
interferentes da matriz sem a perda dos compostos em estudo. Os
sorventes avaliados foram a amina primdria secunddria (PSA), a silica
pura (Si0O,), e uma mistura de sulfato de magnésio e octadecilsilano
(Cy5). Amostras de mel fortificadas com 4,5 nug L' da solugéo padrao
de agrotdxicos foram submetidas a extragdo QUEChERS, seguida
da etapa de clean-up dispersivo com os diferentes adsorventes e as
taxas de recuperacdo dos agrotéxicos sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Efeito do adsorvente na etapa de clean-up dispersivo do método
QuEChERS para a recuperagdo dos residuos de agrotoxicos de amostras de
mel empregando UHPLC-MS/MS

Dos adsorventes avaliados, o que apresentou as melhores taxas
de recuperagdo para todos os agrotdxicos, com menor dispersdo dos
resultados foi a mistura MgSO,:C,; (3:1, m/m), Figura 1. Os extratos
da amostra obtidos com o uso dessa mistura de adsorventes também se
apresentaram mais limpidos. Isso ocorreu, provavelmente pelo MgSO,
remover a dgua residual do extrato, diminuindo, portanto, sua polarida-
de e impedindo a precipitagio de co-extrativos polares provenientes da
matriz do mel. O sorvente Cq, por sua vez, remove com boa eficiéncia
os interferentes apolares, tais como graxas e lipidios caracteristicos
do mel.” Considerando que os coeficientes de parti¢do octanol/dgua
(logP) para os agrotéxicos em estudo sdo menores que 2, exceto para
o diflubenzurom, que o logP € 3,88,% os compostos sdo, de uma forma
geral, substancias mais polares e a presenca do C, na mistura confere
menor risco a perda dos analitos nesta etapa. A SiO, ndo foi eficiente
para aremogdo de componentes da matriz do mel presentes no extrato,
resultando em uma taxa de recuperac@o acima de 100% para o acefato,
carbendazim e metomil. O sorvente PSA também proporcionou extratos
limpidos, porém, para o acefato, dilfubenzurom e imidaclopride a taxa
de recuperacao foi abaixo de 70%, indicando que houve a reten¢do dos
agrotdxicos no adsorvente no processo de clean-up. O extrato incolor
se deve as ligagdes de hidrogénio formadas entre o PSA e os pigmentos
do mel, removendo-os do extrato. No entanto, provavelmente o PSA
também estabeleceu ligacdes de hidrogénio com algumas moléculas
dos agrotéxicos, retendo-as e reduzindo as suas taxas de recuperagdo. '
A mistura de sulfato de magnésio:C,5 (3:1, m/m) foi entdo empregada
no método para determinacao de residuos de agrot6xicos em mel como
o material adsorvente na etapa de limpeza dos extratos obtidos pelo
método QUEChERS.

Tabela 1. Parimetros otimizados para a detec¢do e quantificagdo dos residuos de agrotéxicos no sistema ESI-QqQ

Fragmento 1/ (m/z) Fragmento 2 / (m/z)

Composto Voltagem do cone / V Massa molecular / (g mol™") (energia de colisio / V) (energia de colisio / V)
Acefato 10 184 49 (17) 143 (7)
Acetamipride 10 223 126 (19) 56 (14)
Carbendazim 10 192 160 (16) 132 (29)
Diflubenzurom 20 311 158 (13) 141 (33)
Imidaclopride 10 256 209 (13) 175 (17)
Metomil 10 163 88 (7) 106 (8)
Tiametoxam 10 292 211 (11) 181 (22)
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Validacio do método

O método proposto para a determinagdo de residuos dos setes
agrotoxicos em amostras de mel, empregando o método QUEChERS
e andlise por UHPLC-MS/MS, foi submetida ao estudo de validacio
de acordo com o protocolo proposto pela Comunidade Europeia —
documento SANTE/11813/2017.2* O protocolo europeu é o mais
empregado e reconhecido dentre aqueles que fazem referéncia a
validagdo de metodologias analiticas para determinacio de residuos
de agrotdxicos em alimentos, por apresentar procedimentos e critérios
bem estabelecidos para aceitagcdo dos pardmetros analiticos de uma
metodologia. Os pardmetros validados no método analitico proposto
neste trabalho foram: linearidade, seletividade/especificidade, limite
de quantificagdo, exatiddo e precisdo.

