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Artigo

PESTICIDES RESIDUE DETERMINATION IN CATTLE PLASMA BY GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY.
An analytical method for the isolation based on matrix solid-phase dispersion technique and gas chromatographic determination of
pesticides in cattle plasma is presented. It was fortified 0.25 g of plasma with pesticides and blended with 1 g each C18 and Na,SO,.
The homogenized matter was transferred to a SPE cartridge, which contained 1 g of activated florisil with 5 mL acetonitrile. The

analites were eluted under vaccum with 15 mL acetonitrile, the extract was analyzed by gas chromatography-mass spectrometry. The

limit of quantification of the method was 0.04 mg L' for chlorphenvinfos and fipronil and 0.02 mg L' for cypermethrin..
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INTRODUCAO

Os medicamentos veterindrios sdo empregados na medicina ve-
terindria para fins terapéuticos, profildticos ou como promotores de
crescimento. Seu uso inadequado, pela ndo observancia do tempo de
caréncia, dosagens incorretas, via de administra¢do nao recomendada,
terapia indiscriminada e uso de substincias proibidas podem deixar
residuos em produtos alimenticios de origem animal, colocando em
risco a saide humana.! No Brasil 57% do mercado veterindrio é
destinado a bovinos, destacando os antimicrobianos, endoparasitas,
ectoparasitas, promotores de crescimento e antibiéticos.”

O Brasil detém o segundo maior rebanho bovino comercial do
mundo, sendo o maior exportador mundial de carne,’ mas apresenta
deficiéncias no controle de qualidade, tanto microbioldgica, como
também relacionado a presenca de residuos de substincias quimicas
nos produtos de origem animal disponivel no mercado.* A presenca de
residuos nos alimentos, destacando os pesticidas que sdo aplicados no
rebanho bovino, no combate ao carrapato (Boophilus microplus) e mosca-
dos-chifres (Haematobia irritanis), podem deixar residuos no leite e na
carne comercializada, comprometendo a satide da populac@o se estiverem
em niveis acima dos permitidos pela legislacdo (Food and Agriculture
Organization - FAO e Organizagio Mundial da Satide - OMS), podendo
inibir as relagdes de exportagdo/importagdo entre paises.’

Os métodos analiticos para monitorar residuos de medicamentos
veterindrios em matrizes alimenticias, destacando os pesticidas que
sdo utilizados no combate a ectoparasitas do rebanho bovino, devem
ser rapidos, especificos e sensiveis, para permitir a detec¢do a baixas
concentragoes.

As andlises de amostras de alimentos sélidas ou semissdlidas,
destacando as de origem bioldgica, sdo extremamente trabalhosas. A
técnica de extragdo por dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS),
introduzida por Barker et al..® resolveu os problemas da extragio de
matrizes sélidas, semissélidas e viscosas,’ principalmente em analises
de amostras bioldgicas que, devido a complexidade das mesmas,
exigem preparo da amostra, sendo esta a etapa mais problemdtica. A
DMES estd baseada em principios quimicos e fisicos simples, envol-
vendo forgas aplicadas & amostra por mistura mecanica, para produzir
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rompimento da amostra e interacdes da mesma com o suporte sélido
e com a fase quimicamente ligada (C18) ou com a superficie quimica
de outros suportes sélidos.” A escolha da técnica de extracdo a ser
utilizada deve levar em conta as caracteristicas: ser simples, rdpida,
de baixo custo, fornecer extratos relativamente livre de interferentes,
proporcionar altas recuperacdes, boa exatiddo e precisdo.! A DMFS
apresenta vantagens sobre as técnicas convencionais de extragio,
pois utiliza pequena quantidade de amostra, sem manipulagdes qui-
micas complicadas, poucas etapas envolvidas e pequeno consumo
de solventes orgénicos.’

