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Método Analitico Multirresiduo para
Determinagao de Agrotoxicos e seus Produtos
de Degradacdo em Aguas Superficiais

Roémulo Penna Scorza Janior'
Rhaisa Barbara da Silva Paz’

Resumo — O desenvolvimento e a validagdo de métodos analiticos utilizados
na rotina de laboratorios correspondem a uma importante etapa para
assegurar os principios das boas praticas de laboratério e sua gestao da
qualidade. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e a validagéo
de um método multirresiduo com 46 agrotoxicos e/ou produtos em amostras
de agua superficial. Os seguintes parametros de desempenho para validagéo
foram considerados: seletividade, linearidade, faixa de trabalho, faixa linear
de trabalho, sensibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacéo
(LQ), recuperacao e precisao. O método validado utiliza extragcdo em fase
solida e, para identificacdo e quantificagdo, cromatografia liquida de
ultraperformance acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS/MS). O
método foi validado para identificagcdo e quantificacdo de 44 diferentes
agrotoxicos ou produtos de degradacado e apenas identificacdo de
dois agrotoxicos. Os LQ variaram de 0,002 yg L™ a 0,02 ug L™, considerados
baixos e satisfatérios para atender as legislacdes vigentes (nacionais e
internacionais), que estabelecem os valores maximos permitidos de
agrotoéxicos e produtos de degradacdo em agua superficial. Diante dos
resultados satisfatorios de validacdo, o método foi incorporado na rotina do
Laboratorio de Analises Ambientais da Embrapa Agropecuaria Oeste.

Termos para indexagédo: residuos de agrotoéxicos; cromatografia liquida,
espectrometria de massas; monitoramento; validagcao de método.

' Engenheiro-agronomo, doutor em Ciéncias Ambientais, pesquisador da Embrapa Agropecuaria Oeste,
Dourados, MS.

2 Engenheira-ambiental, Programa de P6s-Graduagéo em Recursos Naturais, UEMS, Dourados, MS.



Multiresidue Analytical Method for Determination
of Pesticides and Their Degradation Products in
Surface Water

Abstract — The development and validation of analytical methods used in the
routine of laboratories correspond to an important stage to ensure the
principles of good laboratory practices and their quality management. This
work aimed to develop and validate a multiresidue method with 46 pesticides
and/or degradation products in surface water samples. The following
performance parameters for validation were considered: selectivity, linearity,
working range, linear working range, sensitivity, Limit of Detection (LD), Limit of
Quantification (LQ), recovery and precision. The validated method uses solid
phase extraction of the samples and, for identification and quantification, ultra-
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(UPLC-MS/MS). The method was validated for the identification and
quantification of 44 different pesticides or degradation products and only the
identification of two pesticides. The LQs ranged from 0.002 ugL™" t00.02 ugL",
considered low and satisfactory to meet the current legislation (national and
international) that establish the maximum permitted values of pesticides and
degradation products in surface water. In view of the satisfactory validation
results, the method was incorporated into the routine of the Laboratério de
Analises Ambientais at Embrapa Agropecuaria Oeste

Index terms: pesticide residues; liquid chromatography; mass spectrometry;
monitoring; method validation.
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Introducéo

Os agrotoéxicos tém sido utilizados na agricultura como insumo importante
para diminuir perdas de produtividade devido aos danos e estresses bibticos
causados por pragas, doencas e plantas daninhas. No entanto, apds sua
aplicagdo no campo, os agrotdxicos podem ser transportados para os corpos
hidricos superficiais (rios, corregos, lagos, etc) juntamente com a agua de
escoamento superficial no solo ou proveniente de deriva das pulverizagbes
aéreas ou terrestres. Desses dois tipos de transporte, a principal rota para
entrada de agrotéxicos nos corpos hidricos superficiais € o escoamento
superficial, ou seja, quando o agrotoxico € transportado juntamente com a
agua de enxurrada (Zhang et al., 2018). Diante do risco de contaminag¢ao dos
corpos hidricos superficiais por causa do uso dos agrotéxicos, é de
fundamental importancia o seu monitoramento, com o objetivo de avaliar e
quantificar o nivel de exposicdo dos ambientes aquaticos ndo alvo ou até
mesmo de fontes de captagao de agua para consumo humano. A presenga de
residuos de agrotéxicos em corpos hidricos superficiais, dependendo de sua
concentracdo, pode causar efeitos indesejaveis aos organismos aquaticos,
bem como levar a perda da biodiversidade. Diversos estudos de
monitoramento dos residuos de agrotoxicos em corpos hidricos superficiais
no Brasil (Milhome et al., 2015; Sousa et al., 2016; Lima et al., 2020) e no
mundo (Geronimo et al., 2014; Aguilar et al., 2017; Rousis et al., 2017; Glinski
etal., 2018) tém detectado a presenca desses compostos com concentragdes
e frequéncias diretamente influenciadas pelo tipo de cobertura do solo, relevo,
clima e outros fatores relacionados as caracteristicas fisico-quimica dos
agrotéxicos, bem como sua frequéncia de aplicagéo.

Uma das etapas fundamentais em estudos de monitoramento dos residuos
de agrotoxicos em corpos hidricos € o desenvolvimento de métodos analiticos
confiaveis e que considerem, se possivel, um grande nimero de agrotoxicos e
seus produtos de degradacdo. Assim, métodos analiticos multirresiduos séo
desejaveis diante da diversidade de agrotéxicos utilizados na agricultura.
Para demonstrar a confiabilidade dos métodos analiticos, esses precisam ser
validados considerando-se, por exemplo, os parédmetros de validacao de
algumas normativas (INMETRO, 2020). A validagado de um método analitico
deve indicar, por meio de evidéncias documentadas e objetivas, que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido do método séo
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atendidos, ou seja que levem a resultados e andlises confiaveis e com
qualidade pretendida.