A incerteza do método analitico foi determinada empregando
metodologia Top-Down, a qual utiliza um determinado nivel de
informacdo obtida em estudo de validagdo que corresponde a todo
o processo de medicdo para resultar em uma incerteza global do en-
saio, conforme descrito no guia Eurachem.?” As fontes de incertezas
consideradas foram o preparo de solugdes, o ajuste do modelo linear
para as curvas analiticas, a reprodutibilidade dentro do laboratdrio
(precisdo intermedidria) e as taxas de recuperacdo dos agrotoxicos.

De acordo com o documento SANTE/11813/2017, os {ons precur-
sores e de transi¢des (quantificacio e identificacdo) devem apresentar
relag¢@o sinal/ruido (S/R) superior a 3, e a razdo das transigdes de
quantificagdo/confirmag@o nas amostras e nos padrdes nio devem
diferir de + 30%. Portanto, duas transi¢des foram selecionadas para
cada composto, conforme apresentadas na Tabela 1, obedecendo os
critérios definidos pelo protocolo. A Figura 2 apresenta os croma-
togramas de fons totais (TIC) obtidos de uma amostra isenta dos
agrotoxicos e os cromatogramas de uma amostra fortificada com
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todos os agrotéxicos com concentragio de 2,5 pg L', A inexisténcia
de picos cromatograficos no tempo de retengdo dos compostos estu-
dados no cromatograma da amostra de mel, isenta dos agrotoxicos,
evidencia a auséncia de interferéncias e a seletividade/especificidade
do método analitico.

As curvas analiticas foram construidas pelo método do padrao
externo (em acetonitrila:dgua, 10:90 v/v) e pela fortificacdo na ma-
triz do mel. A faixa de concentra¢des empregadas na construgdo das
curvas analiticas para os agrotoxicos variou de 0,07 a 4,50 pg L',
sendo essa a faixa de trabalho (range) definida neste estudo. A partir
das curvas analiticas foram determinadas também a linearidade do
método proposto, expressa pelo coeficiente de correlagdo linear (r)
entre as concentracdes e as respectivas dreas de pico dos compostos,
e a sensibilidade analitica, expressa pelo coeficiente angular da equa-
¢do da reta. Os parametros analiticos do método obtidos das curvas
analiticas sdo apresentados na Tabela 2. O método apresentou maior
sensibilidade analitica para o carbendazim e menor para o imidaclo-
pride, ainda assim apresentando limites de quantificagdo da ordem
de 0,07 ug L', As curvas analiticas apresentaram excelentes ajustes
ao modelo linear, > 99,1%, com coeficientes de regressao superiores
a 0,991, estando em acordo com o recomendado pelos principais
protocolos de validag¢ao.>*?-30

Os limites de quantificagdo (LOQ) para os agrotéxicos pelo
método proposto foram obtidos pela menor concentragio extraida
dos compostos que apresentou taxa de recuperagdo na faixa de
70-120% com RSD menor que 20%. Os valores de LOQ foram de
0,07 ug L' para o extrato de carbendazim, que corresponde a 0,6 ug
kg' de residuos de carbendazim no mel; 1,3 pg kg (0,15 ug L")
para o acetamipride e o tiametoxam e 4,0 pug kg (0,50 pug L) para
o diflubenzurom, acefato, imidaclopride e metomil. Esses valores
sdo inferiores aos estabelecidos como limite maximo de residuos
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Figura 2. Cromatogramas de ions totais para os extratos das amostras de mel (a) sem a fortificagdo e (b) com a fortificagdo de solugdes padrdo a 2,5 ng L
dos agrotoxicos (1) diflubenzurom, (2) acetamipride, (3) imidaclopride, (4) tiametoxam, (5) metomil, (6) carbendazim e 7 (acefato), obtidos por UHPLC-MS/

MS, de acordo com as condi¢des apresentadas na se¢do experimental
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Tabela 2. Pardmetros analiticos do método de determinagdo de residuos de agrotéxicos em amostras de mel, empregando extracio pelo método QUEChERS e

andlise por UHPLC-MS/MS

Método do padrao externo*®

Calibragdo na matriz

Compostos Range / (ug L) - - —— - - —
Linearidade / r Sensibilidade / (L pg™) Linearidade / r Sensibilidade / (L pg™)