A cromatografia representa o mais relevante conjunto de técnicas
analiticas disponiveis atualmente para andlise de substancias quimi-
cas,'’ em especial a cromatografia gasosa, devido os baixos limites
de detecc@o que podem ser conseguidos com a técnica.!’ A maioria
dos métodos fisico-quimicos, para a confirmacdo de residuos de
medicamentos veterindrios em alimentos, utiliza a cromatografia e
as técnicas espectrométricas, as quais fornecem informagdes sobre
as estruturas quimicas dos analitos, sendo recomendadas para a con-
firmagao inequivoca da identidade, evitando com isso a possibilidade
de resultados falso-positivos. No que diz respeito as determinacdes
de contaminantes em alimentos, as técnicas cromatograficas de sepa-
racdo destacam-se no ambito analitico pela reconhecida capacidade
de possibilitarem anélises qualitativas e quantitativas.'

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou a
implementacdo de um método conhecido envolve um processo de
avaliagdo que estime sua eficiéncia na rotina do laboratério, o qual é
denominado de validag@o." A validagio € imprescindivel para garantir
a confiabilidade dos resultados de um determinado procedimento
analitico.'” Quando a tomada de decisdes for baseada em resultados
analiticos, € importante ter alguma indicacdo quanto a qualidade dos
resultados, ou seja, o quanto se pode confiar neles para cada propod-
sito pretendido.!* Os pardmetros de validagdo de métodos analiticos
envolvem especificidade/seletividade, fung¢do da resposta (grafico
analitico), intervalo de trabalho, linearidade, sensibilidade, exatidao,
precisdo (repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutividade),
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez.'3

Foi publicada recente revisdo bibliogréfica sobre os muitos usos
da DMFS na extragdo e andlise de compostos de varias classes, en-
volvendo diferentes matrizes.” Entretanto, ndo foi registrado nenhum
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estudo envolvendo a matriz plasma, bem como, com os analitos
contemplados neste estudo, fipronil e clorfenvinfos.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e validar um método
analitico, empregando a dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS),
seguida pela cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS), na anélise de residuos dos pesticidas clorfenvinfos, fipronil
e cipermetrina, os quais sdo aplicados no rebanho bovino no combate
ao carrapato Boophilus microplus, utilizando como matriz de estudo o
plasma bovino. Aplicar o método analitico desenvolvido em amostras
de plasma de animais submetidos ao tratamento com os pesticidas.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e reagentes

Os padrdes analiticos dos pesticidas, clorfenvinfos, fipronil e
cipermetrina, foram adquiridos da Sigma Aldrich (Alemanha), com
pureza superior a 96,7%, sendo as solugdes estoque, concentracio de
100 mg L', bem como as de trabalho, em concentra¢oes diferencia-
das, preparadas em solvente acetonitrila grau HPLC da Mallinckrodt
(Pillipsburg, NJ, USA). Octadecylsilano (C18, 50 um) e florisil (100-
200 mesh) foram adquiridos da J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA)
e Na,SO, da Synth (Brasil).

As amostras de sangue foram adquiridas de animais procedentes
do rebanho bovino da Embrapa Pecudria Sudeste, sendo coletadas
em bolsa de transfusdo, contendo o anticoagulante citrato de sédio.
No laboratério o sangue foi centrifugado, utilizando-se centrifuga
marca Fanem (Brasil), por 10 min, a 3000 rpm, separando-se a parte
liquida (plasma) da sélida (precipitado).

Preparo da amostra

Neste estudo foi aplicada a técnica de extragdo por dispersdo
da matriz em fase sélida (DMFS), descrita em Lehotay er al.’® e
Schenck e Wagner.'¢

Na DMEFS 0,25 mL de plasma foi fortificado com a solug@o de tra-
balho dos padrdes analiticos, permanecendo em repouso por 30 min,
de modo que ocorresse a interag@o entre os analitos e a matriz. Em
seguida adicionou-se 1 g de C18 e 1 g de Na,SO,, homogeneizando-
se a mistura em almofariz por 2 min, sendo o contetido transferido
para um cartucho de SPE de polietileno, volume 20 mL, contendo 1 g
de florisil pré-ativado com 5 mL de acetonitrila. Os pesticidas foram
eluidos com 15 mL de acetonitrila, sendo o eluato rotaevaporado até
a secura, em seguida reconstituido com 1 mL de solvente acetonitrila
e injetado no GC-MS.

