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Resumo

Lachter, Daniela Roditi; Massone, Carlos German; Nudi, Adriana Haddad.
Implementacéo e validacdo de método analitico para a determinacéo de
residuos de agrotoxicos em alimentos provenientes do Estado do Rio de
Janeiro por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
tandem. Rio de Janeiro, 2017. 136p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

O presente trabalho envolve a implementacdo e validacdo de metodologia
analitica para determinacdo de residuos de agrotoxicos em amostras de alimentos
provenientes do Estado do Rio de Janeiro, cujos resultados servirdo para um
aumento de informacdes de um banco de dados sobre 0s mesmos, bem como para
0 aprimoramento do sistema nacional de salde e promocéo da satde da populacao.
Foram analisados os agrotdxicos das classes nitrogenados e piretroides. As
amostras foram coletadas no CEASA da cidade do Rio de Janeiro, uma vez que este
é o principal centro distribuidor de frutas e hortalicas da cidade. As culturas
escolhidas para analise foram macd, manga, morango, pepino e tomate de mesa.
Apos a otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas, metodologia de extracdo e
validacdo da metodologia pelos pardmetros de curva analitica e linearidade,
seletividade (efeito matriz), repetibilidade, recuperacdo, homocedasticidade e
limite de detec¢do do método, as amostras foram coletadas e analisadas no periodo
de novembro de 2016 a fevereiro de 2017. A analise foi baseada no método
QUEChERS e quantificacao por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas tandem, no modo de Monitoramento de Multiplas Rea¢bes. Obteve-se um
método de curta duragdo, inferior a vinte minutos, capaz de quantificar 41
agrotoxicos com dois monitoramentos precursor-produto para cada um dos analitos,
apresentando as seguintes vantagens: rapido, econémico, facil, efetivo, robusto e
seguro. O LDM variou de 1,34 a 10,22 ng g*. A concentracdo de agrotoxicos das
amostras esteve abaixo desses valores para a maioria (78% dos casos) dos 41
agrotoxicos analisados. Para as culturas de tomate e pepino, 0S agrotoxicos

quantificados estiveram proximos aos seus respectivos limites de detec¢édo. Para a
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manga, observaram-se alguns picos de maior concentragdo para o propargito e
lambda-cialotrina. O primeiro de uso nédo autorizado pela ANVISA e o segundo,
embora presente, abaixo do limite estabelecido por esta agéncia. As culturas de
maca e morango apresentaram a maior contaminacao por agrotoxicos (38 e 44%
acima do LDM, respectivamente), muitos ndo autorizados pela ANVISA. Por ser
um centro de grande distribuicdo de alimentos, a CEASA ¢ suprida por diferentes
fornecedores, sendo assim a variabilidade das fontes de alimentos coletados € muito
grande e, portanto, a continuidade desta sistematica de avaliacdo torna-se

necessaria.

Palavras-chave
Piretrdides; triazinas; agrotéxicos; GC/MS/MS, QUEChERS.
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Abstract

Lachter, Daniela Roditi. Massone, Carlos German (Advisor). Nudi, Adriana
Haddad (Co-Advisor). Development and validation of a method for
pesticide analysis in food produce from the state of Rio de Janeiro using
gas chromatography with tandem mass spectrometry. Rio de Janeiro,
2017. 136p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

The present work regards the implementation and validation of a method for
analysis of pesticide residues in produce from the state of Rio de Janeiro for the
improvement of the national health system. Pyrethroids and triazines class
pesticides were analyzed for this research. The samples were collected at CEASA
in the city of Rio de Janeiro, since it is the main fruit and vegetable distribution
center in the city. The produce chosen for the analyses were apple, mango,
strawberry, cucumber and tomato. After optimization of the chromatographic
conditions, extraction methodology and evaluation of the parameters linearity,
selectivity (matrix effect), repeatability, recovery, homocedasticity and limits of
detection of the method, the samples were collected, from November 2016 to
February 2017. The QUEChERS method was used for the extraction of pesticide
residues and the PSA method was used for the purification of extracts, both in
triplicates. The extracts were analyzed by gas chromatography with tandem mass
spectrometry in Selected Reaction Monitoring mode (Multiple Reaction
Monitoring). A short run method was achieved for the determination of 41
pesticides with two precursor-product for each analyte. The analitycal method
showed several advantages - quick, cheap, easy, effective, rugged and safe. The
detection limits were 1,34 ng/g and 10,22 ng/g. The majority of the pesticides
analysed (78%) were below this result. For tomato and cucumber, the only
quantified compounds were close to their respective detection limits. For the
analysis of mango pesticides, some peaks of higher concentration for propargite and
lambda-cyhalothrin were observed. The first one is not authorized by ANVISA and
the second, although present, was found below the limit established by this agency.

The apple and strawberry crops showed the highest contamination by pesticides (38
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and 444%, respectively), many of which were not authorized by ANVISA. CEASA
is a large food distribution center, so it is supplied by different distributers. The
variability of the sources of food collected is very large. A more representative
study on the quality of food would require a higher number of samples with a higher

frequency of sampling.

Keywords
Pyrethroids; triazines; agrotoxics; GC/MS.
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1
Introducao

A cidade do Rio de Janeiro tem recebido muitos eventos de grande
porte, com o consequente aumento de turistas que visitam a cidade. A
perspectiva da existéncia de servicos adequados € determinante no
processo de escolha do destino por parte do turista. Um destes se refere a
alimentacdo que no Brasil € a atividade com maior participacao (40,94%)
em relacdo ao valor da producdo do turismo. Logo, o0 servico de
alimentacdo precisa ser continuamente configurado de maneira a satisfazer
as expectativas dos turistas por qualidade e seguranca dos alimentos
oferecidos (Cribb, 2009).

As frutas e hortalicas que chegam ao Rio de Janeiro provém
tipicamente de propriedades familiares fluminenses, que trabalham em
regime de monocultura, e sdo distribuidos na CEASA. Muitas destas
culturas sdo particularmente dependentes de agrotoxicos e ainda nédo
existem condi¢cdes adequadas para controlar a exposicdo aos agrotoxicos

dos produtos ali comercializados.

De acordo com a legislacdo vigente (Lei 7802/89 e Decretos
988116/90 e 4074/2002) os pesticidas sdo considerados agrotoxicos e sdo
definidos como uma substancia ou uma mistura de substancias capazes de
repelir, inibir, prevenir qualquer tipo de peste (Lara e Batista, 1992). Cabe
ressaltar que o termo peste refere-se a quaisquer formas de vida animal,
tais como pragas, insetos, acaros, fungos, nematoéides, bactérias e
roedores, ou de vida vegetal, como, por exemplo, ervas daninhas

indesejaveis e prejudiciais a agricultura, pecuaria e seus produtos.

No Brasil, o consumo de agrotoxicos tem sido superior a 300 mil
toneladas, sendo que, enquanto a area agricola cresceu 78% a partir da
década de 60, a quantidade de ingrediente-ativo consumida de agrotoxico
aumentou 700% no mesmo periodo (Spadotto et al., 2004). O seu uso
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indiscriminado pode oferecer riscos a salde humana assim como
contaminar aguas subterrdneas e superficiais, solos e atmosfera e, por
conseguinte, acarretar um desequilibrio ao ecossistema. A Figura 1 mostra

0 consumo anual de agrotoxicos no periodo de 2000 a 2012.

Egha de ingrediente ativo

80
70
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50
40
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20

0.0
2000 20m 2002 2002 2004 2005 2000 2010 2m 2012

Figura 1: Comercializagdo anual de agrotoxicos e afins, por area plantada no Brasil —
2000/2012. Fonte: IBGE, 2015.

Dentro do grupo dos agrotoxicos nitrogenados, encontram-se,
principalmente, os carbamatos e triazinas. Nesse estudo, foram avaliados
agrotoxicos da classe das triazinas, derivados nitrogenados heterociclicos,
gue sao herbicidas quimicos utilizados para o controle de ervas daninhas,
devido a sua capacidade de inibir a fotossintese. Os piretréides sao,
atualmente, os inseticidas mais utilizados, pois apresentam baixa
toxicidade em mamiferos, baixo impacto ambiental e sdo necessarias
baixas quantidades para exercerem sua acéo (Santos et. al., 2007). S&o
derivados sintéticos da piretrina, ésteres toxicos isolados das flores da
espécie Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies relacionadas (Santos
et al., 2007).

O método a ser utilizado para a extragdo de residuos de agrotoxicos
sera o QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rudge and safe) - método
multirresiduos no qual, em uma sO andlise sdo determinados varios
compostos (AOAC, 2007). O processo de extragcdo dos agrotoxicos €
caracterizado por uma fase inicial de extracdo com acetonitrila acidificada,
seguida de particdo com a adicao dos sais sulfato de magnésio (MgSOa) e
acetato de sodio (Na(C2Hsz032)), que facilitam a retirada de substancias

polares da matriz. A etapa seguinte consiste no clean up, que visa a limpeza
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de interferentes das amostras, onde sera utilizado o sorvente bondesil PSA.
A quantificacdo serd feita por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas triplo quadrupolo (GC-MS-MS), através da
ionizacdo por impacto de elétrons (EI). O método mostra-se sensivel e
seletivo, conseguindo detectar os agrotoxicos em nivel traco, além de

determinar um grande nimero de agrotoxicos sem uma unica analise.
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Objetivos

2.1.

Objetivos gerais

O presente estudo visa implementar e validar metodologia para a

extracdo de

residuos de agrotéxicos em alimentos produzidos no Estado

do Rio de Janeiro, com deteccdo e quantificacdo desses compostos em

sistema GC

agrotoxicos

2.2.

-MS-MS, aumentando e aprimorando o banco de dados sobre

Nnos mesmaos.

Objetivos especificos

v

Implementar e validar o método analitico QUEChERS para
extragcdo de residuos de agrotoxicos em alimentos, de maneira
a otimiza-lo em relacéo ao tempo e simplicidade de execuc¢dao;
Aplicar a etapa de clean up nos extratos com o adsorvente
PSA;

Validar a metodologia analitica segundo os parametros de
curva analitica de linearidade, seletividade (efeito matriz),
repetibilidade, recuperacdo, homocedasticidade e limite de
deteccdo do método;

Implementar metodologia analitica para a determinacdo e
guantificacdo de agrotoxicos em alimentos em GC-MS-MS;
Aplicar a metodologia em amostras de tomate, pepino, maca,
manga e morango coletadas no CEASA do Rio de Janeiro;
Disponibilizar informacgdes sobre a presenca de agrotoxicos em
alimentos, direcionada para diferentes atores sociais do setor

visando também a promocao da saude da populacéo.
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Revisao Bibliografica

3.1.
Agrotoxicos: conceitos e histérico

O uso de agrotoxicos na agricultura € relatado desde o século Xl, onde
ha registros da utilizacdo de compostos sulfurados, derivados de arsénio
(século XVII), cloreto de mercurio (século XVIII) e sais de cobre (século
XIX) (Nunes e Ribeiro, 1999). Por outro lado, a utilizacdo de compostos
organicos com propriedades pesticidas era reduzida a aplicacdo de
inseticidas naturais, como a nicotina (século XVII), a rotenona (derivado das
raizes de legumes) ou o pyretrum (extraido da flor do crisdntemo), estes

utilizados na segunda metade do século XIX (Nunes e Ribeiro, 1999).

A utilizag@o de agrotoxicos popularizou-se na década de 40 durante
a Segunda Guerra Mundial. O DDT foi o primeiro pesticida a ser largamente
utilizado durante a guerra para o combate de mosquitos vetores de doencas
como malaria e tifo. Barato e eficaz em curto prazo, suas propriedades
inseticidas foram descobertas em 1939 pelo quimico suico Paul Hermann
Muller (Porto e Soares, 2012).

Apoés a Segunda Guerra Mundial, muitos agrotoxicos passaram a ser
utilizados em larga escala nos Estados Unidos e Europa. Muitos deles
serviram de arma quimica nas guerras da Coreia e do Vietna, conhecidos
como “agente laranja”, desfolhante que afetou milhares de soldados e civis,
além de ter contaminado rios, mares e seres vivos presentes nos ambientes

em que foi jogado (Lucchesi, 2005).

A expansao da populagdo mundial tem exigido uma maior demanda
por alimentos e matérias-primas, o que tem estimulado o desenvolvimento
tecnolégico nos segmentos de biotecnologias, agronegdcios, alimentos,

entre outros. Entretanto, o aumento da produgdo agricola esta associado a
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impactos negativos sobre a saude e o meio ambiente (Porto e Soares,
2012).

No Brasil, a Lei Federal n° 7.802 de 11.07.89, alterada pela Lei n°.
9.974 de 06.06.2000, regulamentada pelo Decreto n°. 4.074 de 04.01.2002,
atualmente modificado pelos Decretos n°. 5.981 de 06.12.2006 e n°. 5.549
de 29.09.2005, define agrotoxicos e afins como: “produtos ou agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producédo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimuladores e inibidores de crescimento”.

Além de atingirem os organismos alvo, os agrotéxicos entram em
contato com as aguas de drenagem das terras agricolas, com a permeacéao
através dos solos e com os efluentes provenientes de instalacdes que
utilizam agrotéxicos, causando impactos negativos ao meio ambiente e ao
ser humano, além de desequilibrio ecoldgico (Biziuk et al., 1996; Younes e

Galal-Gorchev, 2000; Dores e De-Lamonica-Freire, 2001).

Os agrotoxicos compreendem uma grande variedade de compostos
quimicos, com diferentes estruturas quimicas e, consequentemente,
diferencas em relacdo a toxicidade, persisténcia, biotransformacdo e
eliminacdo (Younes e Galal-Gorchev, 2000) e podem ser classificados
conforme o organismo alvo, a toxicidade, a estrutura quimica e a classe

quimica.