Acefato 0,50 a 4,50 0,9990 2716 0,9996 2994

Acetamiprido 0,15 24,50 0,9991 8090 0,9986 7439

Carbendazim 0,07 a 4,50 0,9977 12242 0,9991 17004

Diflubenzurom 0,50 a 4,50 0,9986 2614 0,9968 2759

Imidaclopride 0,50 a 4,50 0,9942 2215 0,9996 2260

Metomil 0,50 a 4,50 0,9910 3543 0,9990 3139

Tiametoxam 0,15 a 4,50 0,9994 8307 0,9994 7520

*preparada na mistura acetonitrila:dgua (10:90, v/v).

(LMR) para os agrot(_Sxi.cos em mel pela Comunidade Europeia, que e,

estabelece limites mais rigorosos para o consumo do mel.*! Os valores

de LOQ para os residuos de agrotéxicos obtidos neste método sdo .

inferiores também a outras metodologias propostas para determinagao Metomil

de residuos de agrotéxicos em mel, empregando diferentes métodos

de preparaciio de amostras e técnicas analiticas na literatura.’>35 A Imidaclopride ]

Tabela 2S do material suplementar apresenta uma comparagao entre T

os parametros analiticos do método proposto neste trabalho com Diflubenzurom

outros métodos desenvolvidos para determinag@o de residuos de agro-
toxicos em mel. Essa alta detectabilidade do método estd associada
a técnica de UHPLC-MS/MS, que apresenta alta detectabilidade no
modo MRM.

A partir das curvas analiticas construidas a partir das solu¢des dos
agrotoxicos no extrato da amostra de mel e em solvente avaliou-se o
efeito de matriz no método, o qual deve ser considerado e estimado
em andlises quantitativas por cromatografia liquida com detector
por espectrometria de massas com fonte de ionizagao electrospray.
Os componentes da matriz podem melhorar ou suprimir o sinal dos
analitos e o efeito pode variar de amostra para amostra. No caso da
fonte de ionizagdo ESI os componentes da matriz podem afetar a
eficiéncia de ionizacdo dos analitos. Para reduzir os efeitos da matriz
foi importante empregar uma preparacio de amostra e uma separagao
cromatografica eficientes, além disso foi realizada a diluig¢do do extra-
to, 1:10, antes da injecdo cromatogréfica para a reduzir os efeitos de
matriz. Desta forma, os efeitos de matriz foram negativos para aceta-
mipride, metomil e tiametoxam, provavelmente devido a competicao
por ionizacio entre os analitos e outros componentes da amostra que
ndo foram eliminados na preparaciio de amostra, enquanto os agro-
téxicos acefato, carbendazim, diflubenzurom e imidaclopride foram
acometidos por efeitos de matriz positivos, Figura 3. Nesse caso,
provavelmente os componentes do mel, ndo eliminados no processo
de extracdo, favoreceram a ionizacdo dos analitos, gerando um sinal
analitico maior que o esperado para os compostos. Portanto, a matriz
exerce influéncia nas andlises cromatograficas, sendo necessdria a
construc@o das curvas analiticas em extratos da matriz de mel, para
minimizar os efeitos da mesma.

A exatiddo e precisdo do método foram avaliadas em trés dife-
rentes niveis de fortificagdo (0,5 2,5 e 4,5 pg L") das amostras de mel
com solucdes padrdo dos agrotoxicos e submetidas as extracdes, em
seis replicatas, pelo método QUEChERS e andlise dos extratos por
UHPLC-MS/MS em um mesmo dia, para avaliar a repetibilidade,
e também em trés dias distintos, para avaliar a reprodutibilidade
dentro do laboratdrio (precisio intermedidria), como preconizado no
documento SANTE/11813/2017. A exatidao do método foi expressa
pela taxa de recuperag@o alcancada para os agrotoxicos, sendo obtida
uma faixa de recuperagdes de 89,3 a 106,6% (Figura 4). O protocolo
de validagdo europeu estabelece como critério de aceitaciio da exa-
tiddo do método recuperagdes na faixa de 70 a 120%, considerando

Carbendazim

Acetamiprido

Acefato

-10 -5 0 5 10 15 20
Efeito de matriz / %

Figura 3. Efeitos de matriz (%) na quantifica¢do dos agrotoxicos por
UHPLC-MS/MS, determinados a partir de solugdes padrao dos agrotoxicos
preparadas em solvente e nos extratos de mel

a complexidade das matrizes alimenticias e a presenca de residuos
em niveis traco. Dessa forma, o método proposto neste trabalho pode
ser considerado de boa exatiddo para a determinagao de residuos de
agrotoxicos em amostras de mel.

