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Validagao de um método para determinacao
de residuos de fungicidas em graos de soja

Sonia Claudia do Nascimento de Queiroz’
Debora Renata Cassoli de Souza Dutra?
Antonio Luiz Cerdeira®

Lourival Costa Paraiba*

Resumo — O cultivo de soja utiliza diversos tipos de fungicidas para controlar
fungos fitopatogénicos, que, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas
das moléculas, podem se acumular nos gréos e causar riscos a saude humana.
Desse modo, para verificar a presenca de residuos destas substancias nesta
matriz alimentar ha necessidade de desenvolver e validar métodos analiticos
que sejam sensiveis e confiaveis. Assim, o objetivo deste trabalho foi adaptar e
validar um método para a determinagéo dos fungicidas nao-ibnicos ciproconazol,
epoxiconazol, piraclostrobina e azoxistrobina em grédos de soja, para ser
aplicado na validagao de um modelo matematico cinético de bioconcentragao, a
fim de prever o acumulo desses agrotoxicos nesse alimento. O método analitico
baseou-se na abordagem QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) - acetato para o preparo de amostra e para a quantificagéo e
confirmagéao da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS/MS). Os parametros de validagao avaliados foram: linearidade
= 0,99, exatidao (em termos % de recuperagéo) de 70-120 % e precisao < 20
% (em termos de repetitividade na forma de coeficiente de variagdo-CV%),
limites de quantificagdo (LQ) iguais a 10 ug kg’ para ciproconazol, 5 ug kg™
para epoxiconazol e azoxistrobina, e 100 ug kg para piraclostrobina. Portanto,
o método foi adequado para o uso pretendido.

Termos para indexagdo: fungicida, residuo quimico, soja, analise quimica,
cromatografia gasosa, espectroscopia de massas.

' quimica, doutora em Quimica Analitica, pesquisadora da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP
2 quimica, doutora em Quimica, analista da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariiina, SP.
3 engenheiro-agronomo, doutor em Bioquimica, pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritina, SP.

4 matematico, doutor em Matematica Aplicada, pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariiina, SP.



Validation of a method for determination of fun-
gicide residues in soy grains

Abstract — Phytopathogenic diseases in soybean are controlled with several
types of fungicides, which, depending on the physico-chemical characteristics
of the molecules, they can accumulate in grains and cause risks to human
health. Thus, to verify the presence of residues of these substances there
is a need to develop and validate analytical methods that are sensitive and
reliable. The objective of this study was to adapt and validate a method for the
determination of non-ionic fungicides such as cyproconazole, epoxiconazole,
pyraclostrobin and azoxystrobin in soybeans, to be used to validate a model of
kinetic bioconcentration in order to predict the accumulation of the pesticides
in this food. The analytical method was based on QUEChERS approach
(English Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)-acetate for sample
preparation, quantification and confirmation with gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS/MS). The validation parameters evaluated
were: linearity = 0.99, accuracy (in terms of % recovery) of 70-120%
and precision < 20% (in terms of repeatability as coefficient of variation),
quantification limits (QL) equal to 10 pg kg™ for cyproconazole, 5 ug kg™ for
epoxiconazole and azoxystrobin and 100 ug kg™ for pyraclostrobin. Thus, the
method was suitable for the intended use.

Index terms: fungicide, chemical residue, soybean, chemical analysis, gas
chromatography, mass spectroscopy.
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Introducao

O Brasil ocupa um lugar de destaque mundial na producao de graos de soja
(Glycine max L.). Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab, 2017), safra 2016/2017, o Brasil € o segundo produtor mundial de
gréaos de soja e junto com Estados Unidos e Argentina sao responsaveis por
81,12% da produgéo mundial. Durante o plantio, agrotéxicos séo utilizados
no cultivo e também na pdés-colheita para proteger as plantas de doencas
e garantir tanto a qualidade quanto a produtividade da safra. Com o uso
intensivo, residuos destas substancias podem permanecer na planta e no
ambiente. Estudos envolvendo a quantificagédo de residuos de agrotoxicos sao
de extrema importancia devido a toxicidade destes residuos aos organismos
vivos.