Os nitrogenados sdo mundialmente utilizados em funcdo do seu
baixo custo, pronta disponibilidade, eficacia, capacidade de combater uma
grande quantidade de pragas e por serem menos estaveis no meio
ambiente do que os compostos organoclorados (Tankiewicz et al., 2010).
Ja os piretroides tém sido os inseticidas mais utilizados atualmente, pois

apresentam baixa toxicidade em mamiferos, baixo impacto ambiental, sdo
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efetivos contra um largo espectro de insetos e sdo necessarias baixas

guantidades para exercerem sua acao (Santos et al., 2007).

3.2
Classificacao dos agrotoxicos

3.2.1.
Conforme o organismo alvo

A classificacdo dos agrotéxicosde acordo com a sua aplicacao é
apresentada na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Classificagéo de pesticidas em relacdo a sua aplicacdo

Classe Subclasse Aplicacéo
Zoocidas — agentes Inseticidas Destruigcéo de
de combate a pestes - inseticidas
L Alficidas
animais Destruicado de pulgdes
Acaricidas ¢
Atrativos Destrui¢é@o de &caros
Bactericidas Para atrair pestes
- Destruicdo de bactérias
Larvicidas
. . Destruica larv
Limacidas estruicdo de larvas
- Para matar lesmas
Moluscicidas
- Para matar caracoéis
Nematicidas
- Para matar nematoides
Ovicidas
Destruicéo de ovos de
insetos e acaros
Repelentes Para repelir insetos
Rodenticidas Para combater roedores
Fungicidas Para combater fungos
Herbicidas Para combater plantas

invasoras (ervas daninhas)

Reguladores de
crescimento vegetal - esti—
ulantes ou inibidores de
processo de vida das
plantas

Desflorantes

Desfoliantes

Dessecantes

Para remocéo de
excessos de flores

Para remocéao de
excessos de folhas

Para secar plantas
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Sinergéticos Para potencializar a
acdo de outras substancias.

Fonte: Biziuk et al., 2013.

3.2.2.
Conforme a toxicidade

A classificacédo dos agrotoxicos em relacéo a sua toxicidade é baseada
na LDso oral das formulagGes liquidas e sélidas, por mg kg de peso,
conforme a Tabela 2. Os produtos séo classificados e rotulados segundo a
Figura 2 em extremamente toxico, altamente toxico, mediamente toxico e

pouco téxico.

Tabela 2: Classificacédo de pesticidas de acordo com a toxicidade

Toxicidade LDso
| - Extremamente toxico <25
Il - Altamente toxico 25< LDso< 200
[l - Mediamente toxico 200 < LDso< 2000
IV - Pouco téxico > 2000

Fonte: Biziuk et al., 2013.

CLASSE TOXICOLOGICA

-I EXTREMAMENTE TOXICO
Il ALTAMENTE TOXICO

- Il MEDIAMENTE TOXICO

- IV POUCO TOXICO

Figura 2: Classifica¢@o toxicoldgica utilizada em rotulo dos agrotoxicos. Fonte: Karam et
al., 2014.
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3.2.3.
Conforme a estrutura quimica

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura

quimica, conforme mostrado naTabela 3Tabela 3: Classificagdo de pesticidas de

acordo com a estrutura quimica

Classe Exemplo

Pesticidas inorganicos Arsénicos ou fluoretos,
herbicidas inorganicos

Pesticidas organicos Organoclorados e
organofosforados, carbamatos

Fonte: Biziuk et al., 2013.

3.2.4.
Conforme a classe quimica

Outra forma de classificar os pesticidas é de acordo com a sua classe

quimica, conforme mostrado na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4: Classificagdo de pesticidas de acordo com a classe quimica

PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

Classe

Exemplo

Organoclorados

DDT, endosulfan,
metoxicloro

Organofosforados

Malationa, diclorvos,

Carbamatos e seus
derivados

Aldicarbe, aminocarbe,
furatiocarbe

Derivados do &cido
fenoxicarboxilico

2,4-D, MCPA, dicamba

Triazinas e seus derivados

Atrazina, simazina, anilazina

Fonte: Biziuk et al., 2013.
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Os organoclorados foram os primeiros pesticidas a serem introduzidos
na agricultura e nos controles das pestes. S40 compostos organicos que
contém carbono, hidrogénio e cloro em sua estrutura quimica. Apresentam
como principais caracteristicas: baixa volatilidade, elevada estabilidade
quimica e lipossolubilidade, lentas taxas de degradacdo e de
biotransformacéao, persistindo no meio ambiente por longo tempo (Biziuk et
al.,2013).

Em funcdo da sua alta estabilidade (de até 30 anos), eles ainda se
mantém presentes por muito tempo no meio ambiente e podem ser
transportados pelo ar ou pela agua por grandes distancias e, por isso, tém
sido substituidos pelos pesticidas organonitrogenados e organofosforados
(Biziuk et al., 2013).

Os organofosforados derivam do acido fosférico, tiofosférico ou
ditiofosférico e incluem todos os compostos organicos que contenham
atomos de carbono e fosforo em sua estrutura. Assim como 0s
organoclorados, o0s organofosforados s&o altamente toxicos e
lipossoluveis, entretanto, decompdem-se dentro de dias ou semanas e, por
isso, sdo raramente encontrados na cadeia alimentar (da Silva, 2015). Séao

utilizados como acaricidas, fungicidas, inseticidas e namiticidas.

De amplo uso, os compostos chamados de organonitrogenados sao
aqueles que possuem nitrogénio em sua estrutura quimica. Entretanto,
esses agrotoxicossdo conhecidos por suas classificacdes quimicas e estao
relacionados, principalmente, aos carbamatos, triazinas e suas derivacées
(Figura 3).
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Figura 3: Estrutura quimica de alguns pesticidas organonitrogenados. Fonte: Biziuk et al.,
2013.

Os carbamatos sédo derivados do acido carbamico e ndo sao
persistentes no meio ambiente (da Silva, 2015). Sao utilizados como
inseticidas, principalmente em insetos que sdo resistentes a compostos
organofosforados. Irregularmente utilizado, o carbamato aldicarb, mostrado

na Figura 4 € comercializado ilegalmente com o nome de chumbinho.

O

H
HsC\Nk N:}<C 4
H

SCH3

Figura 4: Estrutura quimica do aldicarb. Fonte: Sigma-Aldrich

As triazinas estédo dentre as classes de herbicidas mais utilizadas no
mundo, principalmente no controle seletivo de ervas daninhas (Duarte et
al., 2016) e sao derivadas nitrogenadas heterociclicos, em que o anel é
composto de atomos de nitrogénio e de carbono alternadamente. A
descoberta das moléculas deste grupo quimico ocorreu no inicio da década
de 1950 pela empresa Geigy Quimica, de origem suica, e seu uso

comercial teve inicio na década de 60 (Kussumi, 2004).

A atrazina é uma das triazinas mais comuns e é um contaminante
potencial em virtude das suas caracteristicas quimicas, como: hidrolise
lenta, solubilidade em agua de moderada a baixa e alta solubilidade em
solventes organicos. As atrazinas (Figura 3) sao derivados simétricos
clorados da triazina, que € o produto da polimerizacdo do cloro de
cianogénio na presenca de cloreto de aluminio anidro como catalisador
(Kussumi, 2004).
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A Tabela 5 apresenta as caracteristicas dos pesticidas
organonitrogenados.

Tabela 5: Caracteristicas de pesticidas organonitrogenados

Classe quimica Caracteristicas

Carbamatos Principalmente ésteres de
acidos carbamico; decompdem
rapidamente no solo; pouco
sollvel em agua; melhor solavel
em solventes organicos; utilizados
mundialmente para o combate a
insetos, fungos e ervas daninhas,
e também como reguladores de
crescimento de plantas.

Triazinas Utilizadas no combate a
ervas daninhas e no controle de
crescimento milho, soja, graos e
outros cultivos. Estaveis no solo.
Uma das triazinas é a atrazina,
90% das quais é aplicada nas
culturas de milho.

Fonte: Tankiewicz et al.,2010.

Os piretréides sao os derivados sintéticos das piretrinas, ésteres toxicos
isolados das flores das espécies de Chrysanthemumcinerariaefolium e
espécies relacionadas. As piretrinas foram utilizadas como inseticidas
durante muitos anos, devido a sua acado sob uma vasta variedade de
insetos e a baixa toxicidade em mamiferos. Entretanto, as piretrinas
naturais apresentam grande instabilidade a luz solar e ao ar, o que diminui
a sua eficacia no controle de pragas da agricultura e de outros insetos
(Santos et al., 2007).

Na década de 70, houve o inicio do uso dos piretréides sintéticos na
agricultura, apés mudanca estrutural introduzida nas piretrinas para

modificar a estrutura quimica com o intuito de se obter substancias com
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maior estabilidade e potencial inseticida (Santos et.al., 2007) (Figura 5). A
inclusdo de &tomos de nitrogénio, enxofre e atomos de halogénios as
piretrinas solucionou os problemas de estabilidade relacionados as
substancias naturais, enquanto manteve relativamente baixa a toxicidade

aguda em mamiferos (Soderlund, 2002).

R R
1 2 R3
| || o
O | >3
=
Piretroides R, R, R,
A-cialotrina Cl CFa CN
cipermetrina Cl Cl CN
deftametrina Br Br CN
permelrina Cl Cl H

Figura 5: Estrutura quimica de piretroides sintéticos. Fonte: Vieira et al., 2007.

Em virtude das vantagens de seu uso, os piretrdides tornaram-se um
sucesso e tiveram seu uso aumentado e ampliado para outros fins, além
da agricultura, levando, consequentemente, a exposicdo de organismos

ndo alvos aos seus efeitos tdxicos (Santos et al., 2007).

Como exemplo de piretréides utilizados no controle de insetos das
lavouras, podem ser citadas as substancias deltametrina, permetrina e
cipermetrina, mostradas na Figura 6 (Grisolia, 2005). A deltametrina € o
piretréide mais toxico para vertebrados dentro de todos os conhecidos até
0 momento. Esse agrotdxicofoi obtido do isolamento de apenas um isdmero
(o mais ativo, D-cis). Normalmente, os piretréides sdo usados como
misturas de dois ou mais isémeros e, por isso, diferencas nas estruturas

guimicas sao importantes para a sua toxicidade (Santos et al., 2007).

A nova tendéncia para o futuro esta na utilizagdo de novos agrotoxicos,
chamados neonicotindides, que comecaram a ser utilizados em
substituicdo aos piretroéides, organofosforados e carbamatos, uma vez que
as pestes estédo cada vez mais resistentes a esses compostos (Tankiewicz
et al.,2010). Outra nova tendéncia é o uso de biopesticidas, que incluem

substancias naturais derivadas de animais, plantas, bactérias e minerais,
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utilizadas para o controle de pestes, além de substancias produzidas a
partir de plantas geneticamente modificadas (EPA, 2017).

(0]
]/ 0 — | O~ )
Cl |\ 7

Cl
(1) HiC CHj

O CN
CIzCAY/u\O f\lro o
NS A

) HsC CHs

O CN
Br ™
HiC CHj

3)

Figura 6: Estrutura quimica dos agrotéxicos piretréides permetrina (1), cipermetrina (2) e
deltametrina (3).

3.3.
Contexto da industria de agrotéxicos no Brasil

No Brasil, a disseminacédo do uso de agrotoxicos foi ampliada em
meados da década de 1940 e consolidada nos anos seguintes, a partir do
alinhamento das politicas publicas as premissas da “Revolucao Verde”, no
final da década de 60. A “Revolugédo Verde” se refere a disseminacéo de
novas préticas visando o aumento na producao agricola a partir da década
de 1950 nos Estados Unidos e Europa e em outros paises nas décadas

seguintes.

O aumento das vendas dos agrotoxicos se deveu a uma politica
oficial de incentivo reforcada, em 1975, pelo langcamento do Programa
Nacional de Defensivos Agricolas (PNDA). O aumento da tecnologia e

renda dos agricultores também contribuiu para esse aumento (Paschoal,
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1979; Porto e Soares, 2012). A partir de entdo, o mercado de agrotéxicos
mostra-se em crescimento significativo, expandindo-se, em média, 10% ao
ano, de forma que se manteve entre 1970 e 2007 entre os seis maiores

consumidores do mundo (Tavella et.al., 2011).

Como resultado, obteve-se 0 avango na modernizagéo da agricultura
brasileira, privilegiando a introducdo de pacotes tecnologicos e
maquinarios, a isencao de impostos sobre produtos importados, bem como
0 incentivo ao uso de defensivos agricolas para intensificar ndo sé o
rendimento dos cultivos como também gerar condigbes ambientais
favoraveis ao exterminio das pragas (Agra e Santos 2001; Matos e Pess6a,
2011; Porto e Soares, 2012).

A partir de 1992, com o acontecimento do Férum Internacional Rio-92,
novas abordagens em relacdo a contaminagdo no meio rural foram
realizadas, com a intensificagdo de novos estudos por diversas instituicoes
de pesquisa. Porém, a analise dos resultados obtidos apés os 20 anos
decorridos daquele forum indica que 0s avan¢cos em pesquisa nesta area
foram modestos, caracterizados, principalmente, por estudos
regionalizados ou pontuais (Karam et al., 2014). Somado a isso, 0 consumo
de agrotéxicos no Brasil aumentou de forma expressiva, e em 2008 o Brasil
assumiu o posto de maior mercado consumidor de agrotoxicos do mundo
(Karam et al., 2014).

O Decreto n° 7.802, de 04 de janeiro de 2002, estabelece gque o sistema
de registro de agrotdoxicos no Brasil é designado aos seguintes 6rgaos:
ANVISA, vinculada ao Ministério da Saude; IBAMA, vinculado ao Ministério

do Meio Ambiente; e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

O crescente uso de agrotoxicos na producao agricola e a presenca de
residuos acima dos niveis autorizados nos alimentos tém sido alvos de
preocupacdo no ambito da saude publica, exigindo, das diversas esferas
de governo investimento e organizacgdo para implementar agdes de controle
do uso dessas substancias (ANVISA, 2014). A ANVISA é o orgao federal
responsavel pela avaliagdo toxicologica para fins de registro de agrotoxicos

e pela reavaliacdo de produtos ja registrados.
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Com o objetivo de estruturar um servico para avaliar e promover a
qualidade dos alimentos em relacdo ao uso de agrotoxicos foi criado em
2001 o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos (PARA) em
Alimentos da ANVISA. Dessa forma, o PARA se constituiu como um dos
principais indicadores do uso irregular de agrotoxicos em alimentos
adquiridos no mercado varejista e consumido pela populagéo e contribui
para a seguranca alimentar, visando prevenir intoxicagcbes agudas ou
cronicas que podem resultar da exposi¢ao indevida aos agrotéxicos. Os
niveis de residuos de agrotéxicos sdo avaliados em relacdo aos LMR
estabelecidos pela ANVISA.