A precisdo do método foi avaliada a partir dos pardmetros de
repetibilidade e reprodutibilidade dentro do laboratério de acordo
com o documento SANTE/11813/2017. A precisdo € expressa pelo
desvio padrdo relativo (RSD) dos resultados de recuperacao para seis
réplicas das amostras fortificadas em trés niveis de concentragio e
submetidas as condi¢des idénticas de processamento (repetibilidade)
e variando uma das condi¢des do método (reprodutibilidade dentro
do laboratério), que neste estudo foi o dia de realizagdo das extra-
¢oes. Os resultados obtidos para esta avaliacdo estdo apresentados
na Tabela 3, na qual se observa que todos os valores de RSD foram
inferiores a 13,8%. De acordo com o protocolo de validagio europeu,
para que uma metodologia analitica possa ser considerada precisa
¢é necessdrio que a dispersdo dos resultados, medida pelos valores
de RSD no estudo da repetibilidade e reprodutibilidade, dentro do
laboratdrio, sejam inferiores a 20%. Logo, o método proposto para
a determinacdo de residuos dos sete agrotoxicos, empregados em
larga escala em diferentes culturas na regido do Tridngulo Mineiro,
em amostras de mel pode ser considerado de boa precisao.

A incerteza de medi¢@o para o método analitico proposto para
a determinagdo de residuos de agrotéxicos em mel foi calculada
conforme a metodologia fop-down descrita no guia Eurachem.”
O preparo das solucdes; o ajuste do modelo linear para as curvas
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I Accfato
I Acetamipride

B carbendazim
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I 1midaclopride
[ |Metomil

B Tiametoxam

Recuperagédo / %

0,5 2,5 45

>

Niveis de fortificagdo / (ug L)

Figura 4. Porcentagens de recuperagdo dos residuos de agrotoxicos de amos-
tras de mel empregando a extragdo pelo método QuEChERS e a quantificagdo
por UHPLC-MS/MS. N = 6

analiticas, obtido pela regressdo linear; a precisdo intermedidria e
os ensaios de recuperagdo foram as principais fontes de incerteza
associadas ao método.**¥’ Os valores de incerteza expandida (U),
expressos em percentagem para cada um dos agrotoxicos estudados,
estdo apresentados na Tabela 3. Como pode-se observar, a incerteza
expandida apresentou valores abaixo de 50%, sendo os valores de
incerteza na faixa de 21,1% a 37,8%. Esses resultados satisfazem

Quim. Nova

os critérios de aceita¢do para metodologias analiticas que visam a
determinacio de residuos de agrotéxicos em alimentos estabelecidos
no documento SANTE/11813/2017.

Dessa forma, o método proposto para determinag@o dos residuos
de acefato, acetamipride, carbendazim, diflubenzurom, imidaclopride,
metomil e tiametoxam em amostras de mel foi validado seguindo os
procedimentos sugeridos pelo protocolo europeu, satisfazendo todos
os critérios de aceitagdo. No Material Suplementar € apresentado um
resumo dos resultados obtidos para o estudo de validacdo do método
proposto neste trabalho (Tabela 3S).

Determinacio de residuos de agrotoxicos em amostras de mel
da regido do Triangulo Mineiro

Sete amostras de mel oriundas de 6 cidades da regido do Triangulo
Mineiro foram analisadas seguindo o método proposto. A Tabela 4
apresenta os resultados das andlises das amostras de mel. Observa-se
que em todas as amostras foram detectados os agrotdxicos metomil
e imidaclopride. Uma das amostras, identificada como amostra F,
obtida de colmeia localizada na cidade de Uberaba, apresentou, além
do imidaclopride e metomil, residuos de carbendazim e de tiameto-
xam. Os compostos acefato, acetamipride e diflubenzurom nao foram
detectados em nenhuma das amostras analisadas.