Uma das classes de agrotoxicos mais utilizadas em soja é de fungicidas
e segundo o banco de informacao sobre os agrotoxicos e afins registrado
no Ministério da Agricultura - AGROFIT (Brasil, 2018) s&do permitidos
o uso de 30 fungicidas na cultura da soja. Sabe-se que dependendo das
caracteristicas fisico-quimicas destas moléculas pode haver acumulo nos
graos, comprometendo a seguranga no consumo deste alimento. A absorgao
dos principios ativos pela planta € o primeiro passo para este acumulo, os
quais podem entrar via raiz ou via foliar (Queiroz et al., 2003).

As metodologias utilizadas para quantificar residuos de agrotoxicos
envolvem as etapas de extracdo, limpeza para remogéo dos interferentes
(clean-up) e concentragao dos analitos de interesse. Apos a obtengéo dos
extratos utilizam-se, geralmente, técnicas cromatograficas para quantificar
e confirmar a presenca dos analitos. Andlises de compostos volateis e
estaveis termicamente séo realizadas por cromatografia gasosa, enquanto
que analises de compostos polares e que n&o volatilizam, por cromatografia
liquida.

Analises multi-residuos de agrotoxicos em alimentos baseadas no
QUEChERS (do inglés - Quick, Easy, Cheap, Effetive, Rugged e Safe) para
preparo de amostras foram publicadas, primeiramente, por Anastassiades
et al. (2003). Nesta abordagem original, na primeira etapa é realizada uma
extracdo com uso do solvente acetonitrila, particio com o uso de sais (ex.
sulfato de magnésio, MgSO4 e cloreto de sddio, NaCl) e uma etapa de clean-
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up com o uso de extragcao em fase solida dispersiva (Dispersive Solid Phase
Extraction, D-SPE). A extragao com acetonitrila permite menor presenca de
compostos lipofilicos, geralmente co-extraidos, provenientes da amostra.

Apos a primeira publicagdo sobre esta metodologia, nela ocorreram
varias modificacbes, tais como QuUEChERS tamponado, citrato e
acetato (Lehotay et al., 2010). Ainda segundo Lehotay et al. (2010), a
versdo acetato da abordagem QuUEChERS mostrou vantagens quando
comparada com outros estudos testados, pois melhorou as porcentagens
de recuperacéo (70-120 %), principalmente para compostos dependentes
do pH, independentemente da matriz utilizada (Prestes et al., 2011).

Na literatura sédo encontradas metodologias para determinagéo de residuos
de pesticidas em matriz de soja, como o uso de extragdo com acetona:
diclorometano: éter de petrdleo — método mini-Luke modificado (Pizzutti et
al., 2007), sem etapa de clean-up up. No entanto, essa metodologia utiliza
maiores quantidades de solvente quando comparada com o QUEChERS.
Em trabalho um pouco mais recente, os mesmos autores (Pizzutti et al.,
2009) compararam a metodologia de extragao mini-Luke modificada com a
metodologia de extragdo que utiliza acetonitrila com 1 % de acido acético,
sulfato de magnésio e acetato de sddio. Ambos os métodos utilizados nao
tiveram a etapa de clean-up e, segundo os autores, foram rapidos, eficientes
e robustos, podendo ser aplicados em analises de rotina.