Este trabalho teve por objetivo desenvolver e validar um método analitico
multirresiduo, considerando 46 diferentes agrotoxicos e produtos de
degradacdo, para quantificagdo de seus residuos em amostras de agua
superficial, utilizando-se extracdo em fase sélida e cromatografia liquida de
ultraperformance acoplada a espectrometria de massas. Para validagao,
baseou-se nos parametros de validacdo estabelecidos pelo documento
“Orientagdo sobre validacdo de métodos analiticos DOQ-CGCRE-008
INMETRO (2020). Esse método, apds desenvolvimento e validagdo, foi
implementado na rotina de analises de amostras de aguas superficiais do
Laboratério de Analises Ambientais da Embrapa Agropecuéria Oeste.
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Material e Métodos

Selegao dos agrotoxicos e produtos de degradagao

A selecéo dos agrotdxicos para desenvolvimento e validagdo do método
analitico multirresiduo foi baseada em trés critérios, a saber: 1) volume de
comercializagdo no estado de Mato Grosso do Sul; 2) registro para utilizagéo
nas culturas de soja, milho e cana-de-agucar (trés culturas mais plantadas em
Mato Grosso do Sul); 3) agrotoxicos listados nas legisla¢des brasileiras de
ambito federal (Conama, 2005) e estadual (Conselho Estadual de Controle
Ambiental, 2012) que possuem os Valores Maximos Permitidos (VMP)
definidos. Apds essa selecéo, verificou-se a disponibilidade dos padrées
analiticos presentes no Laboratério de Analises Ambientais. Apos esse
cruzamento de informagbes, um total de 46 diferentes agrotdxicos e/ou
produtos de degradacdo com relevancia ambiental foram considerados no
método analitico multirresiduo. A Tabela 1 apresenta as principais
propriedades fisico-quimicas desses 46 diferentes agrotdxicos e/ou produtos
de degradacéo.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos agrotédxicos e/ou produtos de degradagéo do
método analitico multirresiduo.

Agrotoéxico ou Peso Solubilidade

produto de molecular em agua

degradagao (g mol™)
2-hidroxiatrazina 197,2 59 - -
Alacloro 269,8 240 0,6 335
Ametrina 227,3 200 10,1 316
Atrazina 2157 35 1,7 100
Bentazona 240,3 7.112 3,5 55
Carbendazim 191,2 8 4,2 225
Carbofurano 221,5 322 - 87
Cianazina 240,7 171 12,9 190
Cletodim 359,9 5.450 4,5 23
Clomazona 239,7 1.212 - 300
Clorantraniliprole 483,1 0,88 10,9 362
Clorimurom-etilico 414.,8 1.200 4,2 106
Clotianidina 2497 340 11,1 123
DEA (deetilatrazina) 187,6 2.700 - 110
DIA (deisopropilatrazina) 173,6 980 - 130
Diurom 233,1 35,6 - 680
Epoxiconazole 329,8 71 - 1.073
Fipronil 4371 3,78 - 727
Fipronil dessulfenil 389,1 0,95 - .2010
Fipronil sulfeto 4211 0,54 - 3.911
Fipronil sulfona 453,1 0,16 - 4.209
Fluazifope-P 327,3 40,5 3,1 205
Fluazifope-P-butilico 383,4 0,93 - 3.394
Flutriafol 301,3 95 2,3 205
Halossulfurom-metilico 434,8 10,2 34 109
Haloxifope-P 361,7 375 4,3 66
Haloxifope-P-metilico 375,7 7.9 - -
Hexazinona 252,3 33.000 2,2 54
Imazaquim 311,3 102.000 3,5; 11 18
Imazetapir 289,3 1.400 2,1; 3,9 52
Imidacloprido 255,6 610 - 225
Mesotriona 339,3 1.500 3,1 122
Metomil 162,2 55.000 - 72
Metribuzim 214,3 10.700 1,3 38
Metsulfurom-metilico 3814 2.790 3,8 12
Nicosulfurom 410,4 7.500 4,8;7,6 30
Quincloraque 2421 0,065 4,3 50
Quizalofope 3447 0,31 - 540
Simazina 201,7 5 1,6 130
Sulfentrazona 387,2 780 6,6 43
Tebuconazole 307,8 36 5,0 769
Tebutiurom 228,3 2.500 - 80
Tiametoxam 2917 4.100 - 56
Tiodicarbe 354,5 22,2 - 418
Tiram 2404 18 8,2 9.629
Trifloxissulfurom sédico 459,3 25.700 4,8 306

Nota: pKa = constante de equilibrio de ionizagéo do acido; K,.= coeficiente de particdo entre o carbono organico
easolugdodosolo.