O imidaclopride e o metomil sdo inseticidas comumente em-
pregados nas culturas de milho e soja que estdo espalhadas por toda
regido do Tridngulo Mineiro. Portanto, a presenca desses dois resi-
duos em todas as amostras de mel analisadas, mesmo estando abaixo
do LMR, ¢ um forte indicativo do uso demasiado dos agrot6xicos
nestes cultivos ao longo de toda a regido do Triangulo Mineiro. Os
outros dois residuos detectados em uma das amostras analisadas sdo

Tabela 3. Parimetros analiticos do método de determinacio de residuos de agrotoxicos em amostras de mel, empregando extracao pelo método QUEChERS e

andlise por UHPLC-MS/MS

Repetibilidade * Reprodutibilidade dentro do lab ®
Compostos RSD /% RSD /% U/ %
0,5ug L 25ugL! 45ug L 0,5ug L 25ug Lt 45ug L
Acefato 1,0 0,8 0.4 2,8 0,5 0,6 222
Acetamipride 1.4 0,9 1,2 2,3 0,8 0,8 28,8
Carbendazim 1,3 0,6 0,8 2.3 0,8 0,8 25,7
Diflubenzurom 1.4 1,6 1.4 39 1,6 1,3 37,8
Imidaclopride 1,7 0,2 0,3 4,6 0,7 0,9 21,1
Metomil 13,8 3,0 1,5 4,1 1,3 0,6 28,0
Tiametoxam 2.8 0,7 2,1 0,6 0,4 0,8 223

“seis replicatas de extragdes sob condic¢Oes idénticas realizadas no mesmo dia. ® seis replicatas de extracoes realizadas em trés dias distintos.

Tabela 4. Amostras de mel analisadas pelo método proposto quanto a presenga e concentragdo de sete agrotoxicos normalmente empregados na Regido do

Triangulo Mineiro

Compostos Amostras LOQ/ LMR?/
A B C D E F G (ug kg™ (ugkg"
Acefato - - - - - - - 4,0 20
Acetamipride - - - - - - - 1,3 50
Carbendazim - - - - - <LOQ* - 0,6 1000
Diflubenzurom - - - - - - - 4,0 50
Imidaclopride <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 4,5 14,0 4,6 4,0 50
Metomil <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 4,0 10
Tiametoxam - - - - - <LOQ - 1,3 50

1< LOQ — Menor que o limite de quantificacdo do método proposto; * LMR — limites méximos de residuos dos agrotéxicos em mel estabelecidos pela legislagdo

europeia.



Vol. 43, No. 3

comumente empregados nas lavouras soja e de cana-de-agticar, como
fungicida (carbendazim) e inseticida (tiametoxam), respectivamente.
Essa amostra € oriunda da cidade de Uberaba, indicando o elevado
uso destes agrotoxicos nessa regido e a consequente contaminagiao
de colmeias de abelhas.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido um método para a determinagio
de residuos de agrotéxicos em amostras de mel, empregando o método
de extragdo QuEChERS e a UHPLC-MS/MS. Um dos objetivos no
desenvolvimento era a busca por uma metodologia de alta detecta-
bilidade, capaz de detectar e quantificar baixos teores de residuos
de agrotdxicos em amostras de mel, que fornecesse resultados com
alta exatiddo e precisdo para possibilitar a avalia¢do da contaminagao
deste produto apicola. De acordo com os resultados de validacdo e
considerando os critérios de aceitagdo estabelecidos no documento
SANTE/11813/2017 da comunidade europeia, o método desenvol-
vido apresenta todas essas caracteristicas, alcancando os objetivos
propostos. Aplicando o método em amostras de mel adquiridas da
regido do Tridngulo Mineiro foi possivel identificar a presenga dos
compostos metomil, carbendazim, imidaclopride e tiametoxam. Desta
forma, podemos concluir que as regides das quais as amostras de mel
foram extraidas estdo sob incidéncia dos agrotéxicos empregados nas
culturas de grios e cana-de-agtcar e que os produtos apicolas obtidos
das colmeias nessas regides estdo sob risco real de contaminagao por
esses agrotoxicos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Informagdes adicionais sobre os agrotéxicos e 0 método proposto
neste trabalho estéio disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na
forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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