As técnicas que envolvem cromatografia acoplada a espectrometria de
massas em série (LC-MS/MS e GC-MS/MS) utilizadas para a detecgao,
confirmacgéo e quantificagdo dos residuos dos agrotéxicos tém sido as de
escolha pelos especialistas em quimica analitica, uma vez que estes tipos
de analisadores sao sensiveis e seletivos, e ideais para analises em niveis
de pg Kg-1 ou ng Kg-1. Para comprovar a confiabilidade de uma metodologia
analitica, esta deve ser validada conforme guias e/ou documentos orientadores
nacionais e/ou internacionais, tais como o DOQ-CGCRE-008 (Inmetro, 2016)
e 0 guia SANTE/11945 (European Comission, 2015), que estabelecem os
parametros a serem avaliados, bem como os critérios de aceite. Segundo
o documento SANTE/11945 (European Comission, 2015), adotado pela
Comunidade Europeia, a soja representa o grupo de commodities com alto
conteudo de gordura e baixo teor de agua. Isso exige que nos procedimentos
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de limpeza de extrato (clean-up) os interferentes, principalmente gordura,
sejam removidos totalmente ou em grande parte para evitar ou diminuir o
chamado efeito matriz. Assim, o objetivo deste trabalho foi adaptar e validar
um método de anadlise para a determinacdo dos residuos dos fungicidas
nao-iénicos: ciproconazol, epoxiconazol, piraclostrobina e azoxistrobina em
gréos de soja, para ser utilizado na analise de amostras oriundas de cultivo
realizados em casa-de-vegetagao, onde os resultados serdo utilizados em um
modelo matematico cinético de bioconcentragéo, a fim de prever o acumulo
de agrotoxicos em alimentos.

A selecédo destes agrotdxicos baseou-se em que estes sdo utilizados
no controle de uma das doengas que mais afetam a cultura de soja, a
ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrizi. O fator de
bioconcentragdo (BCF) a ser calculado indica o grau de afinidade de uma
substancia a organismos vivos. Geralmente, este coeficiente & calculado pelo
quociente entre a concentragao da substancia no organismo e a concentragao
da substancia no meio. O BCF de uma substancia no alimento (folhas, frutos,
graos, tubérculos, e outros) permite estimar a ingestéao diaria da substancia
pelo consumo diario do alimento. Desta forma, o conhecimento prévio do BCF
de uma substancia em um alimento pode contribuir para o0 manejo adequado
de substancias utilizadas para produzirem alimentos seguros para o consumo
humano. As estruturas quimicas dos fungicidas sdo mostradas na figura 1.

TS U S e o

Piraclostrobina Azoxistrobina

<l

Ciproconazol Epoxiconazol

Figura 1 — Estruturas quimicas dos fungicidas estudados. Fonte: Adaptado de
PUBCHEM (2017).
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Materiais e Métodos

Amostras

As amostras de vagem de soja foram obtidas do plantio em vasos pelo
setor de Campos experimentais da Embrapa Meio Ambiente em Jaguariina
— S&o Paulo, Brasil. As amostras recebidas na Central de Residuos e
Contaminantes (CRC) da Embrapa Meio Ambiente foram mantidas a —20°C.
Os graos de soja foram retirados da vagem, manualmente, ainda congelados,
e foram triturados utilizando um processador industrial modelo Blixer 3 Robot
Coupe.

Solugoes dos padroes

Os padrbes dos agrotéxicos utilizados ciproconazol, piraclostrobina,
epoxiconazol foram da marca Fluka (Germany) e azoxistrobina da marca
Chem Service (USA), todos com pureza >99 %. As solugdes estoques
(1000 ug mL™") e intermediarias (10ug mL™" foram preparadas em metanol
grau HPLC. A partir dessa solugdo, foram preparadas diluicbes para a
construcdo das curvas analiticas no solvente acetato de etila da Scharlau
(Sentmenat, Spain).

Reagentes e equipamentos

Acido acético glacial (grau reagente) foi adquirido da J.T. Baker (México),
para o preparo de 1% de acido acético em acetonitrila adquirida da Tedia
(Fairfield, OH, USA) e a agua ultrapura foi obtida no sistema Milli-Q Advanced
system da Millipore (USA) com 18,2 MQ cm de resistividade. Os materiais
utilizados na extracdo QUEChERS foram acetato de sédio anidro adquirido
(po) da Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO) e sulfato de magnésio anidro MgSO,
da Sigma-Aldrich (Japdo). Na etapa do clean-up foi utilizado Bondesil-
PSA 40pm da Agilent (USA) e DSC-18 SPE da Sigma-Aldrich (Bellefonte,
PA, USA). Uma centrifuga da Thermo Scientific modelo Multifuge 3L-R foi
utilizada além de itens necessarios durante a validagao, tais como: balanga
analitica e semi-analitica, vials, filtros, vidrarias, entre outros.
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Extracao dos analitos