Fonte: University of Hertfordshire (2020).
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Preparo das solugées estoque, de trabalho e curvas de
calibracgao

As solugdes estoques dos 46 diferentes agrotoxicos e/ou produtos de
degradagéo foram preparadas, individualmente, por meio da pesagem de
10 mg de cada padrao analitico com posterior diluicdo em 10 mL de acetona
grau HPLC, com concentragéo final de 1 mg mL" (1.000 yg mL"). Os padrées
analiticos dos agrotoxicos e/ou produtos de degradacgéo foram obtidos junto
as empresas Sigma®, ChemService® e Fluka®, todos com pureza acima de
98%. A partir da solugao estoque, uma solugao de trabalho foi preparada para
cada um dos 46 diferentes agrotoxicos e/ou produtos de degradagéo, em
metanol grau LC-MS, na concentragdo de 100 ug mL". Em seguida, foi
preparada uma outra solugdo de trabalho, em metanol grau LC-MS, contendo
a mistura de todos os agrotoxicos e/ou produtos de degradacdo, na
concentracdo de 100 ug L. Todas as solugbes estoque e de trabalho foram
mantidas em freezer a -20 °C. A partir dessa solug¢do de trabalho contendo
todos os agrotoxicos e/ou produtos de degradacédo foram preparadas as
solugcdes para as curvas de calibracdo nas concentracdes de 0,5 pg L™;
1ugL™;2ugL";5ugL™; 10 ugL™; 20 ugL™;50 ugL" € 100 ug L™,

Instrumentacgao, condigdo cromatografica e de aquisigao

Os agrotéxicos e/ou produtos de degradagéo foram analisados utilizando-
se um cromatografo liquido de ultra performance acoplado a um
espectrometro de massas (UPLC-MS/MS), ambos da Waters® (modelo
H-Class e Xevo-TQD). O sistema operou em modo gradiente, com fase mével
agua (A) (acido férmico 0,1% e formiato de aménio 5 mM) e metanol (B)
(acido formico 0,1% e formiato de aménio 5 mM), coluna BEH C,; 1,7 ym x
2,1 x 100 mm (Waters®) com temperatura em 45 °C, fluxo de 0,4 mL min” e
volume de amostra injetado de 10 pL. O gradiente iniciou com 95% de A até
0,8min. No intervalo de 0,8min a 8,75min, o gradiente foi modificado
gradativamente até atingir 99% de B, permanecendo assim até 14 min. Em
seguida, o gradiente retornou para 95% de A até 17 mim. Nessas condigdes, o
tempo total de analise foi de 17 minutos. As seguintes condi¢des do método de
aquisicao foram estabelecidas: capilar de 1 kV, extrator de 3V, temperatura da
fonte de 150 °C, temperatura de dessolvatagéo de 600 °C, fluxo do gas de
dessolvatagéo iguala 1.000 Lh" e do cone igual a 70 Lh™. Para otimizacg&o dos
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parametros do espectrdmetro de massas para os agrotoxicos e produtos de
degradagdo analisados foram feitas infusdes dos padrdes, individualmente,
com concentracdo de 1ug mL". Para cada agrotoxico e produto de
degradagéo, dois ions de transi¢gdo foram monitorados (o mais intenso para
quantificacdo e o outro para confirmagao), utilizando-se as respectivas
energias de colisdo (Tabela 2). Utilizou-se o método MRM para
monitoramento dos ions. Para confirmac¢do de um agrotéxico ou produto de
degradacgdo, obedeceu-se aos trés critérios simultaneamente:
1) correspondéncia com o tempo de reten¢ao do padrédo analitico, sendo este
injetado no mesmo conjunto de inje¢cdes da amostra (variagdo maxima
permitida de + 2,5%); 2) presenga do ion precursor ou molecular e dos dois
jons fragmentos (quantificagdo e confirmacdo); 3) razdo entre ions de
quantificagcao e de confirmag¢do na amostra nao deve variar mais que 30% da
razao desses ions observadas na inje¢do dos padrdes analiticos.

Preparo das amostras e extragao por SPE

Para validag&o utilizando amostras ambientais, coletou-se amostras de 1L
de agua superficial do Rio Dourados, MS (22°18'10”S; 55°03'12”0), que foram
fortificadas com concentragdes equivalentes a 0,002 ugL”; 0,004 ugL™;
0,008pugL" e 0,02ugL” e, posteriormente, filtradas em papel de filtro
qualitativo com gramatura de 80 g cm” (Figura 1). O procedimento de extragéo
e purificagao das amostras foi realizado utilizando-se extragao em fase solida
(Solid Phase Extraction — SPE) com cartucho Oasis HLB 500 mg (Waters®),
que foi ativado com 3 mL de metanol grau LC-MS e 3 mL de 4gua ultrapura.
Ap0s ativacado, uma aliquota de 500 mL da amostra foi percolada no cartucho
com auxilio de um sistema a vacuo do tipo manifold com 20 posigdes
(Figura 2), que em seguida foi seco sob vacuo por 30 min. Para eluigdo dos
compostos no cartucho, utilizou-se 6 mL de metanol grau LC-MS, que foram
coletados em um tubo de centrifuga de 15 mL. Em seguida, o eluado foi
evaporado até atingir volume total de 1 mL, que foi completado com metanol
grau LC-MS para volume final de 2 mL ( 50:50 agua: metanol v/v). Para
injecdo, as amostras foram filtradas em filtro de seringa de celulose
regenerada de 0,22 ym.
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Tabela 2. Parémetros de aquisigéo do espectrémetro de massas para os agrotoxicos e
produtos de degradagao do método multirresiduo.