Analises cromatograficas: GC-MS

As andlises cromatograficas foram feitas utilizando um cro-
matografo a géds, equipado com detector seletivo de massas, marca
Shimadzu (Kyoto, Japdo), modelo GCMS-QP2010, com coluna ca-
pilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,1 um). O pesticida
cipermetrina € constituido por oito isdmeros dpticos, mas a técnica
de separacdo GC tem a capacidade de distinguir apenas quatro, cis/,
cis2, transl e trans2."” As condig¢des analiticas foram: temperatura do
injetor, interface e fonte de {ons de 250 °C, gds de arraste hélio com
vazdo na coluna de 0,75 mL min’', injetor no modo sem divisao de
fluxo (splitless) e programacao de temperatura do forno: 120 °C — 4
°C min™ - 190 °C — 32 °C min™ — 270 °C (4 min), volume de inje¢do
da solucdo padrido e extrato de 1 uL. O espectrometro de massas foi
operado no modo MIS (monitoramento de {ons selecionados), sendo
selecionado trés fons para cada analito estudado (Tabela 1), modo de
ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV.
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Tabela 1. Tempo de reten¢io dos pesticidas analisados, com os res-
pectivos fons monitorados (m/z), obtidos através do fragmentograma
de cada composto

Tempo retengdo

Pesticida (min) m/z
Clorfenvinfos 16,8 170 267 323
Fipronil 17,1 367 351 420
Cipermetrina

A 22,1; 22,2; 223; 2273 163 165 181
(4 is6meros)

Validaciao do método analitico

Para assegurar credibilidade nos dados das andlises quantitativas,
o método analitico foi validado. Foram considerados os parametros:
exatiddo (recuperagdo), precisdo (coeficiente de variacdo), coeficiente
de determinagdo, linearidade e limites de deteccdo e quantifica-
¢do.!%1® A exatiddo foi calculada através da recuperacao, avaliando
as concentracoes de 0,5; 0,1 e 0,04 mg L' e a linearidade através da
inje¢do dos extratos contendo os analitos em estudo no GC-MS, em
triplicata, apds aplicar a DMFS, analisando as concentragdes de 0,04;
0,1;0,25¢ 0,5 mg L, construindo-se curvas analiticas. Calculou-se o
limite de detecgdo (LOD) para cada analito, multiplicando-se o valor
médio do ruido, na regido do tempo de retencio do composto, por
trés,'® e o limite de quantificagdo como sendo a menor concentracio
do composto que pode ser medida com uma precisdio especificada,
dentro do critério de aceita¢do do método."

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos ao aplicar a
DMEFS em amostras de plasma bovino, isento dos principios ativos (A)
e fortificado com os pesticidas na concentragdo de 0,04 mg L' (B), a
qual foi efetiva na extracdo de clorfenvinfos, fipronil e cipermetrina,
bem como, atuou no clean-up da amostra, sendo o cromatograma
obtido livre de interferentes na regifio préxima ao tempo de retengao
dos compostos analisados.

Segundo Husain ef al.,”® a técnica de extrag@o por dispersdo
da matriz em fase sélida (DMFES) tem sido amplamente aplicada
na extra¢do de drogas veterindrias, herbicidas, pesticidas e outros
poluentes presentes em matrizes complexas, como tecidos animais,
frutas e vegetais. Na extrac¢@o as interagdes entre os componentes
individuais da amostra e o analito de interesse envolvem o analito
com o suporte sélido, o analito com a fase organica ligada, o analito
com a matriz dispersa, a matriz com o suporte sélido, a matriz com
fase organica ligada e todos estes componentes interagindo com o
solvente de elui¢do, interacdes estas que ocorrem simultaneamente.
Assim, a escolha do suporte-adsorvente recai na polaridade do ana-
lito e na natureza da matriz, de modo que o isolamento de analitos
mais polares € realizado com suportes s6lidos polares e o de analitos
menos polares com suportes menos polares, sendo que a quantidade
e a porcentagem também afetam os resultados. *2!22