O método utilizado para a extragdo dos analitos da matriz foi adaptado
do método de Gouvéa et al. (2014). Assim, foram pesados 2 g de amostra
de gréo de soja em tubos tipo Falcon. A esta amostra foi adicionado 3 mL
de agua Milli-Q e aguardou-se 15 minutos. Em seguida, foram adicionados
10 mL de acetonitrila grau residuos de pesticidas contendo 1% de acido
acético. Utilizou-se um vortex, agitou-se essa solugdo por 1 minuto. Foram
adicionados 6,0 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de acetato de s6dio com
agitagao vigorosa por 1 minuto. O extrato foi levado para centrifugagéo a 4000
rpm por 10 minutos. Foram recolhidos 7 mL do sobrenadante e adicionados
em um tubo tipo Falcon contendo 300 mg de sulfato de magnésio, 300 mg
de PSA e 300 mg de C18 (Discovery — 18). Foi realizada nova centrifugagao
a 4000 rpm por 10 minutos. Retirou-se 3 mL do sobrenadante e transferiu-se
para um tubo concentrador e evaporou-se até a secura sob fluxo lento de
nitrogénio. O extrato foi ressuspenso com 500 uL de acetato de etila, filtrado
em 0,45um e injetado para quantificagdo dos residuos em um cromatografo
gasoso acoplado a um espectrdbmetro de massas tipo triplo quadrupolo
(GC-MS/MS).

Condi¢6es cromatograficas

O equipamento de GC-MS/MS utilizado foi o modelo CG 7890A (Agilent),
injetor Gerstel KAS 4 PTV, autoamostrador CTC Analytics e detector Waters
Quattro Micro MS/MS (Micromass). A coluna utilizada foi DB-5MS J&W
Scientific 30 m x 0,25 mm x 0,25 pym com fluxo do gas de arraste He: 1,0 mL
min-'. A temperatura do forno foi 50°C por 1,5 min com gradiente 15°C min-"’
até 200°C mantendo-se nessa temperatura por 2 minutos, e 15°C min" até
300°C mantendo-se nessa temperatura por 8 minutos. A injecao foi realizada
no Programmed Temperature Vaporizing (PTV) em modo solvent vent com
volume de injecao de 3 pL. A programacéo do injetor foi 50°C de temperatura
inicial, mantida por 0,30 min e ap6és a valvula ter sido aberta, a temperatura do
injetor foi aumentada até 280°C a uma taxa de 12°C s durante 27 minutos.
A fonte utilizada de ionizagéo por elétrons (El) foi mantida a 200°C e a linha
de transferéncia a 280°C. O gas de colisdo utilizado foi o argdnio. Os ions
foram medidos utilizando-se o modo multiple reaction monitoring (MRM) onde
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a transicdo que gerou maior detectabilidade foi aplicada para quantificagao,
e a de menor detectabilidade foi empregada para confirmagdo do analito.
Os parametros de aquisigao por GC-MS/MS otimizados para quantificagcao
(transicao 1) e confirmagéo (transigao 2) utilizados na validagdo e analises
sdo mostrados na tabela 1. O dwell time por ion foi de 0,1 s.

Tabela 1- Parametros de aquisi¢do usados para a analise por GC-MS/MS.

Pesticida tr (min) Transicdo1 EC*1 (V) Transicdo2 EC*2 (V)

Ciproconazol 17,3 222>125 15 222>82 5

Epoxiconazol 18,6 192>138 15 192>111 10
Piraclostrobina 21,7 132>77 15 164>132 15
Azoxistrobina 22,5 344>329 15 344>328 25

*EC= Energia de colisdo tr = tempo de retencéo

Validagao do método

A validagdo do método para a determinagéo de residuos de fungicidas
em graos de soja baseou-se no guia SANTE 11945 (European Comission,
2015) e DOQ-CGCRE-008 (Inmetro, 2016), e avaliaram-se os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, efeito matriz, limite de quantificagdo
(LQ), precisao intra-dia ou repetitividade obtida por meio do coeficiente de
variagao (CV%), e exatidao obtida por meio de estudos de recuperagao (%).
Para isso, foram fortificadas amostras testemunhas (isentas de agrotdxicos)
de graos de soja em diferentes concentragdes. As fortificagdes foram feitas
em quintuplicatas (n=5) para cada um dos niveis de concentragéo estudados
e estdo apresentadas na tabela 2.