Agrotéxico ou Modo TR" fon S fons fragmentos (m/z)

produto de

. molecular
degradagao ESI (min)

(m/2) Quantificacdo Confirmacao

2-hidroxiatrazina + 460 198,10 40 156 (18)? 86 (23)?
Alacloro + 815 272,30 25 240 (10) 162 (20)
Ametrina + 719 22820 40 186 (20) 96 (28)
Atrazina + 701 216,20 40 174 (17) 104 (28)

Bentazona - 6,09 239,20 43 132 (28) 197 (20)
Carbendazim + 4,03 192,20 30 160 (15) 132 (30)
Carbofurano + 6,38 222,30 25 165 (12) 123 (20)

Cianazina + 582 241,30 35 214 (15) 174 (20)

Cletodim + 892 360,30 30 164 (20) 268 (12)

Clomazona + 742 240,20 30 125 (20) 89 (45)

Clorantraniliprole + 7.34 484,00 30 453 (20) 286 (15)

Clorimurom etilico + 774 41520 30 186 (17) 121 (40)

Clotianidina + 462 250,20 20 169 (12) 132 (15)

DEA (deetilatrazina) + 532 188,20 30 146 (18) 104 (25)
(deisoprc?;l)ﬁ‘atrazina) + 433 174,00 35 96 (22) 104 (18)
Diurom + 713 23320 30 72 (20) 160 (25)
Epoxiconazole + 812 330,20 32 121 (20) 101 (50)
Fipronil - 828 43510 30 330 (15) 250 (25)
Fipronil dessulfenil - 817 389,00 25 351 (15) 331 (27)
Fipronil sulfeto - 837 419,00 30 262 (28) 383 (13)
Fipronil sulfona - 8,49 451,00 30 415 (17) 282 (27)
Fluazifope-P + 7.63 32820 46 282 (20) 254 (25)
Fluazifope-P-butilico % 9,05 384,30 35 282 (20) 328 (15)
Flutriafol + 7,03 302,30 35 123 (30) 95 (50)
Halossutfurom + 7,88 43520 35 182 (20) 83 (50)
metilico
Haloxifope-P + 839 36220 36 91 (28) 316 (18)
Aeletipe - + 88 37630 36 316 (16) 91 (30)
metilico

Hexazinona + 6,39 253,30 30 171 (15) 71 (30)

Imazaquim + 6,36 312,20 45 86 (28) 267 (20)

Imazetapir + 6,01 290,30 46 245 (20) 86 (28)
Imidacloprido i3 4,64 256,00 20 209 (13) 175 (22)

Mesotriona + 541 340,20 35 228 (18)® 104 (32)2

Metomil + 3,88 163,10 15 88 (10) 106 (10)
Metribuzim + 6,24 21520 40 187 (18) 84 (20)
Metsulfurom metilico + 6,33 382,30 30 199 (22) 167 (15)
Nicossulfurom + 6.24 411,30 28 182 (18) 106 (37)
Quincloraque + 5,60 242,10 25 224 (15) 161 (35)
Quizalofope + 825 34520 40 299 (18) 163 (37)
Simazina + 6,30 202,20 40 124 (18) 96 (23)
Sulfentrazona - 6,58 385,00 50 307 (25) 199 (35)
Tebuconazole + 847 308,30 38 70 (21) 125 (37)

Tebutiurom + 649 22920 32 172 (18) 116 (28)
Tiametoxam + 405 292,20 20 211 (12) 181 (24)

Tiodicarbe + 6,75 35520 20 88 (15) 108 (15)

Tiram + 6,09 241,10 15 88 (10) 120 (15)
Vil + 7,00 43820 35 182 (20) 139 (45)

sadico

1 ~ (2, a . x " o
( )Tempo de retencao. @0 valor entre paréntesis se refere a energia de coliséo (eV).
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Figura 2. Sistema a vacuo do tipo manifold para extracdo das amostras nos cartuchos
de extracdo em fase solida (SPE).
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Parametros de validagao do método

O método analitico foi validado com base nos parémetros e critérios
estabelecidos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
Inmetro), na publicacdo DOQ-CGCRE-008 revisédo 09 de 06/2020 (Orientagéo
sobre validagdo de métodos analiticos) (Inmetro, 2020) e pelo European
Comission (2017). Os parametros de desempenho do método avaliados foram
seletividade, efeito matriz, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacao (LQ), recuperacgéo e precisédo. O LD foi estimado pela equacao:

onde s € o desvio padrao da resposta do branco e b é a inclinagdo ou
coeficiente angular da curva analitica de calibragdo. O LQ foi estimado pela
equacao:

S
LQ =10 -—

Importante salientar que os valores finais de LD e LQ s&o expressos
considerando-se o fator de concentragdo da amostra igual a 250 vezes
(500 mL da amostra usada na extragao/2 mL do volume final do extrato). Com
relac@o aos critérios para aceitagéo da recuperagéo e preciséo, foi utilizado o
intervalo de 40% a 140% para recuperagéo e coeficiente de variacdo menor
que 20% para preciséo.
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Resultados e Discussao

O teste de seletividade para os 46 diferentes agrotoxicos e produtos de
degradagéo do método mostrou auséncia de picos interferentes menores que
30%, quando comparados aos sinais da menor concentracdo dos diferentes
analitos, para a matriz analisada e nos tempos de retencéo dos respectivos
analitos. Assim, o método foi considerado seletivo e especifico para identificar
0s 46 diferentes agrotoxicos e produtos de degradagao na presencga de outros
analitos ou possiveis interferentes na matriz agua superficial. A avaliagao do
efeito matriz foi realizada por meio da comparacao das curvas de calibragdo
preparadas no gradiente da fase mével agua:metanol (50:50) e na matriz
(dgua superficial). Os resultados dessa comparacao indicaram que o efeito
matriz ndo foi maior que 20%, quando se comparou concentragcées em ambas
ascurvas.