A validag@o de um método analitico na area de residuos de pes-
ticidas € realizada para garantir que a mesma seja exata, especifica e
reprodutivel, e envolve a interag@o entre o principio ativo e a matriz
durante os procedimentos analiticos, que resulta na quantificagao por
métodos instrumentais.?® A Tabela 2 ilustra os resultados obtidos na
validacdo do método proposto. Os valores de recuperacdo obtidos
para clorfenvinfos, fipronil e cipermetrina, extraidos da matriz plasma,
avaliando-se as concentragdes de 0,5; 0,1 e 0,04 mg L, variaram de
70 a 126%, com coeficientes de variacido (CV) compreendidos entre
2 e 8%. Esses valores estdo dentro da faixa de aceite estabelecida
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pelo EPA, a qual varia de 70 a 130%, com CV inferior a 30%,>* sendo
adequados as andlises nos niveis estudados.

1500 T4 500 ; A
@ 1000
L=
o
=
g
2
& 500
0 T T T T T T T T T T T
160 170 180 190 200 210 220 230
Tempo (min)
10000 |10 pap : B
]
L=
2
‘T S0004 4
g 35
g 6
16.0 17.0 180 19.0 200 210 220 230
Tempo (min)

Figura 1. Cromatogramas dos extratos apos aplicar o método analitico, dis-
persdo da matriz em fase solida seguida pela cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas, em amostras de plasma bovino, na auséncia dos
pesticidas (A) e fortificagdo com os analitos na concentragdo de 0,04 mg L'
(B). MS operando no modo MIS. Coluna capilar de silica fundida DB-5 (30
mx 0,25 mm x 0,1 wm). Programagdo de temperatura do forno: 120 °C —4 °C
min”' =190 °C — 32 °C min”' — 270 °C (4 min). 1 = clorfenvinfos; 2 = fipronil;
3,4, 5, 6 = isomeros da cipermetrina

Tabela 2. Valores de recuperacdo e coeficientes de variagao (CV), ob-
tidos ao aplicar a dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS) seguida
pela cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS), na anélise de clorfenvinfos, fipronil e cipermetrina, em amostras
de plasma, avaliando as concentragdes de 0,5; 0,1 e 0,04 mg L"!

Pesticida Recuperacdo (%) = CV (%)

0,5 mg L 0,10 mg L 0,04 mg L
Clorfenvinfos 73+£2 1205 85+8
Fipronil 70 +3 93 +4 126 +5
Cipermetrina 732 116 £ 4 104 £5

Na determinag@o de residuos de medicamentos veterindrios em
alimentos, os métodos analiticos mais apropriados sdo os cromato-
gréaficos associados a espectrometria de massas, mas € importante
incluir no protocolo o parametro efeito matriz. A presenca de com-
ponentes coextraidos da matriz pode causar sérios problemas nas
analises cromatograficas, incluindo imprecisdo na quantificagao,
decréscimo na robustez do método, baixa detectabilidade dos analitos
e, mesmo, a obtengdo de resultados falso positivo ou negativo.” Ao
injetar a amostra real, componentes da matriz tendem a bloquear os
sitios ativos, principalmente os grupos silanois livres, no injetor ou
coluna cromatogréfica, onde ocorre a adsor¢ao ou degradacdo dos
analitos.”® Este fendmeno resulta em um maior sinal do analito na
solucdo contendo a matriz do que na livre da matriz. Outro problema
associado com a injecdo da matriz envolve a gradual acumulagdo de
componentes ndo volateis no sistema GC, resultando na formacao de
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novos sitios ativos, e gradual diminui¢do/reducio na resposta do ana-
lito. Portanto, diante da complexidade da matriz de estudo, o plasma
bovino, e visando atender a legislagdo, com valores de recuperagdo
e coeficientes de varia¢do dentro da faixa de aceite, constantes lim-
pezas do liner e coluna cromatografica foram necessdrias durante o
desenvolvimento e aplicagdo do método proposto.