Resultados e Discussao

A soja possui alto conteudo de gordura e baixo teor de agua. Em razao
dessas caracteristicas, os procedimentos de extracdo podem exigir maior
numero de etapas de limpeza do extrato para evitar ou diminuir o chamado
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efeito matriz. Isso significa que a metodologia de extragdo dos residuos de
agrotéxicos pode ser diferente para cada grupo de alimentos necessitando
de testes preliminares e ajustes para cada um deles. Considerando essa
complexidade, adicionou-se a etapa de clean-up o sorvente C-18 juntamente
com o sorvente PSA (do inglés: Primary secondary amine). Segundo
Palenikova et al. (2015) o C-18 é utilizado para remogao de componentes
lipidicos sendo necessario o uso para matrizes com alto teor de gordura, tal
como a soja, isso devido a sua capacidade de retengdo de compostos nao
polares como gorduras (Gonzalez Curbelo et al., 2015).

Apos estabelecer esses ajustes na metodologia foi realizada a validagéo
do método por meio da avaliagdo dos seguintes pardmetros:

Seletividade: foi realizada através da comparagao visual dos cromatogramas
do branco dos reagentes, do padrdo em solvente e da amostra testemunha
(matriz isenta dos analitos). Nao foi observado nenhum interferente nos
tempos de retengéo dos analitos.

Linearidade e efeito matriz: foram obtidas as curvas no solvente e no extrato
da matriz, com, no minimo, cinco pontos. A linearidade da curva analitica
foi estudada, inicialmente, utilizando-se o método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO) através da equagéo 1:

Y=ax+b (1)
onde a e b sdo constantes, x = concentracdo em yg mL-1 e y = area.

O coeficiente de determinacgdo (r?) foi igual ou maior do que 0,99 para
os quatro fungicidas e a faixa de concentragdo utilizada foi de 0,005 a
0,6 pug mL™", exceto para piraclostrobina que foi de 0,05 a 0,6 yg mL™. O
desvio da resposta individual de cada analito em relagéo a prépria curva de
calibragdo, na regido relevante, nao foi superior a +20%, calculado com o
software MassLynx V4.1 SCN714 da Waters. Foi analisado o efeito matriz
na resposta do equipamento para cada analito. Observou-se efeito matriz
(EM%) significativo, com aumento de sinal para epoxiconazol, ciproconazol,
piraclostrobina e azoxistrobina. O calculo do EM% foi feito pela comparacgéao
dos slopes das curvas no extrato da matriz e no solvente conforme descrito
no trabalho de Nieto Garcia et al. (2015) e mostrado na equacgao 2. A tabela 2
mostra os valores dos efeitos matriz para cada um dos agrotéxicos estudados.
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EM% = ((Sm/Ss) - 1)/ x 100 (Eq. 2)
Onde:

EM = efeito matriz

Sm = Slope da curva na matriz

Ss = Slope da curva no solvente

Tabela 2: Efeito matriz (EM%)

Pesticida EM%
Ciproconazol 91,5
Piraclostrobina 366,5
Epoxiconazol 74,0

Azoxistrobina 83,1

Todos os fungicidas apresentaram efeito matriz acima de 20% - critério
usado na SANTE 11945 (European Comission, 2015 -, quando comparou-se
curva no extrato da matriz com a curva no solvente. Devido a isto, trabalhou-se
com curva no extrato da matriz durante a validagao e analises das amostras.