As curvas de calibragéo preparadas na fase movel agua:metanol (50:50),
com seus respectivos valores dos coeficientes de determinagdo (R?), s&o
mostrados na Figura 3 (para alguns agrotéxicos) e Tabela 3. Todas as curvas
foram construidas com base no ion de quantificagdo para cada agrotdxico ou
produto de degradagdo. Observa-se que os valores de R’ para todos os
agrotoxicos e produtos de degradagéo foram superiores a 0,99, com excegéo
do fluazifope-P-butilico que apresentou valor superior a 0,98. Esses valores de
R? confirmam a linearidade satisfatoria do método, ou seja, as respostas do
equipamento foram linearmente proporcionais a faixa de concentragéo
avaliada.
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Tabela 3. Parametros de desempenho para validagdo do método analitico multirresiduo.

Agrotoéxico ou Faixa
produto de LD (ug L) LQ (ug L) linear
degradacio (Mg L)
2-hidroxiatrazina 0,9990 0,002 0,006 0,006-0,4

Alacloro 0,9990 0,003 0,010 0,010-0,4
Ametrina 0,9961 0,001 0,003 0,003- 0,4
Atrazina 0,9965 0,001 0,003 0,003-0,4
Bentazona 0,9917 0,0005 0,002 0,002-0,04
Carbendazim 0,9982 0,003 0,010 0,010-0,4
Carbofurano 0,9958 0,0001 0,002 0,002-0,4
Cianazina 0,9994 0,00005 0,002 0,002 -0,4
Cletodim 0,9993 0,00005 0,002 0,002-0,4
Clomazona 0,9992 0,001 0,004 0,004-0,4
Clorantraniliprole 0,9974 0,0004 0,002 0,002-0,4
Clorimurom etilico 0,9901 0,0001 0,002 0,002-0,4
Clotianidina 0,9968 0,001 0,003 0,003-0,4
DEA (deetilatrazina) 0,9990 0,0006 0,002 0,002-0,4
DIA (deisopropilatrazina) 0,9971 0,001 0,003 0,003-0,4
Diurom 0,9983 0,005 0,016 0,016-0,4
Epoxiconazole 0,9900 0,0001 0,002 0,002-0,4
Fipronil 0,9914 0,001 0,008 0,008-0,4
Fipronil dessulfenil 0,9939 0,0007 0,002 0,002-0,4
Fipronil sulfeto 0,9901 0,0001 0,004 0,004-0,08
Fipronil sulfona 0,9942 0,001 0,008 0,008-0,4
Fluazifope-P 0,9912 0,002 0,006 0,006-0,4
Fluazifope-P-butilico 0,9850 0,002 0,003 0,003-0,08
Flutriafol 0,9982 0,0003 0,002 0,002-0,4
Halossulfurom metilico 0,9944 0,00003 0,002 0,002-0,4
Haloxifope-P 0,9941 0,002 0,007 0,007-0,4
Haloxifope-P-metilico 0,9926 0,00006 0,002 0,002-0,08
Hexazinona 0,9970 0,0003 0,002 0,002-0,4
Imazaquim 0,9988 0,001 0,002 0,002-0,4
Imazetapir 0,9988 0,0002 0,002 0,002-0,4
Imidacloprido 0,9996 0,007 0,020 0,020-0,4
Mesotriona 0,9993 0,002 0,005 0,005-0,4
Metomil 0,9979 0,003 0,009 0,009-0,4
Metribuzim 0,9931 0,004 0,012 0,012-0,4
Metsulfurom metilico 0,9982 0,00004 0,002 0,002-0,4
Nicossulfurom 0,9998 0,00005 0,002 0,002-0,4
Quincloraque 0,9988 0,006 0,018 0,018-0,4
Quizalofope 0,9988 0,001 0,004 0,004-0,4
Simazina 0,9962 0,0001 0,002 0,002-0,4
Sulfentrazona 0,9904 0,002 0,020 0,020-0,08
Tebuconazole 0,9973 0,0002 0,002 0,002-0,4
Tebutiurom 0,9972 0,001 0,002 0,002-0,4
Tiametoxam 0,9966 0,001 0,003 0,003-0,4
Tiodicarbe 0,9947 0,001 0,003 0,003-0,4
Tiram 0,9913 0,001 0,008 0,008-0,4
Trifloxissulfurom sédico 0,9983 0,0005 0,002 0,002-0,4

Nota: R” = coeficiente de determinagao da curva analitica de calibragéo; LD = limite de detecg&o; LQ = limite de
quantificagdo.
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Os limites de detecgéo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método analitico
multirresiduo variaram de 0,00003 yg L™ a 0,007 ug L' e de 0,002 ug L™ a
0,02 ugL™”, respectivamente (Tabela 3). O LD de um agrotdxico ou produto de
degradacdo no método analitico multirresiduo corresponde a menor
concentracao deste na amostra de agua superficial que pode ser detectada,
mas nao quantificada, nas condi¢des dos critérios estabelecidos na validagao
do método (precisdo com CV menor que 20% e recuperacdo entre 40% e
140%). Ja o LQ corresponde a menor concentragédo do agrotoxico ou produto
de degradagao na amostra de agua superficial que pode ser quantitativamente
determinada com preciséo e exatidao aceitaveis e estabelecidas nos critérios
de validagao do método analitico multirresiduo. Assim, é importante salientar
que, se apos a analise de uma amostra esta apresentar valores entre LD e LQ,
este resultado deve ser reportado como <LQ, ou seja, o agrotéxico ou produto
de degradagéo analisado estava presente, mas ndo pbde ser quantificado
com precisao e recuperacao aceitaveis pelo método. Valores menores que LD
devem ser reportados como ND (n&o detectado) e maiores ou iguais ao LQ
devem serreportados com os valores finais obtidos pelo método de analise.