Dados dos ultimos programas de analise de residuos de agrotéxicos
em alimentos sugerem uma melhora na quantidade de residuos de

agrotoxicos encontrados nos alimentos avaliados nos ultimos anos.

Os resultados do PARA 2012 (ANVISA, 2014) indicam que 25% das
amostras analisadas foram consideradas insatisfatorias, onde 1,9% das
amostras continham agrotoxicos em niveis acima do LMR, 21% continham
agrotoxicos ndo autorizados (NA) para a cultura e 1,9% do total continham
residuos acima do LMR e NA simultaneamente (PARA, 2012).

Ja no periodo de 2013 a 2015, 19,7% das amostras avaliadas foram
consideradas insatisfatérias, sendo que 16,7% apresentaram residuos de
agrotoxicos ndo autorizados para a cultura, conforme Figura 7 (ANVISA,
2015). Pode-se observar que houve uma melhora na qualidade das
amostras analisadas em relacdo aos residuos de agrotdxicos, porém,
houve um pequeno aumento em relacdo a quantidade de amostras

consideradas insatisfatorias.
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Figura 7: Distribuicdo das amostras analisadas segundo a presenca ou auséncia de
residuos de agrotéxicos e o tipo de irregularidade. Fonte: ANVISA, 2015.

Uma extensa lista de agrotoxicos utilizados na agricultura brasileira é
proibida pela Unido Europeia (EU) e Estados Unidos. Sdo permitidos para
uso nas lavouras brasileiras 434 ingredientes ativos de agrotéxicos. Entre
0os 50 mais utilizados, 22 sdo proibidos em paises europeus (Gomes e
Kokay, 2015). No Brasil, a regido sudeste € a que apresenta maior

comercializacao de agrotoxicos e afins (IBGE, 2015).

A ANVISA avalia e classifica toxicologicamente os agrotoxicos, seus
componentes e afins. Os resultados desses estudos sao utilizados para
estabelecer a classificacdo toxicologica dos produtos e para calcular o

parametro de seguranca que consiste na IDA de cada ingrediente ativo.

Para avaliar o impacto da exposicdo, antes de autorizar 0 uso de um
ingrediente ativo para uma cultura agricola, € feito o calculo da Ingestéo
Diaria Maxima Teorica, segundo a equacao abaixo, definida pelo quociente:
somatério dos produtos do consumo médio per capita diario de cada

alimento e o respectivo LMR/peso corporeo.

Y. (LMR x consumo do alimento)

IDMT = ~
Peso corporeo

Quando a IDMT nao ultrapassa a IDA, os LMR estabelecidos para
um agrotoxico nas varias culturas sdo considerados seguros para a saude

do consumidor.

Cabe a ANVISA e aos demais 6rgdos competentes reavaliar o

registro de agrotoxicos quando surgirem novas informacgdes que indiqguem
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a necessidade de uma revisdo das suas condicbes de uso. Entre o0s
ingredientes ativos banidos no pais em decorréncia de processos de
reavaliacdo citam-se benomil, heptacloro, monocrotofés, lindano,
pentaclorofenol, triclorfom, cihexatina, endossulfam e metamidofés, e
outros como acefato, captana, folpete, carbendazim, clorpirifés, metaldeido
e fosmete (ANVISA, 2014).

Em funcédo de ser um pais com ampla area rural e clima favoravel, o
Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de produtos agricolas
no mundo e, como consequéncia, € um grande consumidor de agrotéxicos
(Bastos et al., 2012). A frota agricola brasileira cresceu 44% desde 2008
(Araujo, 2017), com o Mato Grosso liderando o ranking de frotas, seguido

por Rio Grande do Sul e Sao Paulo.

3.4.
Contexto atual dos agrotoxicos no Estado do Rio de Janeiro

Em 2012, o PARA publicado pela ANVISA (2014) indicou que o
percentual de amostras de alimentos insatisfatérias para consumo no Rio
de Janeiro foi de 37,5%. Além disso, o relatério “Vigilancia em Saude de
Populagbes Expostas a Agrotoxicos no Estado do Rio de Janeiro”,
divulgado em 2015 pelo Ministério da Saude, mostra que o Rio de Janeiro
ocupa o0 décimo lugar no ranking de estados que mais consomem
agrotoxicos no pais. Segundo a publicacao, entre 2009 e 2010, o consumo
estadual passou de 3,40 kg/ha para 125,08 kg/ha, enquanto a éarea
plantada se manteve na ordem de 200 mil hectares, conforme mostrado na

Tabela 6. A média nacional para o mesmo periodo foi de 15,84 kg/ha.

Tabela 6: Taxa de consumo de agrotoxicos e area plantada — Rio de Janeiro, 2007 a 2012.

RTS8 prmie 219874 222319 219074 235067 192515  208.847
(hectare)

Faxe de consumo de

401 97 4 125,08 183,31 151,01
agrotoxico (kg/ha) 0 2 340 250 3.3 0

Fonte: Ministério da Saude, 2015.
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Esses dados sugerem preocupacdo em relacdo a qualidade dos
alimentos consumidos pela populagdo fluminense e a necessidade de
estudos que facam essa avaliacédo. Além disso, O Rio de Janeiro se tornou,
nos ultimos anos, uma referéncia como cidade realizadora de grandes
eventos. Diversos eventos esportivos, religiosos e culturais de relevancia
nacional ocorreram na cidade, tais como a Jornada Mundial da Juventude,
Rock in Rio, Copa do mundo de 2014 e as Olimpiadas de 2016. Somam-

se a estes eventos festas tradicionais como o Ano Novo e o Carnaval.

Como consequéncia do fluxo maior de turistas ocorre uma maior
demanda por alimentos de qualidade para atender ao aumento temporario
da populacdo da cidade. As frutas e hortalicas que chegam ao Rio de
Janeiro provém tipicamente de propriedades familiares fluminenses, que
trabalham em regime de monocultura, e sdo distribuidos na CEASA. Muitas
destas culturas sdo particularmente dependentes de agrotoxicos e
infelizmente, segundo o presidente da CEASA, ndo existem condicdes
adequadas para controlar a exposicdo aos agrotoxicos dos produtos ali

comercializados.

Entre as notificacbes de consumo e intoxicacdes por agrotdxicos
registradas no Estado do Rio de Janeiro, destacam-se as cidades Rio de

Janeiro, Campos dos Goytacazes e Nova lguacu (Figura 8).

Resende
Casimiro de Abreu ™
Nova Friburgo =
Angra dos Reis
Parati =
Porciuncula
Pirai
Itaborai
Sumidouro
Volta Redonda  m——
S30 Gongalo  essm—
Teresopolis —"
Duque de Caxlas "
Nova Iguagu  i—
Em———ae

Municipios

Campos dos Goytacazes

Rio de Janeiro —

o

50 100 150 200 250 300 350 400

Registro de Intoxicagbes pro Agrotoxicos
2007 W2008 W 2009 W2010 w2011 ™ 2012

Figura 8: Municipios do Estado do Rio de Janeiro que mais notificaram intoxicagdes por
agrotéxicos. Fonte: Ministério da Saude, 2015.
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Com o objetivo de obter um diagnéstico mais proximo da realidade
sobre a presenca e contaminacao do solo e da agua por nitratos (N-NO3),
a Embrapa publicou um estudo para identificar e avaliar o cenario de uso e
presenca de agrotoxicos e fertilizantes nitrogenados no Brasil. O estudo,
intitulado “Panorama da Contaminagéo Ambiental por Agrotoxicos e Nitrato
de Origem Agricola no Brasil: Cenario 1992/2011” e publicado em 2014,

indica situacao de alerta no estado do Rio de Janeiro.

O estudo mostra que na regido serrana do Rio de Janeiro, onde as
atividades agricolas estdo concentradas, ha a “presenca constante de
situagdes de risco de contaminagdo ambiental por agrotdéxicos”. Compostos
organoclorados como o DDT, BHC e lindano ainda sdo usados na regiao
serrana do estado, principalmente em olericolas, contrariando a legislacéao

atual relativa do uso de agrotéxicos (Peres e Moreira, 2007; Karam, 2014).

No municipio de Paty do Alferes, a atividade olericola intensiva tem
favorecido a contaminacdo da agua por agrotoxicos, tanto superficial
guanto subterranea, como mostram estudos na regido que detectaram
contaminacd@o por organofosforados e carbamatos nas 4guas em areas

cultivadas com tomate (Veiga et al., 2005).

Dois estudos também foram realizados em Nova Friburgo. Um detectou
gue a presenca de agrotoxicos no ambiente, em especial nos rios, impacta
a fauna local, enquanto outro encontrou concentracdes de agrotdéxicos em
valores até oito vezes acima do limite permitido pela legislagéo brasileira,
em areas onde a atividade agricola era mais intensiva — com as lavouras

chegando até as margens do rio (Karam, 2014).

Um estudo realizado em Cidade dos Meninos, Duque de Caxias, teve
como objetivo avaliar o desempenho cognitivo de criancas e adolescentes
residentes em area contaminada com agrotoxicosorganoclorados e 0s
fatores associados a exposi¢cdo. A contaminacdo ocorreu em funcdo de
uma fabrica para producéo de agrotdoxicosque foi desativada na década de
60, deixando pesticidas abandonados nas suas instalacbes e
proximidades. Esses agrotoxicosforam identificados no solo, aguas

subterraneas e alimentos produzidos no local (Campos et al., 2015).
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3.5.
Efeitos do uso de pesticidas a salude humana

Em funcdo de n&o atingirem apenas seus organismos alvo, 0s
agrotoxicos tornam-se prejudiciais a saude humana, uma vez que podem
entrar no corpo humano através da pele, do sistema respiratorio, do
sistema digestivo (ingestdo acidental) ou através do consumo de um
alimento contaminado com agrotoxicos. O impacto a saude humana pode
ocorrer tanto através do trabalhador que manuseia esses compostos,

guanto através do consumidor.

A contaminacdo por agrotoxicos pode ocorrer durante sua
fabricacdo, no momento da aplicagdo e na ingestdo de um produto
contaminado. Os efeitos sobre a saude podem ser de dois tipos: 1) efeitos
agudos, ou agueles resultantes da exposi¢cdo a concentracfes de um ou
mais agentes toxicos capazes de causarem dano efetivo aparente em um
periodo de 24 horas; 2) efeitos crénicos, ou aqueles resultantes de uma
exposicao continuada a doses relativamente baixas de um ou mais
produtos (Peres, 2007). A exposicao crbnica esta associada a pequenas

doses ingeridas durante periodos de tempo longos (Araujo, 2000).

Os sintomas da intoxicacdo aguda estéo relacionados a fraquezas,
vomitos, nauseas, diarreias, irritacdes das conjuntivas e dores de cabeca.
Ja os sintomas referentes a intoxicacdo cronica estdo relacionados a
efeitos neuroldgicos, efeitos sobre o sistema imunoldgico, canceres,

alergias respiratorias, lesdes renais e hepéticas, entre outros.

Os inseticidas organonitrogenados atuam no organismo humano
inibindo um grupo de enzimas denominadas colinesterases, que atuam na
degradacdo da acetilcolina, um neurotransmissor responsavel pela
transmissdo dos impulsos no sistema nervoso (central e periférico). Em
fungéo disso, alguns disturbios como contragdes musculares involuntarias,
convulsdes e outras neuropatias podem ocorrer (Biziuket al., 1996; Peres,
2007).

Uma avaliacdo para compreensao dos riscos advindos da exposi¢cao

a residuos de agrotoxicos pela dieta demanda a comparacao da exposicao
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estimada com os parametros de referéncia toxicologicos agudo (DRfA) e
cronico (IDA). Quando a exposicdo por ingestédo de residuo de agrotoxico
exceder tais parametros, pode ocorrer risco a saude (ANVISA, 2015). DRfA
refere-se a dose de referéncia aguda, que é a quantidade estimada do
residuo de agrotdxico presente nos alimentos que pode ser ingerida
durante um periodo de até 24 horas sem causar efeitos adversos a saude
(expressa em mg kg' peso corpéreo). IDA refere-se a ingestédo diaria

aceitavel para agrotoxicos monitorados, como exposto acima.

De uma maneira geral, a ingestdo de residuos de agrotoxicos
através de alimentos sempre esteve associada ao risco do
desenvolvimento de efeitos cronicos a saude, porém, a FAO comecou a
avaliar a possibilidade de pequenas quantidades de residuos causarem
afeitos agudos aos consumidores (FAO, 1994), de acordo com a toxicidade
do agrotdxico, de sua concentracdo no alimento e da quantidade de
alimento consumida, por peso corporeo, de uma vez ou ao longo do dia
(ANVISA, 2015).

bY

A maior exposicdo humana a atrazina est4d associada a sua
producdo e seu uso na agricultura. A exposicéo de baixo nivel pode ocorrer
através da contaminacdo de agua potavel. A atrazina é facilmente
absorvida pelo trato gastrointestinal, mas ndo é bem absorvido pela pele, e
é rapidamente eliminada. Em ratos, a meia-vida é de cerca 1,3 dias e 95%
da dose é eliminada dentro de 7 dias. A maior concentracdo de atrazina e
/ ou seus metabdlitos é encontrada nos glébulos vermelhos, aos quais as
atrazinas se ligam efetivamente. As desalquilacdes nas posicoes C-4 e C-
6 da molécula de atrazina sdo as principais reacfes de degradacédo

metabdlica (WHO, 1990).