Limites de detecgao (LD) e Quantificagao (LQ): o valor de LD foi calculado
através da relacao sinal/ruido de 3 vezes, com base no documento DOQ-
CGCRE 008 (Inmentro, 2016) embora o documento SANTE 11945 (European
Comission, 2015) ndo apresente mais esse parametro. O valor do LQ foi
estabelecido como o menor valor quantificado com exatidao (recuperagao)
70-120 % e precisao-repetitividade (coeficiente de variagdo — CV %) < 20 %.
A Tabela 3 mostra os resultados de LD e LQ calculado.

Exatidao (% de recuperagéo): foram fortificadas amostras de gréos de soja
em 5, 10, 50, 100 e 500 pg Kg' para estabelecer os LQ e para atender os
limites maximo de residuos (LMR) considerando os valores estabelecidos
nas monografias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2017). As
recuperacdes ficaram entre 70-120% para as fortificagbes de 5, 50 e 500
Mg Kg' para azoxistrobina, 10 e 50 ug kg™ para ciproconazol, 5, 10 e 50 ug
kg' para epoxiconazol e em 100 ug kg para piraclostrobina. Comparado



Validagéo de um método para determinagéo de residuos de fungicidas em gréos de soja 15

com valores da literatura, nos trabalhos de Pizzutti et al. (2007, 2009), a
piraclostrobina em soja mostrou valores 69% (< 70%) na recuperagao em
fortificagbes de 100 pg Kg'. No presente trabalho, o valor encontrado foi
de 70% de recuperagédo, a menor, comparada com os outros fungicidas. A
tabela 3 mostra os limites de quantificagdo LQ com 5 repetigbes para cada
fortificagao (n=5).

Precisao: os valores de repetitividade, expressos em termos de coeficiente
de variagdo (CV%) para as faixas de concentracdo, onde a recuperagao
foi adequada, ficaram dentro dos limites aceitaveis, com desvios padrao
relativos < 20%. A metodologia atende aos valores de LMR estabelecidos nas
monografias da Anvisa onde, na soja, para ciproconazol e epoxiconazol & 50
Mg Kg' para piraclostrobina 100 ug kg' e para azoxistrobina é 500 ug kg™
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017).

Tabela 3. Limite de Detecgéo (LD), Quantificagéo (LQ) e Limite Maximo de Residuo
(LMR) em pg Kg', média das recuperacdes e coeficiente de variagdo (CV% n=5) do
método em gréos de soja.

LMR Rec
(Mg Kg) (CV)%

1,00 10,0 96,0(81) 500 104, (58)
1,00 5,0 1200 (48) 500 80,0 (7,3)
2,00 100,0 70,0(196) 1000  70,0(19,6)
1,00 5,0 117,0(1,5) 5000 77,0 (8,9)

LD (vgKg") LQ (ugKg') Rec ,(CV)%

As recuperacdes listadas na tabela 3 estdo dentro dos valores aceitos de 70-
120% e com coeficiente de variagéo < 20%. Apenas para a piraclostrobina, o
LQ obtido e aprovado na validagao foi igual ao LMR, provavelmente devido
ao maior efeito matriz para este composto, para os demais os LQ foram
menores que o LMR. A Figura 2 mostra os cromatogramas de uma amostra
testemunha fortificada no LMR.
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Conclusoes

No trabalho apresentado, o método proposto para determinagdo de
fungicidas em soja mostrou ser simples, rapido e apropriado para esse tipo
de matriz. Em virtude da complexidade da amostra, com alto teor de gordura
e baixo teor de agua, o uso de uma etapa de clean-up com o uso de PSAe
C-18 proporcionou resultados mais precisos e exatos devido a maior remog¢ao
de interferentes lipidicos. O método apresentou parametros de linearidade,
exatiddo e precisdo satisfatérios, podendo ser aplicado em analise de
amostras reais. Além disto, foi utilizado com sucesso na determinagao de
residuos de agrotoxicos em amostras de graos de soja para fins de validagao
de um modelo matematico cinético de bioconcentragdo, que teve o intuito de
prever o acumulo destes agrotdxicos nesta matriz alimentar.
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