Na utilizagdo de um método analitico multirresiduo para monitoramento de
agrotéxicos e/ou produtos de degradagdo em agua ou outra matriz, é
desejavel que os LQ sejam bem inferiores aos valores maximos permitidos
(VMP) desses compostos na legislag&o vigente. No Brasil, alegislagao vigente
que estabelece os VMP de agrotoxicos em agua superficial € a Resolugéo
Conama n° 357 de 17/03/2005 (Conama, 2005). Essa Resolugdo utiliza um
sistema de classes de qualidade (Especial e Classes 1, 2, 3 e 4) para
classificagao dos corpos hidricos com agua doce. Esse sistema de
classificagéo se refere a um conjunto de condi¢des e padrdes de qualidade da
agua necessarios ao atendimento dos usos atuais e futuros. Assim, os VMP
dos agrotéxicos e/ou produtos de degradagdo podem variar conforme as
classes. Por exemplo, para a Classe 2 (agua usada para abastecimento ao
consumo humano apéds tratamento convencional, a protecdo das
comunidades aquaticas, a irrigacdo de hortalicas e plantas frutiferas, a
aquicultura e a atividades de pesca) os VMP para a atrazina e simazina sao
iguais a 2 ug L™ e para o alacloro igual a 20 ug L '. Comparando-se os LQ do
método em questdo com esses VMP, observa-se que o LQ para a atrazina de
0,003 ug L' (Tabela 3) é 667 vezes inferior ao seu VMP, indicando que o
método em questdo é capaz de identificar e quantificar concentragdes de
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atrazina bem inferiores as requeridas pela legislagdo. Seguindo o0 mesmo
raciocinio por meio da comparagdo entre o LQ (Tabela 3) com seus
respectivos VMP para simazina e alacloro, observa-se que o método
multirresiduo em questéo é capaz de identificar concentragdes de simazina e
alacloro igual a 1.000 e 10 vezes, respectivamente, inferiores aos seus VMP
estabelecidos na Resolugdo Conama n° 357 de 17/03/2005. Embora a
legislagéo brasileira ndo estabeleca o quanto o LQ ou LD de um agrotdxico no
método analitico deva ser menor que o VMP desse agrotoxico para fins de
critério de qualidade, a Comunidade Europeia recomenda que o LD para
qualquer agrotéxico em um método analitico deva ser, no minimo, quatro
vezes menor que seu VMP (Unido Europeia, 1998).

Comparando-se os LQ dos 46 diferentes agrotdxicos e/ou produtos de
degradacao desse método multirresiduo para amostras de agua superficial
com outros métodos descritos na literatura, observou-se que os valores de LQ
obtidos (entre 0,002 ugL™" e 0,02 gL"), em sua maioria, sdo inferiores ou estdo
préximos aos relatados. Carvalho et al. (2008) desenvolveram e validaram um
método multirresiduo para quantificagdo de 28 diferentes agrotoxicos,
incluindo alguns de seus produtos de degradacdo, em amostras de agua
potavel, superficial e subterranea, utilizando extragdo em fase sélida (SPE) e
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS),
obtiveram valores de LQ entre 0,025 ugL" e 0,050 ug L. Pecek et al. (2013),
também utilizando SPE mas com quantificacdo por meio de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), desenvolveram e
validaram um método multirresiduo para 20 diferentes agrotdxicos em
amostras de agua superficial e obtiveram valores de LQ entre 0,005 ugL" e
1,0 yg L, com excecéo do herbicida bentazona, onde o LQ foi de 50 pg L.
Também utilizando CG-MS, Rubirola et al. (2017) desenvolveram um método
multirresiduo automatizado com SPE para analisar 24 diferentes compostos
(desse total, 14 diferentes agrotoxicos) em agua superficial e obtiveram valores
de LQ entre 0,0003 ug L™ e 0,0015 ug L™, resultando em um método bastante
sensivel. Gerénimo et al. (2014) desenvolveram um método multirresiduo para
analisar, em agua superficial, 29 diferentes agrotoxicos utilizados em areas
agricolas da Argentina, por meio das técnicas de LC-MS/MS e SPE, obtendo
valoresde LQentre 0,025 ugL"a 0,1 ugL™".
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Na Tabela 4 s&do apresentados os valores de recuperagédo para quatro
niveis de concentragdo das amostras (0,002 ugL™; 0,004 uygL™", 0,008 ugL™" e
0,02 ug L"). Observa-se que os valores de recuperagao variaram entre 48% e
135%, com excecdo dos agrotéxicos clorimurom etilico e metsulfurom
metilico, onde os valores de recuperacao, para algumas concentragdes, foram
superiores a 140%. Para alguns agrotéxicos (diurom, imidacloprido,
mesotriona e tiram) os testes de recuperacdo com concentragbes de
0,002 ug L' nao foram satisfatorios e, portanto, ndo foram considerados no
método. Considerando os limites do critério estabelecido na validagédo desse
método para recuperacgéo entre 40% e 140%, observa-se que, com excegao
do metsulfurom metilico e do clorimurom etilico, todos os outros agrotéxicos
ou produtos de degradacgéo foram satisfatorios (Figuras 4A, B). Com relacédo a
precisdo e seu limite do critério estabelecido na validacdo desse método
(CV <20%), observa-se que todos os agrotoxicos ou produtos de degradagéo
atenderam satisfatoriamente. Diante dos valores de recuperagédo acima de
140% para metsulfurom metilico e clorimurom etilico, esses dois agrotdxicos
foram considerados no método apenas com o objetivo de detecgdo nas
amostras de agua superficial, sem posterior quantificagdo. As causas
para as altas recuperacdes do metsulfurom metilico e clorimurom etilico
ainda nao estéo claras, ja que ndo apresentaram evidéncias de efeito matriz.
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Tabela 4. Valores de recuperacao e precisao durante validagdo do método multirresiduo
para os 46 diferentes agrotéxicos e produtos de degradagéo.