As toxicidades agudas por via oral e dérmica da atrazina para a
maioria das espécies de mamiferos sdo baixas. A acao teratogénica em
ratos, camundongos ou coelhos também é baixa. Efeitos téxicos, incluindo
os oculares, cardiacos, hematologicos e hepaticos foram observados em

ratos apos administracéo de longo prazo (WHO, 1990).
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A exposicdo aos piretroides pela populacdo ocorre, principalmente,
via residuos presentes nos alimentos. A ingestao ou inalagdo de produto
comercial pode ser observada apd6s o uso de inseticidas no interior de
domicilios ou durante a aplicacdo do produto nas lavouras. Porém, como
0s piretroides tem como caracteristica a baixa volatilidade, eles ndo sao
detectados nas residéncias. Na lavoura, a exposi¢édo por inalagdo ocorre
devido a auséncia de equipamentos de protecdo individual ou seu uso

inadequado, o que exp0de os trabalhadores (Santos et al., 2007).

Em geral, piretréides sdo rapidamente absorvidos pelo trato
gastrointestinal apds a administracéo oral e pelo trato respiratério através
da inalacédo de p6 ou spray, em contrapartida, a absor¢cao dérmica é baixa.
Estudos em ratos mostrou que pelo menos 96% da dose oral de fenotrina

foi excretada apos 6 dias (Santos et al., 2007).

A toxicidade dos piretréides esta relacionada a sua estrutura quimica
e podem ser estruturalmente divididos nos grupos que ndo tem ou tem a
presenca de um grupo ciano (CN) na por¢ao fenoxibenzil. Os primeiros
agem principalmente nos nervos periféricos, causando nos testes em ratos
tremores no corpo, comportamento agressivo, hiperexcitabilidade e
convulsdes. Os segundos estdo relacionados por agirem no sistema
nervoso central, cujos sintomas incluem hipersensibilidade, salivacao
abundante, agitacdo nas méos e patas, tremores periédicos, entre outros.
(Nasuti et al., 2003; Latuszynska et al, 2003; Santos et al., 2007)

3.6.
Uso de agrotéxicos em macd, manga, morango, pepino e tomate

Amostras de macd, manga, morango, pepino e tomate s&o
historicamente conhecidos por constar no ranking de alimentos com maior
namero de agrotéxicos, conforme mostrado no levantamento feito pela
ANVISA em 2011 (Figura 9), onde é reportado que esses alimentos estéao
entre os dezoito que mais apresentaram residuos de agrotoxicos em suas

analises. A Tabela 7 mostra os limites maximos de residuos autorizados
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para os 41 agrotoxicos em estudo para cada uma das amostras avaliadas,
segundo a ANVISA (2015).
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Figura 9: Ranking dos alimentos em relacdo a quantidade de residuos de agrotéxicos no
ano de 2011. Fonte: Hypeness, 2011.
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Tabela 7: Limites maximos de residuos autorizados para os agrotoxicos em estudo

IAs/Culturas/LMR (mg kg1) ANVISA

PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

Maca Manga Morango Pepino c;reom:tsea
Antraguinona NA NA NA NA NA
Atrazina NA NA NA NA NA
Bifentrina NA 0,10 NA 0,02 0,02
Bioaletrina NA NA NA NA NA
Bupirimate NA NA NA NA NA
Ciflutrina NA NA NA NA 0,02
Cipermetrina NA NA NA 0,05 0,10
Ciprodinil 1,00 NA NA NA 0,50
Clorfenapir NA NA 2,00 NA 0,20
Deltametrina 0,02 NA NA 0,03 0,03
Etofemproxi 0,50 0,30 NA NA 0,50
Fenarimol 0,05 NA NA 0,05 NA
Fenotrina NA NA NA NA NA
Fenvalerato NA NA NA NA NA
Fipronil NA NA NA NA NA
Flucitrinato NA NA NA NA NA
Fludioxinol NA NA NA NA NA
Fluridona NA NA NA NA NA
Flusilazole NA NA NA NA NA
Flutriafol NA NA NA NA 0,10
Hexazinona NA NA NA NA NA
Lambda-cialotrina NA 0,10 0,50 0,01 0,05
Lenacil NA NA NA NA NA
MGK.264 NA NA NA NA NA
Miclobutanil 0,10 NA NA NA NA
Paclobutrazol NA 0,02 NA NA NA
Penconazol NA NA NA NA NA
Permetrina NA NA NA NA 0,30
Pirimetanil 1,00 NA 1,00 NA 1,00
Piriproxifem 0,01 NA NA 0,05 0,10

Procimidona 2,00 NA 3,00 NA 2,00
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Tabela 7: Limites maximos de residuos autorizados para os agrotoxicos em estudo

IAs/Culturas/LMR (mg kg1) ANVISA

Maca Manga Morango Pepino c;reom:tsea
Propargito

1,00 NA 0,50 NA 2,00
Tau.Fenvalinate NA NA NA NA NA
Tebuconazol 0,10 0,10 0,10 0,10 0,30
Teflutrina NA NA NA NA NA
Terbutilazina NA NA NA NA NA
Tetrametrina NA NA NA NA NA
Transflutrina NA NA NA NA NA
Triadimefom 0,20 NA NA NA NA
Triflumizol 0,05 0,10 NA 0,10 NA
Vinclozolina NA NA NA NA NA

Fonte: ANVISA, 2015.

E importante ressaltar que os alimentos para os quais se identificou
um percentual de residuos detectados ndo autorizados acima de 40% estao
relacionados a culturas que carecem de atencédo por parte do Estado e das
empresas atuantes. Dessas amostras, observa-se que se encontram em
destaque a manga, o0 pepino e 0 morango com 53%, 55% e 65%,
respectivamente, de agrotoxicos detectados como nao autorizados
(ANVISA, 2015).

= Macga

A maca (Figura 10) € um dos tipos de frutas mais cultivadas no mundo,
com mais de 7.500 espécies e variedades e é uma das frutas mais
completas sob o ponto de vista nutricional (Jardim et al., 2009; Klanovicz,
2010).
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Figura 10: Amostra de maca

Até a década de 70, praticamente toda a macd consumida em
territdrio nacional era importada. O aumento da producao permitiu ao Brasil
substituir gradativamente as importacdes na década de 80 e inicio da
década de 90, tornando-se autossuficiente na producao (Klanovicz, 2010).

Em funcéo do consumo elevado de macas, observa-se que estudos
com essas frutas vém merecendo atencéo especial, principalmente, devido
aos beneficios e, ao mesmo tempo, aos riscos que a ingestdo destas
contendo residuos de agrotoxicos pode causar a saude humana (Jardim et
al., 2009).

Nesse estudo, foi avaliada a espécie maca gala.

= Manga

A manga (Figura 11) é reconhecida como o fruto fresco mais consumido
em todo o mundo (Embrapa, 2010). A expansao da mangicultura no Brasil
ocorreu, inicialmente, no Estado de S&o Paulo, de onde foram difundidas
as novas variedades para o restante do pais, e nos polos de agricultura
irrigada do Nordeste (Embrapa, 2010).

Figura 11: Amostra de manga

A regido Nordeste destaca-se no cenario nacional como grande
produtora de manga para exportacdo e o polo de agricultura irrigada
Petrolina-PE/Juazeiro-BA, no Submeédio do Vale do S&o Francisco,

destaca-se como um dos maiores produtores da manga destinada ao
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mercado externo e responsével por 93% das exportacbes brasileiras
(Menezes e Barbosa, 2005).

7

A tradicional variedade Tommy Atkins, avaliada nesse estudo, é,
atualmente, a mais cultivada nas propriedades localizadas no Vale do Sao
Francisco, ocupando aproximadamente 95% da é&rea total dos pomares
destinados a cultura (Menezes e Barbosa, 2005).

= Morango

O morango (Figura 12) vem se destacando na lista dos alimentos mais
contaminados por residuos de agrotoxicos no Brasil o0 que gera
preocupacdo, uma vez que esse € um fruto consumido por criangas e
adultos, principalmente, in natura, além de ser bastante usado pelas

indUstrias e restaurantes na producéo de doces (Oshita e Jardim, 2015).

Figura 12: Amostra de morango

Desde a década de 90, a producdo nacional de morango aumenta em
média 6,3% ao ano (Resende, 2008).

Na cultura do morango é grande a incidéncia de doencas e pragas que
atingem as vérias fases do ciclo da cultura, desde a muda recém-plantada
até os frutos na fase final de producdo. Para tentar contornar esses
problemas e amenizar 0s prejuizos, utilizam-se agrotéxicos e, por isso,
torna-se necessario um controle rigoroso, que é realizado por meio do

monitoramento de residuos de agrotéxicos (Oshita e Jardim, 2012).

= Pepino

O pepino (Figura 13) tem grande importancia na comercializagdo de

hortalicas, sendo muito consumido em todo o Brasil (Godoy et al., 2009) e
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esta entre as culturas abrangidas pelo programa do governo brasileiro que
monitora a qualidade dos alimentos no mercado varejista quanto a

presenca de residuos de agrotoxicos e afins (Neto e Gongalves, 2016).

Figura 13: Amostra de pepino

= Tomate

O tomate (Figura 14) é a espécie do grupo das hortalicas com maior
volume de producéo no Brasil. S&o comercializadas, anualmente, cerca de
3,77 milhdes de toneladas, das quais 82% estéo concentradas nos Estados
de Goids, S&o Paulo, Minas Gerais, Parana, Bahia e Rio de Janeiro
(Agrianual 2009; Filho etal, 2009; Moura-Andrade et al., 2010). O Brasil é o
principal produtor de tomate da América do Sul, seguido pelo Chile e pela
Argentina (Moura-Andrade et al., 2010).

Figura 14: Amostra de tomate
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3.7.
Metodologias analiticas para extragao de residuos de
agrotoxicos

A escolha do método de uma andlise quimica para identificacdo e
quantificacdo de compostos desconhecidos depende de diversos fatores,
tais como: capacidade do método, tempo de analise, custos, recuperacao,
sensibilidade, seletividade, exatiddo, precisédo, linearidade, limites de
deteccdo, dentre outros (Strelau, 2013). Os métodos empregados para
analises de residuos de agrotéxicos em alimentos devem ser capazes de
detectar niveis muito baixos e também fornecer evidéncias inequivocas da
confirmacgéo da identidade dos residuos analisados. Além disso, métodos
multirresiduos devem ser capazes de extrair um alto numero de
substancias de matrizes complexas e de eliminar grande quantidade de

interferentes.

A andlise de residuos de agrotoxicos é de extrema importancia, nao
apenas por representar instrumento de protecdo a saude humana, como
também por estar relacionada a fatores econémicos. Estima-se que no
mundo, cerca de 200.000 amostras de alimentos sejam analisadas
anualmente para residuos de agrotéxicos com diversos propositos
(Lehotay et al., 2010).

A guantificacdo de residuos de agrotéxicos, em diversos meios e
matrizes, € tradicionalmente realizada usando-se técnicas cromatograficas
(Kussumi, 2007), em funcdo da facilidade para efetuar separacoes,
identificar, quantificar e confirmar as especiais presentes na amostra, por

meio de detectores especificos.

Durante os anos 1990, sistemas de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas passaram a ser implementados, devido ao
desenvolvimento de varios sistemas comerciais de GC-MS que operavam,

principalmente, no modo SIM (Vieira et al., 2007; Prestes et al., 2013). Mais
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recentemente, o modo SIM foi substituido por espectrometria de massas
em série (tandem massa spectrometry, MS/MS). Entre os analisadores de
massas normalmente empregados na determinacdo de residuos de
agrotoxicos, destaca-se o triplo quadrupolo (QQQ) como o mais
amplamente utilizado, devido a facilidade de manuseio, tamanho reduzido
e custo relativamente baixo (Chiaradia et al., 2008; Caldas et al., 2011;
Prestes et al., 2013).

Equipamentos modernos de cromatografia a gas acoplado ao
espectrometro de massas tém mostrado resultados de altas sensibilidade
e seletividade para residuos de agrotéxicos, sendo capazes de analisar em

niveis tracos de ppb e ppt, em diferentes matrizes e compostos.

Diversos estudos sobre métodos multirresiduos de agrotoxicos tém
sido descritos na literatura. Lacassie et al. (1998) descreveu o uso da
mistura de acetona - diclorometano — hexano na proporc¢éo (50:20:30) para
a extracdo de agrotoxicos em macdas. Ortelli et al. (2004) utilizaram em
matriz de frutas, como morango e maca, e de vegetais, como pepino, 0
solvente acetato de etila. Pang et al. (2006) estudaram o método
multiresiduo para a determinacdo de pesticidas dos grupos
organoclorados, organofosforados, carbamatos, triazinas, piretréides e
outros, em tecidos animais, utilizando a mistura de solventes ciclohexano e

acetato de etila (1:1) para a extracao.

Leandro et al. (2007) relatou a extracdo de agrotéxicos em tomate e
maca a partir da mistura de acetonitrila e acido acético. Telo6 et al. (2017)
detectaram residuos de cipermetrina em amostras de casca arroz por
cromatografia gasosa com deteccéo por captura de elétrons, utilizando o

QUEChERS como método de extracao.

Métodos cromatograficos como a cromatografia liquida (CL) ou a
cromatografia gasosa (CG) tém sido empregados para a determinacao de
piretréides em diferentes matrizes (Feo, 2010). Entretanto a cromatografia
liguida apresenta menor nivel de detecg¢do. Existem poucos trabalhos na
literatura sobre a aplicacdo de CG-MS/MS para a determinacao de

piretréides e triazinas em matrizes complexas como em alimentos. Os
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detectores MS/MS apresentam uma alta seletividade e menor limite de
deteccdo quando comparados aos detectores tradicionais.

Recentemente foi relatado o uso da técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa tandem para a analise de piretréides
em alimentos para bebé (Petrarca, 2017). Os autores encontraram
recuperacédo de 75-120%.