Os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram 0,01
e 0,04 mg L' para clorfenvinfos e fipronil, respectivamente, e 0,005
e 0,02 mg L' para cipermetrina, respectivamente. A linearidade foi
calculada construindo curvas de calibra¢@o externa com os analitos em
estudo, depois de extraidos do plasma bovino, obtendo os respectivos
coeficientes de determinagdo e equacgdes de regressdo, variando as
concentracdes de 0,04 a 0,50 mg L' (Figura 2). O método desenvol-
vido, dispersdo da matriz em fase sélida seguido pela cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, mostrou-se linear nas
concentracdes analiticas analisadas, com coeficientes de determinacio
para os trés analitos superiores a 0,96, demonstrando que o detector
de massas responde bem as concentragdes injetadas.
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Figura 2. Curvas analiticas para os pesticidas cipermetrina, clorfenvinfos e
fipronil, nas concentragdes de 0,04, 0,1; 0,25 ¢ 0,5 mg L

Um aspecto importante a ser considerado em se tratando de mé-
todos destinados a quantifica¢@o de residuos de medicamentos veteri-
ndrios em alimentos, € o fato de que apenas garantir a confiabilidade
analitica das medidas ndo € suficiente. Na validacdo deve ser levado
em consideragdo o limite maximo de residuo (LMR) da substancia
alvo no alimento, no intuito de garantir que o método seja adequado
para o objetivo proposto, ou seja, no controle da qualidade de ali-
mentos visando a inocuidade alimentar.'> Como ndo existe um valor
estabelecido de LMR para a matriz plasma bovino, consideraram-se
os LMRs estabelecidos para a cipermetrina em leite e carne, 0,1 e
0,05 mg kg'!, respectivamente,” valores esses superiores aos LOQs
determinados no estudo, nio existindo valores definidos de LMRs
para clorfenvinfos e fipronil.

Ap6s desenvolvido, otimizado e validado, o método analitico
proposto foi aplicado em amostras de plasma de bovinos, proceden-
tes de animais submetidos ao tratamento com os pesticidas, sendo
possivel identificar a presenga do analito cipermetrina 6 e 24 h ap6s
a aplicac@o do composto (Figura 3). Considerando os valores de drea
obtidos e aplicando a equacdo da reta, referente a curva de calibracéo
da cipermetrina, as concentracdes detectadas foram inferiores ao
limite de quantificagdo do método.

CONCLUSAO

O método proposto mostrou-se sensivel, preciso e reprodutivel
para analisar residuos dos pesticidas clorfenvinfos, fipronil e ciper-
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Figura 3. Cromatograma do extrato apds aplicar a DMFS e posterior andlise
por GC-MS, modo SIM, em amostra de plasma procedente de animal subme-
tido ao tratamento com os pesticidas. Programagdo de temperatura do forno:
120°C — 4°C min”' — 190°C - 32°C min” - 270°C (4 min). Coluna DB-5 (30 m
x025mmx 0,1 um). 1, 2, 3, 4 = isomeros da cipermetrina

metrina em plasma bovino, uma vez que estes foram detectados a
baixas concentragdes: 0,005 mg L' para cipermetrina e 0,01 mg L"!
para clorfenvinfos e fipronil, com valores de recuperacdo e precisao
dentro do intervalo de aceite estabelecido pelo EPA. A técnica de
extrag@o aplicada, dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS), é
simples, rdpida, eficiente e de baixo custo, com reduzido consumo
de solventes organicos. Analisando amostras de plasma de bovinos
submetidos ao tratamento com os pesticidas, foi possivel detectar
a presenca do analito cipermetrina, com concentragdes detectadas
inferiores ao limite de quantificacdo do método. O método analitico
pode ser utilizado como um protocolo para investigar a presenca de
residuos de clorfenvinfos, fipronil e cipermetrina, em amostras de
plasma de origem bovina.
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