Agrotéxico ou Amostra Recuperagio Precisio
produto de fortificada (%) CV (%)
degradagio (ug L) 4 9

0,002 59 13

. . . 0,004 85 14
2-hidroxiatrazina 0,008 103 5
0,020 104 6

0,002 61 1

Alacloro G, 25 Ll
0,008 83 5

0,020 75 8

0,002 81 5

Ametrina UL 7 2
0,008 92 3

0,020 81 5

0,002 64 8

Atrazina 0,004 o 8
0,008 71 4

0,020 71 6

0,002 103 5

Bentazona 0,004 96 8
0,008 94 5

0,020 94 9

0,002 75 6

. 0,004 99 9
Carbendazim 0,008 76 4
0,020 82 6

0,002 66 5

0,004 71 2

Carbofurano 0,008 81 3
0,020 78 6

0,002 95 4

Cianazina Gk, 10 &
0,008 108 10

0,020 111 5

0,002 64 10

. 0,004 49 12
Cletodim 0,008 66 9
0,020 49 9

0,002 61 9

Clomazona Lt 82 v
0,008 89 7

0,020 78 7

Continua...



Método Analitico Multirresiduo para Determinagao de Agrotoxicos e seus Produtos de Degradagao em Aguas Superficiais 23

Tabela 4. Continuacéo.

Agrotoéxico ou Amostra Recuperagio Precisio
produto de fortificada CV (%)
degradagio (ug L) 4

0,002 93 7

Clorantraniliprole gt e 6
0,008 92 9

0,020 86 5

0,002 106 5

Clorimurom etilico 0004 124 9
0,008 155 7

0,020 142 11

0,002 81 10

L 0,004 106 9
Clotianidina 0,008 17 5
0,020 109 14

0,002 72 6

. . 0,004 80 8

DEA (deetilatrazina) 0,008 87 9
0,020 80 10

0,002 81 10

. . . 0,004 81 4
DIA (deisopropilatrazina) 0,008 86 4
0,020 84 5

Diurom 0,004 60 9
0,008 90 13

0,020 104 8

0,002 81 6

Epoxiconazole UHLLR e 7
0,008 109 6

0,020 94 10

0,002 72 13

Fipronil 0,004 108 10
0,008 111 7

0,020 109 5

0,002 108 10

Fipronil dessulfenil 0,004 98 13
0,008 107 11

0,020 91 12

0,002 94 10

Fipronil sulfeto UL < 8
0,008 100 11

0,020 101 5

0,002 76 17

Fipronil sulfona Lol 88 10
0,008 100 15

0,020 93 14

Continua...
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Tabela 4. Continuacéo.

Agrotoéxico ou Amostra Recuperagio Precisio
produto de fortificada (%) CV (%)
degradagao (ug L) 4 4

0,002 113 7

. 0,004 110 5
Fluazifope-P 0008 114 12
0,020 117 5

0,002 48 14

. - 0,004 59 15
Fluazifope-P-butilico 0,008 75 13
0,020 83 2

0,002 91 4

. 0,004 101 2
Flutriafol 0,008 99 3
0,020 105 7

0,002 75 6

Halossulfurom metilico s <k e
0,008 105 1

0,020 113 9

0,002 82 11

. 0,004 95 7
Haloxifope-P 0.008 105 10
0,020 105 7

0,002 53 12

. - 0,004 58 9
Haloxifope-P-metilico 0.008 66 5
0,020 74 5

0,002 63 5

Hexazinona 0,004 7 z
0,008 89 2

0,020 79 6

0,002 72 4

Imazaquim CHEL <l 2
0,008 91 4

0,020 97 11

0,002 60 9

Imazetapir LU o U
0,008 72 4

0,020 80 10

0,004 53 13

Imidacloprido 0,008 99 9
0,020 114 14

0,004 99 5

Mesotriona 0,008 98 8
0,020 111 15

Continua...
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Tabela 4. Continuacéo.

Agrotoéxico ou Amostra Recuperagio Precisio
produto de fortificada (%) CV (%)
degradagao (ug L) 4 4

0,002 101 9

. 0,004 71 9

Metomil 0,008 72 6
0,020 88 7

0,002 59 8

L 0,004 64 3
Metribuzim 0,008 69 4
0,020 65 6

0,002 130 8

o 0,004 160 4

Metsulfurom metilico 0,008 180 4
0,020 180 2

0,002 85 6

Nicossulfurom Lot 104 2
0,008 113 4

0,020 115 11

0,002 94 11

Quincloraque Gl & (i
0,008 73 8

0,020 86 8

0,002 86 13

Quizalofope v, &L e
0,008 91 2

0,020 96 7

0,002 58 5

Simazina Do £ ¢
0,008 70 3

0,020 70 5

0,002 79 6

Sulfentrazona Lty n kL
0,008 70 9

0,020 57 7

0,002 86 10

Tebuconazole s o 5
0,008 95 3

0,020 96 8

0,002 71 4

. 0,004 76 5
Tebutiurom 0,008 87 5
0,020 77 5

Continua...
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Tabela 4. Continuacéo.