3.7.1.
Técnica de extracado de residuos de agrotdxicos

Anastassiades et al. (2003) introduziram um procedimento de preparo
de amostra para extracdo de residuos e contaminantes denominado
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). Como
vantagens, esse método é rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e
seguro e foi desenvolvido para ser aplicado na extracdo de residuos de
agrotoxicos em alimentos de origem vegetal (Anastassiades et al, 2003;
Prestes et al., 2013).

O método QUEChERS envolve as etapas de extracdo (agitacdo
manual ou mecanica da amostra) com acetonitrila (na propor¢do 1:1),
particdo com a adicdo de sais para promover o efeito salting out, 0
tamponamento do pH do meio, além da remocao de agua, e limpeza do
extrato. A extracdo em tubo fechado possui as vantagens de possibilitar a
extragcdo em campo e evitar a necessidade de lavagem do homogeneizador
entre as extracoes (Prestes et al., 2013).

A utilizacdo do solvente acetonitrila permite a extracdo de uma ampla
faixa de agrotdoxicos com diferentes polaridades e, quando acidificada,
favorece a extracdo de substancias que apresentam problemas de
estabilidade em meio basico. Na extracdo com acetonitrila, a adigdo de sais
€ muito conveniente, uma vez que é rapida, facil, apresenta baixo custo,
nao dilui o extrato e proporciona a separacao das fases organica e aquosa
(Bastos et al., 2012; Prestes et al., 2013). O uso da acetonitrila, entretanto,

nao é adequado para analises em cromatografia a gas, devido a sua grande
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expansado de volume durante a vaporizagao, o que pode vir a interferir nos
detectores seletivos e favorecer a degradacdo de alguns agrotoxicos
(Bastos et al., 2012). Por isso, na etapa final da extracéo, se faz necessaria
uma etapa de substituicdo por um solvente adequado a cromatografia a

7

gas.

No método QUEChERS, a escolha do MgSO4 ocorreu devido a maior
capacidade de remover agua quando comparado a outros sais e sua
hidratacdo € uma reacdo exotérmica que aquece a amostra entre 40 e 45
°C, favorecendo a extracdo, especialmente dos compostos apolares
(Bastos et al., 2012; Prestes et al., 2013).

Schenck et al. (2002), comparou a eficacia de sulfato de sddio e
sulfato de magnésio como agentes secantes e concluiu que o sulfato de
sédio foi um agente de secagem relativamente ineficaz, removendo pouca
ou nenhuma &agua residual do solvente orgéanico. O sulfato de magnésio

provou ser um agente de secagem muito mais efetivo.

A etapa de clean up é fundamental para o sucesso das andlises. Orso
et al. (2014) comparou diversas metodologias para esta etapa, como
técnicas SPE com diferentes cartuchos contendo C18, florisil, silica e PSA,
sendo a combinacdo de MgSO4 e PSA o melhor resultado. Prestes et al.
(2009) e Carmo et al. (2016) também indicam a mistura de MgSO4 e PSA
como a mais eficiente para a etapa de clean up, quando comparada a
outras metodologias. Esta etapa deve sempre preceder as analises, pois
durante a extracdo, sao obtidos ndo apenas os analitos alvo, como também

interferentes, que podem distorcer o resultado final da analise.

Esse método foi oficializado em 2007 pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) para a determinacdo de residuos de
agrotoxicosem alimentos (AOAC, 2007), sendo também oficializado pelo
European Committee for Standardization.
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3.7.2.
Analise por GC-MS-MS

A andlise por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas tandem utiliza dois estagios de espectrometria de massas para
separar 0s ions, ao invés de apenas um analisador de massas. O primeiro
€ usado para isolar o ion de interesse e 0 outro é usado para estabelecer
uma relacdo entre este ion e os que foram gerados a partir da sua
decomposicdo induzida. E amplamente empregada na deteccdo de
compostos presentes em baixas concentracdes em matrizes complexas,
uma vez que possui maior sensibilidade e reduz a interferéncia espectral
de compostos presentes na matriz, além de aumentar a quantidade de
informacé&o estrutural que se pode obter (Chiaradia et al., 2008).

O triplo quadrupolo é constituido por trés quadrupolos em série.
Neste caso, o segundo quadrupolo é utilizado como cela de colisao, na qual
ocorre a fragmentagdo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo,
geralmente por dissociacao induzida por colisdo com um gas inerte (DIC).
Este segundo quadrupolo também é empregado como direcionador dos

ions produzidos ao terceiro quadrupolo (Figura 16).

Nesta andlise cada agrotéxico analisado possui diferentes ions
precursores e ions produtos, formados com diferentes energias de coliséo.
Esta técnica permite a quantificacdo mesmo em misturas complexas e
segue o0 protocolo de confirmacdo de cada composto com dois
monitoramentos precursor-produto, exigido pela norma Européia EN15662.

Embora pareca uma técnica simples pelo curto tempo de analise,
sua implementacdo é bastante complexa tendo em vista a otimizacédo da
fragmentacdo dupla de cada composto e adequacao das condi¢cdes do
meétodo. A Figura 15 apresenta um dos possiveis padrdes de fragmentacéo

utilizados na andlise de Atrazina.
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Figura 15: Monitoramento dos ions massa/carga 94 e 110 (ion produto) provenientes da
fragmentagdo do ion m/z 200 (precursor) para a andlise do agrotoxico atrazina (Modificado
de Lin et al., 2007)

Q1

Figura 16: Figura esquematica de um triploquadrupolo. Fonte: Schreiber, 2010.
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4.
Materiais e Métodos

4.1.
Vidrarias

As vidrarias utilizadas no presente estudo foram: proveta graduada;

bécher; pipetas; baldes volumétricos; tubos Falcon.
Os seguintes procedimentos de limpeza foram aplicados:

- Vidrarias aferidas: descontaminag¢do com dicloro metano, lavagem
em agua da torneira com Extrans alcalino, enxague com agua da torneirae

agua destilada.

4.2.
Equipamentos e acessorios

Os equipamentos e acessorios utilizados nos estudos foram:

» Balanca analitica AT 261 DeltaRange da Mettler Toledo;

» Centrifuga,;

» Cromatégrafo a gas Trace GC Ultra da Thermo Scientific acoplado
a um espectrometro de massas TSQ Quantum XLS da Thermo
Scientific;

» Evaporador Reacti-Therm Ill da Thermo Scientific;

= Forno Mufla da Quimis;

= Seringas de 50 uL, 100 uL e 2000 pL.

» Tubos de centrifuga,

= Ultrassom;


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1512832/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

56

4.3.
Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes grau p.a. utilizados foram:

= Acetato de sédio (> 99% Sigma Aldrich);

= Acetonitrila (Macron);

= Acido acético glacial p.a (Merck);

= Diclorometano (Merck; Macron);

= Extrans Alcalino 2%;

= Sorvente BONDESIL-PSA 40 mm (Varian).

» Sulfato de magnésio anidro (= 99% Sigma Aldrich);

4.4,
Implementacdo do método analitico

A implementacdo do método consistiu em identificar os tempos de
retencdo e a relacdo massa/carga de dois mix de padrdes (Restek)
contendo um total de 41 agrotoxicos, avaliar a recuperacdao e eficiéncia das
extracGes para a validacao da metodologia e posterior aplicacdo e analise

em amostras de alimentos.

A técnica utlizada foi a andalise multirresiduo baseada no método
QUEChERS empregando a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas tandem (GC-MS-MS). Os padrbes dos
agrotoxicos analisados foram obtidos da Restek USA (GC Multiresidue
Pesticide Standard #5 e #6) em ampolas de 1 mL com concentracao de 100
ugmL?® em tolueno. O trabalho foi realizado com um GC-MS-MS, pela
sensibilidade da técnica, eficiéncia de separagcédo cromatogréfica, por gerar
resultados confiaveis de quantificacéo e deteccdo dos compostos em nivel
traco e a possibilidade de determinacdo de um grande numero de

agrotoxicosem uma Unica analise.
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Foi utilizado diclorometano para o preparo das solu¢gbes. Como padréo
interno, utilizou-se para a otimizagdo do método analitico o AceDio com
concentracdo de 20 pg mL?! e como surrogate, para controle de
recuperacao, o p-terfenil-Di14 com concentracdo de 20 pg mL*. O método
de padronizacgédo interna consiste na preparagao das solucdes padrao de
concentragfes conhecidas da substancia de interesse, as quais se adiciona
a mesma quantidade conhecida do composto chamado padrao interno.
Através da razao de areas (area da substancia/area do padréo interno que
tem concentracdo constante) obtidas no cromatograma, tem-se a
concentragdo da substancia na amostra. ldealmente, a substancia usada
como padréo interno deve ser similar a substancia a ser quantificada, ter
tempo de retencdo proximo a esta substancia, ndo reagir com a substancia
ou outro componente da matriz e nao fazer parte da amostra (Ribani et al.,
2004). O surrogate, também chamado de composto substituto, é definido
como um composto puro adicionado ao material em andlise, no qual o
comportamento quimico e fisico € representativo da substancia de
interesse na forma nativa (Ribani et al., 2004). As férmulas quimicas do

AceD1o e do p-terfenil-D14 sGo mostradas na Tabela 8.

Foi preparada solucdo padrdo contendo todos 0s compostos ha
concentracdo de 1000 pg Lt e injetadas no GC-MS/MS no modo de
deteccao full scan, no Q1, com varredura de 50 a 550 m/z. O mesmo
procedimento foi adotado no Q3, variando a energia de colisdo. Esta etapa
tornou-se necessaria para otimizar alguns padrdes de quantificacdo de ion

precursor/produto de dificil acesso na literatura.

A analise foi realizada no modo Monitoramento Seletivo de Reacéo,
também conhecido como Monitoramento de Mdultiplas Reacbes. Nesta
analise cada agrotoxicoanalisado possui diferentes ions precursores e ions
produtos, formados com diferentes energias de colisdo. Esta técnica
permite a quantificacdo mesmo em misturas complexas e segue o protocolo
de confirmacdo de cada composto com dois monitoramentos precursor-

produto, exigido pela norma europeia EN15662.

Os objetivos principais dessa etapa do trabalho foram: a)

implementagdo de um metodo rapido, de facil execucéo e de baixo custo,


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1512832/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

58

gue possa ser utilizado como ferramenta para monitoramento de
agrotoxicos em alimentos; b) avaliacdo da eficiéncia de extracao utilizando
o método QUEChERS; c) identificacdo e quantificacdo de agrotdxicos nos

alimentos estudados.

A Tabela 8 apresenta os nomes, as formulas moleculares, os ions

precursores e produtos e a energia de colisdo dos compostos estudados.

Tabela 8: Formula quimica e relagcdo massa/carga dos padrbes de agrotéxicos
analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto _
Colisao
Ace-d10 164.14 160 30
0.? Yo
LY
D D 164.14 162 20
D D
Atrazina 215.09 173.08 10
Cl
N lN ﬂa
Moo NA SN NA CH 215.09 200.09 10
Terbutilazina 230.2 68 10
1
=N
I e
TN T CH; 230.2 174 15
Pirimetanil 198.11 118.07 35
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos
analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Coliséo
mf"& H,
H. = 198.11 183.1 15
HH
Teflutrina
177.02 127.02 20

Cana “,Ef;li 197.03 141.02 15

PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

284.97 212 15
Vinclozolin

Cl

o
C

-f;fr\{
H C7)

|
(]

Transflutrina
335 143 50

PN 335 163 10

Propargito 135.06 107.05 15
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos

analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Coliséo
i
g g
G’D \Qy{"' 173.08 105.05 12
-:H_."-'
Antraguinona
180 152 15
0
I | l 203 180 20
]
Triadiamefon
208.07 111.04 25
a
Hacj‘fﬂ o
e L0
0
E P 208.07 181.06 10
N
Fipronil
419.94 350.95 15
]
1
F o1 C
-\..":‘\
=T
F JH
HyM H
Cl Cl
421.94 352.95 15
F F
Ciprodinil 224.13 208.12 20
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos

analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Coliséao
= Hy
N |
225.13 210.12 10
: NH
MGK 264
164.1 80.1 15
KQ\/\EH!
' Ha 164.1 98.1 15
Procimidona
283.1 68.1 10
Cl H,
283.1 24
cf 4 H, 83 96
Triflumizol
179 144 15
o _CHy
_'u
HQ\UJH
H
1
206 179 20
F
F F
Penconazol 248.06 157.04 25
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos

analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Colisao
H,C
I
2‘ 248.06 189.1 15
e
N
I
Paclobutrazol
236.1 125.06 15
H
CHg
I:HEHs
. C 236.1 167.07 15
N_l.’ . .
Bioalentrina
168 123 10
=]
]
A
— “}
My o, CH, 168 153 10
Flutriafol
123.04 75.03 15
N, |-
A
HO
G @ 219.07 123.04 15

F
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos

analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Coliséao
244 243 22
Fludioxonil
248.04 154.02 20
C=H
0 R
Fi’“ N 248.04 182.03 15
Miclobutanil
179.1 125 16
=N
— |.|a
P!
N
179.1 152 8
Cl
Flusilazol
233.07 152.05 20
'|3Ha
O
!
233.07 165.05 20
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos
analisados no presente trabalho

PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

Energia de
Nome Precursor Produto L
Colisao
Bupirimato 273.14 193.1 10
Hy
AH;
H,C A
= | O{'.“"D\CHH
N N
316.16 208.1 10
Clorfenapir
P 246.98 226.98 20
Er. =H
. [ |
F
246.98 228.98 20
F 0 T H,
Lenacil
enac 153.09 82.05 15
)
H
) 153.09 136.08 15
0 "N
H
Hexazinona
171 71 18
H,C, 0
950,
e H— 171 85 15
0
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Tabela 8: Formula quimica e relagdo massa/carga dos padrdes

analisados no presente trabalho

65

de agrotoxicos

Energia de
Nome Precursor Produto L
Colisao
250.12 125.06 20
Tebuconazol
HyC H’H, I
—N
252.12 127.06 20
Bifentrina
181 165 35
0
ELH-‘:“,.EI
- 181 166 15
)glﬂi
Tetrametrina
164.1 107.1 15
u}
_\D 0
CH,
Ha
164.1 135.1 10
CHy
Hg
Fenotrin 183.1 153.1 15
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos

analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Colisao
FLiC . ¥
&, /\E:J}\@ 183.1 163.1 15
H, H,
Piriproxifem
136.1 78 20
CH,
: |
136.1 96 14
Lambda-Cialotrina
i 181.04 152.03 23
FiF
H "
[=] ﬁr‘ -
oo ‘\Ir CH,
é 197.04 141.03 15
o
Fenarimol
139.01 111.01 15
cl
SU®
cl
= | 251.03 139.01 15
H@‘__,,H
Permetrina 183.1 153 18