Agrotoéxico ou Amostra Recuperacio Precisio
produto de fortificada perag CV (%)
degradagao (g L) 4

0,002 83 11

Tiametoxam il o ‘s
0,008 108 5

0,020 102 3

0,002 100 11

. 0,004 107 6
Tiodicarbe 0,008 126 4
0,020 75 11

0,004 80 12

Tiram 0,008 75 10

0,020 72 14

0,002 114 6

I o 0,004 135 3
Trifloxissulfurom sédico 0,008 130 3

0,020 130 15
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Figura 4A. Valores médios de recuperagéo (n=5) para os agrotoxicos e produtos de
degradacao, em diferentes concentrac¢des. Linhas horizontais no eixo Y correspondem

aos valores recomendados para recuperagéo entre 40% e 140%.
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aos valores recomendados para recuperacao entre 40% e 140%.
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Para confirmacgéo dos agrotoxicos e produtos de degradagéo no referido
método, além da confirmagéo dos tempos de retencao (Tabela 2), observou-se
também a presenca do ion precursor ou molecular e dos dois ions fragmentos
(quantificagc&o e confirmagé&o), além da razao entre os ions de quantificagcéo e
confirmagéo na amostra n&o variar mais que 30% das razdes desses ions na
injecdo dos padrdes analiticos. Na Figura 5 séo apresentadas essas razdes e
seus limites de 30%, para o nicossulfurom, deisopropilatrazina (DIA),
2-hidroxiatrazina e tiametoxam. Assim, para cada amostra analisada no
método, utiliza-se esses limites como um dos critérios de confirmagao da
presencga do agrotoxico ou produto de degradacao. A titulo de exemplo, s&o
apresentados nas Figuras 6, 7 e 8 alguns cromatogramas do agrotdxico
cianazina obtidos durante o experimento de recuperagdo. Observa-se
auséncia de picos no tempo de retencéo igual a 5,82 minutos, para ambos os
ions de quantificacdo (m/z 214) e confirmacdo (m/z 174) da cianazina,
nas amostras “branco” de agua superficial utilizadas para os experimentos
de recuperacgdo (Figura 6). Os picos para os padrbes analiticos nas
concentragdes de 0,5ug L' e 1,0ug L', bem como para as amostras
fortificadas nos experimentos de recuperagdo nas concentragdes de
0,002 ug L' 0,004 ug L (equivalentes a 0,5ug L' e 1,0ug L™ da curva de
calibracdo) apresentaram boas resolugdes (Figuras 7 e 8), 0 que permitiu uma
boa sensibilidade e, consequentemente, os baixos LQ para os diferentes
agrotoxicos e produtos de degradacgéo.

Diante dos resultados satisfatorios de validagao, o método foi incorporado
na rotina do Laboratério de Analises Ambientais da Embrapa Agropecuaria
Oeste para identificacdo e quantificagdo dos 46 agrotoxicos ou produtos de
degradacao listados na Tabela 4, considerando as matrizes de agua
superficial, com excec¢&o do metsulfurom metilico e do clorimurom etilico que
foram usados apenas paraidentificagdo nas amostras.
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Figura 5. Variagdo da razdo entre os ions de quantificagdo e confirmagéo para as
diferentes concentragdes das curvas de calibracdo de nicossulfurom (A),
deisopropilatrazina — DIA (B), 2-hidroxiatrazina (C) e tiametoxam (D). As linhas
tracejadas em vermelho representam os limites de 30% para as razbes, com base na
média da respectiva concentragéo na curva de calibracéo.
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Figura 7. Cromatogramas dos ions de quantificagdo e confirmagéo do agrotéxico
cianazina para os padrdes analiticos nas concentragdes de 0,5gL" (A)e 1,0gL" (B).
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Conclusoes

O método multirresiduo desenvolvido e validado permite a identificacao
e/ou quantificacdo, em amostras de agua superficial, de 46 diferentes
agrotéxicos ou produtos de degradagéo.

Os valores obtidos dos limites de quantificagcdo (LQ) dos diferentes
agrotdxicos ou produtos de degradagao do método multirresiduo permite sua
utilizagéo para avaliar conformidade da agua superficial com as legislacdes
vigentes no Brasil e mesmo internacionais.
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O meétodo analitico descrito nesta publicacdo € uma importante
ferramenta para ser utilizada em laboratérios com o objetivo de monitorar a
qualidade da agua nos recursos hidricos, atendendo inclusive, ao
Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 06: “Assegurar a
disponibilidade e gestdo sustentavel da agua e saneamento para todos”,
por meio do alcance da Meta 3: “até 2030, melhorar a qualidade da agua
nos corpos hidricos, reduzindo a poluicdo, eliminando despejos e
minimizando o langamento de materiais e substéncias perigosas,
reduzindo pela metade a propor¢gdo do langcamento de efluentes nao
tratados e aumentando substancialmente o reciclo e reuso seguro
localmente (ONU 2019).
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