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1512832/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

67

Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos

analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Colisao
[ ]
|
e -
.
Y 183.1 168.1 15
a.,
Ciflutrina
163 91 15
Hs H"l:::
[ ]
[
©\E 163 127 5
!
Cipermetrina
181.1 127.1 30
g e
Ll Hy @
181.1 152.1 25
Flucitrinate
199.07 107.04 22
Hy O C:;..“
' 199.07 157.06 10
~
Etofenprox 163.1 107.1 10
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos

analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Colisao
e, P
. i
%,\@ @ 163.1 135.1 10
Fluridona 328.1 189.1 40
328.1 259 30
Fenvalerate 167.05 125.04 10
[= . cf.s:“
g )U\Cj 419.13 225.07 10
Tau-Fenvalinate
250.06 200.05 20
v 0
C 1
Y.
; .
[ CHs
252.06 200.5 20
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Tabela 8: Formula quimica e relacdo massa/carga dos padrdes de agrotoxicos
analisados no presente trabalho

Energia de
Nome Precursor Produto L
Coliséao
Deltametrina
252.93 171.95 10
o .;'-?-“
"\f,—ﬁ\zﬂ\ : a
0
e, 252.93 173.95 10

4.4.1.
Preparo da curva analitica

A concentragéo inicial dos padrdes era de 100 yg mL' em tolueno. A
partir dessas solugdes, foram preparadas solugdes estoque de 5 ug mL*
em diclorometano — uma para 0os compostos nitrogenados e uma para 0s

piretréides.

Foram preparadas nove solu¢des de concentragao 1000, 500, 200, 100,
50, 20, 10, 5 e 2 ng mL?, sendo acondicionadas em frascos de 10 mL,
protegidos contra luminosidade com papel laminado (para evitar
fotooxidacdo) e armazenados em geladeira. Todas as solucbes foram
fortificadas com 25 pL de padrdo interno. Adicionou-se solucéo de

surrogate nas solugées de 200, 100, 50, 20 e 10 ng mL™.

4.4.2.
Condi¢cBes cromatogréficas

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas. A aquisicdo dos dados foi feita com o software

Thermo Xcalibur e biblioteca NIST 2.0. As condi¢Bes cromatograficas sédo
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apresentadas na Tabela 9 e as condigbes espectrométricas sao

apresentadas na Tabela 10.

Tabela 9: Condi¢des cromatogréaficas GC Ultra

Gas carreador

He, fluxo constante 1 mL/min

Injetor PTV  (programmable temperature
vaporizer)
PTV programacao da | 80°C, 1.33 min,

temperatura

210°C a 30°C/s,

310°C a 20°C/s por 7 min.

Tipo de coluna

DB-5MS (20 m x 0,28 mm x 0,18 pm)

Programacao do forno

80°C por 1,33 min
30°C min-1 até 210°C

20°C mint até 310 °C por 7 min

Linha de transferéncia GC-EM

280°C

Tabela 10: Parametros do TSQ Quantum XLS

Temperatura da fonte 260°C
Corrente de emissao 25 A
Modo de ionizacao El, 70 eV

Resolucdo do massas

Q1, Q3 a 0.7 Da (FWHM)

Gas de colisao

Argbnio, 1.5 mTorr

Tempo do ciclo

0.30s

Modo de aquisicao

MSR
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4.5.
Tratamento das amostras

A metodologia utilizada no tratamento das amostras compreende as
etapas de coleta, processamento e preservacao, bem como os métodos de
extracdo e de dosagem dos agrotoxicos. Os procedimentos feitos no
tratamento das amostras dos alimentos podem ser visualizados na Figura
17.

Coleta das amostras
| J
( ¢ N\
Processamento e homogeneizagéo
(& J
4 ¢ N\
Conservacao
(& ¢ J
( N\
Extracao
(& ¢ J
4 N\
Limpeza
(& J
( ¢ N\
Concentracao
(& * J
( N\
Analise por GC-MS-MS
(& J

Figura 17: Etapas de tratamento das amostras de
alimentos

45.1.
Coleta das amostras

Para ter uma boa amostragem dos frutos consumidos na capital
fluminense, o0s mesmos foram coletados no atacadista de
hortifrutigranjeiros Nipo Brasileira Frutas e Legumes, localizada no CEASA-
RJ (Figura 18), centro de distribuicdo de alimentos do Rio de Janeiro, no

periodo de novembro de 2016 a fevereiro de 2017, totalizando quatro
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campanhas de cinco espécies: tomate italiano, pepino, morango, manga

Thommy Atkins e maca gala.

Figura 18: Ceasa do Rio de Janeiro

4.5.2.
Processamento, homogeneizacéo e conservacdo das amostras

As amostras foram coletadas e processadas nos mesmos dias. O
processamento e homogeneizacdo das mesmas consistiram em triturar um
kilograma de cada um dos alimentos em liquidificador de copo de vidro,
previamente descontaminado, por 5 minutos, seguidos por pesagem de
15,0 g de cada um em tubos falcon de 50 mL e condicionamento em freezer

a -18°C até o momento das extracées.

4.5.3.
Metodologia de extracdo dos agrotdoxicos: QUEChERS

A Figura 19 mostra o diagrama do método QUEChERS maodificado
(Anastassiades et.al., 2003; Prestes et al., 2009) empregado na

determinacao de residuos de agrotoxicos nas matrizes estudadas.
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15g AmostraColeta das
amostras
J
\ 4
~N
15 mL Acetonitrila
1% (CHsCO2H)
J
\ 4
-
Adicao de 6,0 g MgSOs4+1,5¢g
Na(C2Hs02)
-
v
/
2 mL sobrenadante
150 mg MgSO4 + 50 mg PSA
\§

|

1 mL extrato }

Evaporacgéo
Ressuspenséao
1 mL diclorometano

!

Injecéo
1 mL GC-MS-MS

|

—

|
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Agitacdo 30 s vortex

Agitacdo 30 s vortex +

centrifugagdo 3000 rpm por 10 min

Agitacdo 30 s vortex +

centrifugag&o 3000 rpm por 10 min

Figura 19: Diagrama do método QUEChERS modificado

A extracdo tem inicio com a adicdo de 15 mL de acetonitrila (1% acido

acético) nas aliquotas de 15,0 g de cada amostra subrrogada, e agitacédo

em vortex. Em seguida, é realizada uma etapa de particdo com a adicao de

6,0 g de sulfato de magnésio (MgSOa4) e 1,5 g de acetato de sodio

(Na(C2H302)), seguida de agitacado em vortex e centrifugacéo a 3.000 rpm

a 25°C por 10 min (Figura 20).
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Figura 20: Divisdo da fase orgénica e aquosa apdés a etapa de centrifugacao

ApOs essa etapa, retira-se 2 mL de sobrenadante para outro tubo de
centrifuga para, em seguida, ser submetido a etapa de clean-up, que utiliza
150 mg MgSOa4 e 50 mg do sorvente PSA, seguido de agitacdo em vortex
e centrifugacdo a 3.000 rpm a 25°C por 10 min. O PSA é um sorvente amina
primaria-secundarira (primary secondary amine, PSA) que possui estrutura
bidentada com um elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos
amino primario e secundario. Em funcao disso, a retencdo de acidos graxos
livres e de outros compostos polares presentes na matriz € muito grande
(Prestes et.al., 2009). O sorvente retém as interferéncias da matriz e apés
a agitacdo por vortex e centrifugacdo, o extrato esta pronto para ser
injetado no sistema cromatografico (Prestes et.al., 2009). Um clean-up
eficiente garante uma maior vida Util para os insersores, bem como para as
colunas cromatograficas, reduzindo assim a contaminagdo do sistema

cromatografico (Shimelis et.al., 2007).

Apés a centrifugacdo, 1 mL de sobrenadante é retirado e transferido
para vial de 2 mL para passar pelo processo de troca de solvente atraves

de evaporador. O solvente utilizado para analise foi o diclorometano.
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454,
Analise por GC-MS-MS

As amostras foram analisadas segundo as condi¢6es cromatogréficas
estabelecidas no item 4.4.2. Todas as amostras foram analisadas em

triplicata.

4.6.
Parametros analiticos selecionados para validacdo do método

A validacdo do método para analise dos 41 agrotoxicos por GC-MS-MS
foi conduzida segundo algumas indicacdes citadas em literaturas cientificas
(Eurachem, 1998; ANVISA, 2003; Codex, 2003; INMETRO, 2016; Miller e
Miller, 2010; Ribani et al., 2004). Isto foi feito através do cumprimento de
alguns critérios de desempenho que sdo expressos em termos de
parametros estatisticos de linearidade, seletividade/efeito de matriz,
repetitibilidade, recuperacdo, homocedasticidade e limite de deteccéo do
método (LDM).

= Curva analitica e linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais as concentracfes das substancias

em avaliacdo, dentro de uma determinada faixa de aplicagdo (ICH, 1995).

O procedimento experimental para assegurar a linearidade do
meétodo € a construcdo da curva analitica, que deve ser realizada com, no
minimo, 5 pontos (Ribani et.al., 2004; Miller e Miller, 2010). Os coeficientes
angular (a) e linear (b) da curva e o coeficiente de correlacdo (r) devem ser
estimados a partir do método matematico de regressao linear. O coeficiente
de determinacdo permite avaliagdo do ajuste da curva, pois quanto mais

proximo de 1,0, menor a dispersédo do conjunto de dados experimentais e
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menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados. Um coeficiente
de correlagéo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressédo. A ANVISA (2003) recomenda
um coeficiente de correlacéo igual a 0,99 e o INMETRO (2016) um valor
acima de 0,90. A linearidade da faixa de trabalho para o método de ensaio
foi verificada através da curva analitica, utilizando o MMQO. A relacéo
linear simples, descrita pela equacdo y = ax + b, s0 é valida em um
determinado intervalo de massa ou concentracdo da espécie medida
(Ribani et.al., 2004; Miller e Miller, 2010).

A linearidade do método em questdo foi avaliada a partir da
construcdo de curvas analiticas com nove pontos de concentracdo do
padrédo: 1000, 500, 200, 100, 50, 20 10, 5 e 2 ng mL™%. Para a avaliacéo dos
resultados, as curvas foram divididas em alta (de 50 a 1000 ng mL?) e baixa
(de 2 a 100 ng mLY).

=  Seletividade / efeito de matriz

A seletividade de um método instrumental de separacéo € a capacidade
de avaliar de forma confiavel as medidas na presenca de interferentes. A
seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacao, assim
como outros compostos com propriedades similares que podem estar
presentes na amostra. Dessa forma, a seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse (Thompson et al,
2002; Ribani et.al., 2004).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira é
comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz
adicionada com esta substancia (padréo). Uma segunda maneira € através
da avaliacdo com detectores modernos (espectrdometro de massas), que
comparam o espectro do pico obtido na separagcdo com o de um padréo e
utilizando isso como uma indicacdo da presenca do composto puro
(Thompson et al, 2002; Ribani et.al., 2004).
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Nesse estudo, a seletividade foi avaliada a partir da comparacéo entre
a curva analitica com e sem a presenca da matriz. Resultados similares
para ambas as curvas indicam que nao ha interferéncia da matriz na

determinacao da substancia de interesse e que o método é seletivo.

Para essa avaliacdo, foram injetadas seis vezes um ponto intermediario
da curva padrdo, em triplicata, apdés processo de extracdo na matriz
organica (isenta de residuos de agrotoxicos) e foi aplicada a seguinte

estatistica.

Estatistica para avaliacao:

O teste F (Snedecor) foi utilizado para avaliar a homogeneidade das
variancias e o teste t (Student) para comparacdo das médias. Para a
avaliacao do efeito da matriz, foram comparados os valores de F calculado

e de F tabelado, e de t calculado e de t tabelado.

Se Fcalculado < Ftableado, €NtA0 as variancias sao consideradas iguais e
a matriz ndo tem efeito importante sobre a precisdo do método na faixa em
estudo. O calculo é feito com base nos desvios-padrdo agrupados e
igualdade das médias testadas com a distribuicdo t de Student (test),

conforme abaixo.

As seguintes equacdes para o calculo da média, desvio padrdo e

variancia foram aplicadas:

= IMox
Média:x = ==~ |
n
-
n P—
Desvio padréo: s = Zl=17(1+")
Variancia: s? = Z=i-®°
: LR

onde:

Xi = nUmero de cada valor;

=]
1

guantidade de amostras
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Para a avaliagdo do teste F, a seguinte equacéo foi utilizada:

st

Featculado = ga

onde:
S1= maior variancia
S2 = menor variancia

Ftabelado: (N1 -1) no numerador e (n2 — 1) no denominador, 95%.

. _ (x1—%3z)
Teste t: tegicuiado = 1, 1
Sagrupado (E‘F E)

_ ) Jou-0stoa-1s3
Desvio-padréo agrupados: S,grupado =

(n1+nz-2)

A quantidade de graus de liberdade a ser usado € n1 + nz -2.

Fonte: FIOCRUZ, 2016.

Se Fcalculado > Ftableado, €NtA0 as variancias ndo sao consideradas
iguais e a matriz tem efeito importante sobre a precisao do método na faixa

emestudo. As seguintes equacdes foram utilizadas para a avaliacéo

estatistica.
Teste t:
(- X )
tcalculada - > >
514 52
ng np

Céalculo dos graus de liberdade para trabelado:
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Se tcalculado <ttableado, ENtAO & Matriz ndo afeta o ensaio e as médias sdo
estatisticamente iguais. Se fcalculado >ttableado, & Matriz ndo tem efeito

estatisticamente sifnificante sobre o resultado.

Caso seja observado o efeito da matriz, a construcdo da curva para a
quantificacdo das amostras sofrera todo o processo de extracdo descrito
na Figura 18, nas matrizes isentas de quaisquer residuos de agrotéxicos
(amostras organicas), com ressuspensdo das amostras nos mesmos

pontos da curva padréo.

» Precisao / Repetibilidade

A precisao avalia o grau de concordancia entre os resultados obtidos
de analises individuais em uma amostra homogénea e pode ser expressa
pela repetibilidade (dependente da concentracdo do analito), através da
estimativa do desvio padrdo relativo (RSD), também conhecido como

coeficiente de variacéo (CV).

Em métodos de andlise de tracos ou impurezas, sdo aceitos RSD de

até 20%, dependendo da complexidade da amostra (Ribani et al., 2004).

Para a repetibilidade, o INMETRO (2016) recomenda sete ou mais
repeticbes para o calculo da estimativa do desvio padrao. A ICH (1995) e
ANVISA (2003) sugerem que a repetibilidade seja verificada a partir de um
minimo de nove determinacdes cobrindo o limite especificado do
procedimento (ex.: trés niveis, trés repeticdes cada um), ou a partir de um
minimo de seis determinaces a uma concentracdo similar ao valor
esperado (Ribani et al., 2004).

A avaliacdo da repetibilidade do método envolve varias medi¢des da
mesma amostra, em diferentes preparacdes. Nesse trabalho, o analito foi
adicionado em concentracéo intermediaria da curva analitica (100 ng mL™?)

ao branco da amostra para oito amostras.

A seguinte equacéao foi utilizada para avaliagéo estatistica:
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__ 100 x desvio padrdo das medidas

CV =

valor médio das medidas

Onde:
CV: coeficiente de variagao (%)

Como critério de aceitacéo, CV < 20% (SANTE/11945/2015).

» Recuperacéo

Esta relacionada ao grau de concordancia entre o valor medido e o
verdadeiro ou de referéncia. Os processos mais utilizados sdo materiais de
referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacéo e adicdo de

padréo.

Quando a amostra certificada ndo esté disponivel, pode-se adicionar
(fortificar) a matriz com uma quantidade conhecida do padrédo analitico de
interesse, avaliando-se a recuperacdo do processo. A informacdo da
recuperacdo pode ser estimada com a adicdo de um composto substituto,
também chamado de surrogate, que € utilizado como controle de qualidade
e definido como um composto adicionado a amostra antes do inicio da
extracdo, no qual o comportamento quimico e fisico é representativo da
substancia de interesse na forma nativa (Ribani et.al., 2004). Nesse
trabalho, a avaliacédo da recuperacéo do processo de extracao foi feita com
a adicdo do surrogate p-terfenil-D14. Os intervalos aceitaveis de
recuperacado para analise de residuos geralmente estédo entre 70% a 120%
(SANTE/11945/2015) com precisado de até + 20%.

= Homocedasticidade

A avaliacdo da homogeneidade na variancia dos residuos da
regressao € feita pelo modelo estatistico teste de Cochran. Esse modelo

permite avaliar o comportamento homocedastico dos residuos decorrentes
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dos ajustes da curva analitica obtida através do método dos minimos
guadrados (Cardosoet al., 2010; Ribani et al., 2004).

Para aplicar o teste de Cochran, a seguinte equacao foi utilizada:

onde:

k: representa o numero de niveis do fator;

S: representa a variancia amostral

n: representa o numero de medidas em cada nivel do fator.

A verificacdo da homocedasticidade se da através da comparacao

das variancias e é considerado aceito se Cecalculado < Ctabelado.

A avaliacdo da curva analitica pelo MMQO foi feita através de uma
planilha desenvolvida em Microsoft Excel® para cada composto estudado.
A planilha fornece em uma Unica pagina a andlise do grafico x-y (curva
analitica construida com 6 niveis), o gréafico dos residuos da regressao
(observacdo dos valores discrepantes) e a variancia dos residuos
(avaliacdo da homocedasticidade pelo teste de Cochran). Os dados
lancados na planilha correspondem aos valores das variaveis x e y, ou seja,

as concentracfes da curva analitica e as respostas obtidas.

» Limite de deteccdo do método (LDM)

Nesse trabalho, o limite minimo de deteccao foi definido segundo o
meétodo da EPA (EPA, 2016), que preconiza a menor concentracdo em que

a substancia em analise pode ser detectada com 99% de confianca.

A partir de um determinado nivel do intervalo da curva, deve-se
processar um minimo de sete amostras e sete brancos seguindo todas as
etapas do método de extracdo. As amostras devem ser preparadas em,

pelo menos, duas datas diferentes. A preparacao e analise devem ser feitas
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no mesmo dia. Nesse trabalho, o LDM foi definido a partir do
processamento de 8 amostras e de 8 brancos.

O LDM das amostras (LDMa) € calculado segundo a equagéo abaixo.
LDM, = t(n—11-a=0.99)Ss)

onde:

LDMa = limite de detec¢do do método baseado nas amostras;

t(n-1, 1-0=0.99Ss = 0 valor de t de Student apropriado para 99% t
estatistico e um desvio padrdo estimado com n-1 graus de liberdade.

Se nenhum dos brancos apresentarem um resultado numérico para
um analito individual, o LDMb nédo se aplica. Um resultado numérico esta
relacionado tanto a resultados positivos quanto a negativos, mas ndo a “NF”
(not found), geralmente observado quando um pico ndo esta presente na

analise cromatogréfica.

Se algum dos brancos apresentar um resultado numérico, o MDLb
seré igual ao maior resultado de método para branco. Se todos os brancos
para um analito individual gerar resultados numéricos, o MDLp sera

avaliado segundo a equacéao:
MDLy =X + t(n-11-0=099)Sh»
onde:
MDLs = limite de deteccdo do método baseado nos brancos;
X: resultado do método branco

t(n-1, 1-0=0.99Ss = 0 valor de t de Student apropriado para 99% t
estatistico e um desvio padréo estimado com n-1 graus de liberdade.

Sb: desvio padrao das amostras replicatas de branco;

O valor de MDL inicial é definido como o maior entre 0o MDLs e 0 MDLb.
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5.
Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes a todos os
parametros analisados para validagdo da metodologia, bem como
resultados obtidos da aplicacdo da metodologia para analise das amostras
de alimentos. Os limites de detec¢do do método variaram de 1,34 a 10,22
ng g* e a concentracdo de agrotoxicos das amostras esteve abaixo desses

valores para a maioria (78% dos casos) dos 41 compostos analisados

5.1.
Otimizacdo do sistema GC-MS-MS: parametros cromatograficos

As analises foram realizadas em equipamento GC-MS-MS
triploquadrupolo da Thermo e, dentre os padrfes certificados disponiveis,
os escolhidos para as analises foram os que mais abrangiam compostos
avaliados pela ANVISA. Dentro dos limites de referéncia estabelecidos pela
mesma, as culturas que mais se destacam, no sentido de apresentarem um
grande numero de compostos monitorados sdo a macad, a manga, O
morango O pepino e o tomate. Além disso, também foi levado em

consideracao serem alimentos muito utilizados pela populacéo brasileira.

Foi preparada solucdo padrdo contendo todos os compostos na
concentragdo de 1000 pg L%, e injetada no GC-MS/MS no modo de
deteccédo full scan no Q1, com varredura de 50 a 550 m/z. O mesmo
procedimento foi adotado no Q3 variando a energia de colisdo. Esta etapa
tornou-se necessaria para otimizar alguns padrdes de quantificacdo de ion

precursor/produto.

A analise dura menos de 20 minutos para quantificar 41 compostos.
A Figura 21 mostra o perfil tipico obtido para a deltametrina na
concentracdo de 5 ng mL-1, para exemplificar os perfis obtidos para os

compostos em estudo e a alta sensibilidade do método. A Figura 22
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apresenta o tempo de retencéo e janela de aquisicdo de cada composto
analisado. O tratamento dos dados obtidos foi feito por integragdo manual.

POO5SB  (Manual Integration) 1272172016 4:13:42 AM
curva Pesticidas
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5.2.
Parametros de validagéo

5.2.1.
Curva analitica e linearidade

Foi analisada a linearidade para 82 curvas de calibracéo, derivada

de 41 compostos avaliados em curva de alta e baixa.

A média para o coeficiente de determinacdo (R?) para todos os
compostos estudados foi de 0,99, + 0,002, mostrando que os resultados de
linearidade obtidos para cada composto estédo dentro do intervalo permitido
considerado adequado para as analises (INMETRO, 2016; ANVISA, 2014).
A obtencdo dos cromatogramas, equacdes das retas e coeficientes de

determinacao foi processada automaticamente pelo software XCalibur.

Na Figura 23 é apresentado, como exemplo, o comportamento de
linearidade obtido para os compostos atrazina, pirimetanil, terbutilazina,
viclozolina, MGK-264 e transflutrina. Cabe ressaltar que para a
guantificacdo de todos os compostos analisados a curva foi dividida em
duas partes: (1) curva de baixa concentracdo, de 2 a 100 ng mL?, e; (2)
curva de alta concentragéo, de 50 a 1000 ng mL™t. Para as duas curvas os

critérios para validacao da linearidade do método foram adequados.
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Figura 23: Linearidade dos compostos atrazina, pirimetanil, terbutilazina, viclozolina, MGK-

264 e transflutrina.
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5.2.2.
Seletividade/Efeito Matriz

Foram injetados seis vezes o ponto de 50 ng mL* da curva padréo, em
triplicata de injecdo, apds processo de extracdo na matriz organica (isenta

de residuos de agrotoxicos).

Os resultados em amostra de tomate para o teste F e para o teste t
sdo mostrados nas tabelas abaixo (Tabela 11, Tabela 12, Tabela 13,
Tabela 14, Tabela 15 e Tabela 16) para atrazina, terbutilazina e fluzilazole,
respectivamente, como exemplo de estudo do comportamento de
estatistico. A mesma avaliacao foi aplicada para todos os 41 compostos
estudados.

Tabela 11: Teste F para avaliacdo de efeito matriz da atrazina em amostra de tomate

Variable 1  Variable 2

Mean 93,17 89,75
Variance 44 .93 23,86
Observations 18,00 18,00
Df 17,00 17,00
F 1,88 -
P(F<=f) one-tail 0,10 -
F Critical one-tail 2,27 -

Tabela 12: Teste t para avaliacdo de efeito matriz da atrazina em amostra de tomate

Variable 1  Variable 2

Mean 93,17 89,75
Variance 44,93 23,86
Observations 18,00 | 18,00
Pooled Variance 34,39 -
Hypothesized Mean Difference 0,05 -
Df 34,00 -
t Stat 1,72 -
P(T<=t) one-tail 0,05 -
t Critical one-tail 1,69 -
P(T<=t) two-tail 0,09 -

t Critical two-tail 2,03 -
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Tabela 13: Teste F para avaliacdo de efeito matriz da terbutilazina em amostra de tomate

Variable 1 Variable 2

Mean 103,63 115,53
Variance 766,65 309,49
Observations 18,00 18,00
Df 17,00 17,00
F 2,48 -
P(F<=f) one-tail 0,03 -

F Critical one-tail 2,27 -

Tabela 14: Teste t para avaliagdo de efeito matriz da terbutilazina em amostra de tomate

Variable 1 Variable 2

Mean 103,63 115,53
Variance 766,65 309,49
Observations 18,00 18,00
Pooled Variance 538,07 -
Hypothesized Mean Difference 0,05 -
Df 34,00 -
t Stat -1,55 -
P(T<=t) one-tail 0,07 -
t Critical one-tail 1,69 -
P(T<=t) two-tail 0,13 -
t Critical two-tail 2,03 -

Tabela 15: Teste F para avaliacdo de efeito matriz da fluzilazole em amostra de tomate

Variable 1 Variable 2

Mean 166,85 144,19
Variance 62,16 93,91
Observations 18,00 18,00
df 17,00 17,00
F 0,66 -
P(F<=f) one-tail 0,20 -

F Critical one-tail 0,440162 -
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Tabela 16: Teste t para avaliacdo de efeito matriz da fluzilazole em amostra de tomate

Variable 1 Variable 2

Mean 166,85 144,19
Variance 62,16 93,91
Observations 18,00 18,00
Pooled Variance 78,03 -
Hypothesized Mean Difference 0,05 -
df 34,00 -
t Stat 7,68 -
P(T<=t) one-tail 0,00 -
t Critical one-tail 1,69 -
P(T<=t) two-tail 0,00 -
t Critical two-tail 2,032245 -

Os resultados para a atrazina mostram que Fcalculado< Ftabelado €
tealculado < ttabelado, MOStrando que a matriz ndo tem efeito importante sobre a
precisdio do método na faixa em estudo e que as médias sao

estatisticamente iguais, e a matriz ndo afeta o ensaio.

Os resultados para a terbutilazina mostram que Fcaiculado™> Frtabelado €
tealculado < ttabelado, MOStrando que as variancias ndo sao consideradas iguais,
logo a matriz tem efeito importante sobre a precisdo do método na faixa em
estudo, e que as médias sao estatisticamente iguais, logo a matiz ndo afeta

0 ensaio.

Os resultados para o fluzilazole mostram que Fcaiculado™> Ftabelado €
tcalculado > tabelado, MOStrando que as variancias ndo sao consideradas iguais,
logo a matriz tem efeito importante sobre a precisdo do método na faixa em
estudo, e que as médias ndo sao estatisticamente iguais, logo a matriz tem

efeito estatisticamente significante sobre o resultado.

As matrizes de tomate apresentaram interferéncias significativas
para alguns compostos e, por ser uma andlise multirresiduo, o
comportamento dos analitos se diferenciam entre si. Conforme mostrado
nos resultados acima, parte dos 41 compostos analisados apresentaram
similaridades e parte ndo. A opc¢ao foi trabalhar os dados obtidos para
tomate e pepino nas suas respectivas curvas construidas nas matrizes. A

curva com a matriz do tomate foi utilizada também para a avaliagdo do
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pepino, uma vez que ambos pertencem a mesma classe de alimentos
(Codex, 2016).

A partir da observacéo do efeito da matriz, a construcao da curva para
a quantificacdo das amostras de tomate e pepino sofreu todo o processo
de extracao descrito na Figura 19, na matriz de tomate organico, isenta de
quaisquer residuos de agrotoxicos, com ressuspensao das amostras nos

mesmos pontos da curva padrao.

As tabelas abaixo (Tabela 17, Tabela 18, Tabela 19, Tabela 20,
Tabela 21 e Tabela 22) apresentam os resultados para o teste F e teste t
para atrazina e para a terbutilazina em amostra de manga. A mesma

avaliacao foi aplicada para todos os 41 compostos estudados.

Tabela 17: Teste F para avaliacdo de efeito matriz da atrazina em amostra de manga

Variable 1  Variable 2

Mean 93,17 126,36
Variance 44 93 1132,09
Observations 18,00 9,00
Df 17,00 8,00

F 0,04

P(F<=f) one-tail 0,00

F Critical one-tail 0,39

Tabela 18: Teste t para avaliacdo de efeito matriz da atrazina em amostra de manga

Variable 1 Variable 2

Mean 93,17 126,36
Variance 44 .93 1132,09
Observations 18,00 9,00
Pooled Variance 392,82

Hypothesized Mean Difference 0,05

Df 25,00

t Stat -4,11

P(T<=t) one-tail 0,00

t Critical one-tail 1,71

P(T<=t) two-tall 0,00

t Critical two-tail 2,06
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Tabela 19: Teste F para avaliacdo de efeito matriz da terbutilazina em amostra de manga

Variable 1 Variable 2

Mean 95,66 170,81
Variance 748,40 1261,23
Observations 18,00 9,00
Df 17,00 8,00

F 0,59

P(F<=f) one-talil 0,17

F Critical one-tall 0,39

Tabela 20: Teste t para avaliacéo de efeito matriz da terbutilazina em amostra de manga

Variable 1 Variable 2
Mean 95,66 170,81
Variance 748,40 1261,23
Observations 18,00 9,00
Pooled Variance 912,51
Hypothesized Mean Difference 0,05
Df 25,00
t Stat -6,10
P(T<=t) one-tail 0,00
t Critical one-tail 1,71
P(T<=t) two-tail 0,00
t Critical two-tail 2,06

Tabela 21: Teste F para avaliacdo de efeito matriz de fluzilazole em amostra de manga

Variable Variable

1 2
Mean 166,8476 283,3809
Variance 62,15716 7976,089
Observations 18 9
df 17 8
F 0,007793
P(F<=f) one-tail 1,16E-13

F Critical one-tail 0,392472
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Tabela 22: Teste t para avaliacdo de efeito matriz da fluzilazole em amostra de manga

Variable Variable

1 2
Mean 166,8476 283,3809
Variance 62,15716 7976,089
Observations 18 9
Pooled Variance 2594,615
Hypothesized Mean Difference 0,05
df 25
t Stat -5,60629
P(T<=t) one-talil 3,92E-06
t Critical one-tall 1,708141
P(T<=t) two-tail 7,83E-06
t Critical two-tail 2,059539

Os resultados para a atrazina mostram que Fcaiculado< Ftabelado €
tcalculado < ttabelado, MOStrando que a matriz ndo tem efeito importante sobre a
precisdo do meétodo na faixa em estudo e que as médias séo

estatisticamente iguais, logo a matriz ndo afeta o ensaio.

Os resultados para a terbutilazina mostram que Fcalculado™> Ftabelado €
tcalculado < ttabelado, MOStrando que as variancias ndo sao consideradas iguais,
logo a matriz tem efeito importante sobre a precisdo do método na faixa em
estudo, e que as médias sao estatisticamente iguais, logo a matriz ndo

afeta o ensaio.

Os resultados para o fluzilazole mostram que Fecaiculado< Ftabelado €
tealculado < ttabelado, MOStrando que a matriz ndo tem efeito importante sobre a
precisdo do método na faixa em estudo e que as médias sao

estatisticamente iguais, logo a matriz ndo afeta o ensaio.

As matrizes de manga apresentaram interferéncias significativas
para alguns compostos e, por ser uma analise multirresiduo, o
comportamento dos analitos se diferenciam entre si. Conforme mostrado
nos resultados acima, parte dos 41 compostos analisados apresentaram
similaridades e parte ndo. A opc¢ao foi trabalhar os dados obtidos para

manga na sua respectiva curva construida na matriz.
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Como foi observado o efeito da matriz, a construgao da curva para a
quantificacdo das amostras de manga sofreu todo o processo de extracéo
descrito na Figura 19, na matriz de manga organica, isenta de quaisquer
residuos de agrotoxicos, com ressuspensao das amostras nos mesmos

pontos da curva padréo.

Para amostras de mag¢éa e morango, optou-se por trabalhar com a curva

padrao.

Pinho et al. (2009), descrevem a diferenca entre o0s resultados
associados ao efeito da matriz, mostrando que, quando € utilizada solucao
padrao preparada em solvente puro, porcentagens de extragcdo com
recuperacdes superiores a 100% sao obtidas, e quando é utilizada a curva
preparada em amostras de matriz, as recuperacfes ficam em torno de
100%.

Hajslova et al. (2003), Salvador et al. (2006), Pinho et al., (2009),
descrevem que o efeito matriz pode causar algumas alteracdes na analise
cromatografica, como: a) mascaramento do pico do analito de interesse,
gerando um resultado falso negativo, o que ocorre quando h& perdas de
quantidade do agrotoxico no sistema de injecdo, fornecendo baixa resposta
e dificultando a integracdo; b) erro na identificacdo do analito, pois
componentes da matriz podem ser erroneamente identificados como o
analito de interesse, gerando resultado falso positivo, problema que pode
ser contornado com o uso de um espectrometro de massas; ¢) aumento do
sinal do detector, levando a superestimacdo dos resultados, que ocorre
guando impurezas volateis sdo eluidas com mesmo tempo de retencéo dos

agrotoxicos

Compostos mais polares séo mais suscetiveis ao efeito de matriz, assim
como compostos contendo grupamentos -P=0 (organofosforados), -O-CO-
NH- (carbamatos), -OH (hidroxilados), -N= (imidazoles e benzimidazoles),
-NH-CO-NH- (derivados da uréia) (Pinho et al., 2009).

Os piretréides, apesar de serem menos polares, apresentam efeito de
matriz significativo, pois a elevada massa molar dos agrotoxicos (acima de

400 g mol?) dificulta a volatilizacdo e menor quantidade de analito é
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introduzida na coluna cromatografica quando preparado em solvente puro,
produzindo menores respostas (Sanchez-Brunete et al., 2005; Pinho et al.,
2009).

5.2.3.
Repetibilidade

Os resultados para a repetibilidade foram obtidos pela adicdo do
analito na concentracdo de 200 ng mL* ao branco da amostra, para 8
amostras. Os resultados mostrados na Tabela 23 mostram, como exemplo,
o CV com valor inferior a 20% para os compostos atrazina, pirimetanil,
teflutrina, triadimefon, MGK-264, cipermetrina e bioaletrina, satisfazendo
aos critérios estabelecidos para a avaliacdo da repetibilidade
(SANTE/11945/2015). A mesma avaliacdo foi aplicada para todos os 41
compostos estudados.

Tabela 23: Resultados de repetibilidade para atrazina, pirimetanil, teflutrina, triadimefon,
MGK-264, cipermetrina e bioaletrina

Atrazina Pirimetanil Teflutrina Triadimefon MGK-264 Cipermetrina Bioaletrina

173,77 127,93 127,84 122,94 15513 144,61 166,63
150,70 94,89 109,70 106,38 113,63 114,38 135,54
132,03 8579 99,28 94,00 97,37 109,94 161,72
91,80 79,17 9445 72,97 138,83 102,23 99,86
142,92 8827 149,08 76,73 108,40 116,41 106,31
157,31 117,62 146,63 89,58 117,85 89,12 115,26
132,49 123,07 127,17 87,72 99,69 73,12 111,39
106,21 103,45 150,26 89,53 147,98 106,39 136,10
Média 135,90 102,52 12555 92,48 122,36 107,02 129,10
E;j;’;?) 26,76 18,45 22,44 16,00 22,14 20,90 25,19

CV (%) 20 18 18 17 18 19 19
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5.2.4.
Recuperacéo

A recuperacdo do processo de implementacdo do método
QUEChERS foi avaliada através de 5 brancos fortificados com padréo de
surrogate p-terfenil-D14. Os resultados variaram de 84 a 94%, conforme
Tabela 24 abaixo, e estdo dentro dos intervalos aceitaveis de recuperagéo
para analise de residuos de agrotoxicos.

Tabela 24: Resultados para teste de recuperacgéo para implementacao do método

Amostras Recuperacéo (%)
Branco 1 86
Branco 2 84
Branco 3 87
Branco 4 94
Branco 5 86
Média 88
Desvio Padrao 4

A Figura 24 mostra a distribuicdo da recuperacdo do conjunto de
dados obtidos para todas as amostras considerando todas as diferentes
culturas estudadas, mostrando que a maior parte das amostras analisadas

esta dentro da faixa aceitavel de recuperacao (70-120%).
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Figura 24: Distribuicao do percentual de recuperagéo das amostras analisadas

96


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1512832/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

97

5.2.5.
Homocedasticidade

A homocedasticidades foi testada para os 41 compostos analisados
nas curvas alta e baixa. Como exemplo, a Figura 25 e Figura 26
apresentam o modelo de planilha com os dados obtidos para a atrazina e
para a vinclozolina, respectivamente. Os dados exibidos s&o expostos para
as curvas de baixa concentragdao, utilizadas para a quantificacdo das
amostras. As curvas de alta concentragdo para todos 0os compostos
também se apresentaram adequadas, entretanto, por caracteristicas das

amostras coletadas, ndo foram utilizadas.

Os residuos decorrentes dos ajustes da curva analitica obtida através
do MMQO foram avaliados em funcéo da homogeneidade na variancia dos
residuos da regressao, através do teste de Cochran. O valor de Cecalculado<
Ctabelado (k=6; n=3) é um critério de aceitacdo do método. A avaliacdo da
curva analitica foi realizada através de uma planilha eletrénica para cada

substancia estudada.

Os graficos de residuos da regressao obtidos para as substancias
estudadas mostram que nao foram observados valores discrepantes em
nenhuma situacdo apresentada e que o0s comportamentos sao

homocedasticos.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1512832/CA


PUC-RIo- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

Linearidade
Cone adicionad: Conc, Lida
2 323
co 2 2,800
2 3.016
S 5,186
c1 S 8,087
S £822
10 11,214
c2 10 9,964
10 10,589
20 22189
<3 20 17,954
20 20,071
s0 45,408
c4 se S7.427
S0 51,462
100 119,147
cs 100 103,201
100 1mars

Coeficientes da reta

r 0,995146352

o -0,703010521 (coefl anguh
a 1,102415832 (coefl Wnear
Exp (xi-x) (xi-x)*2
2 -29 851

2 -29 851

2 29 851

s -26 88S

s -28 88s
s -26 68s
10 21 448
10 21 448
10 21 448
20 -11 125
20 -1 128
20 -11 125
S0 19 355
50 19 3ss
S0 19 35S
100 &9 4738
100 69 4738
100 €0 4738

21603
Sxx

202

562

10,59

y

(yl-y)
-30.42
-20,28
-30.64
-28.47
27,60
-2803
22 44
-22.,69
2307
11,47
-15,70
-13,58
11,84
2377
17,81
85,49
€554
77,52

desy pad medio =

0218

0.428

062

2118

5,965

7973

0.990216262
31,16666667
33,85581935

(xb-x)y"(yi-y)
887

9200
89¢
745
722
734
475
$01
488
128
175
152
223
448
238
5885
4787
5338
23815
Sxy

3.423

meédia  desvio padracvaridncia RSD(%)

0,047 72%
0,190 77%
0350 S9%
4485 106%
35584 116%
83572 T2%

Ypred residuo

1.50 173
1,50 1,30
1,50 1,51
481 033
48 125
481 0.81
10,32 0.89
1032 038
10,32 0.27
2135 084
2128 3
2135 127
€442 292
54,42 3o
$442 296
10954 961
10954 834
10954 164

Verificagio de homocedasticidade

98

Comparagao de varid Homocedasticidade (Ccalc « Ctab)
Teste de Cochran
| C = 3'y,/i8’ | Cue 06838 (& e n=d)
Cous 0,609885712
‘Homocedastico
Regressio linear
10,00
10,000 | vaisoue a0 -
100,000 A
*a 0@
0,0 —
40,000 ~ -
3000
0000 +

Grafico de residuos

0.00 P - ~
{ 0w ® 0 0 B 80 90 PP

-10.00 -

-20,00

+30.00

Figura 25: Avaliacdo da homocedasticidade e demais critérios de valida¢do para a curva de baixa concentragéo da atrazina.
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Figura 26: Avaliacdo da homocedasticidade e demais critérios de validacdo para a curva de baixa concentragéo da viclozolina.
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5.2.6.

Limite de Deteccdo do Método

100

A Tabela 25 apresenta os valores encontrados para o limite de

deteccdo do método, onde “a”’ refere-se a amostra e “b” refere-se ao

branco. O LDM variou de 0,08 pg g* a 10,22 ug g™.

Tabela 25: Valores encontrados para o limite de detec¢ao do método

Pesticida LDMaug g?* | LDMbug g | Pesticida LDMapg g? LDg/_Ilbug
Antraquinona 0,08 0,13 Lambda-cialotrina 2,85 0,23
Atrazina 5,41 2,82 Lenacil 5,99 4,75
Bifentrina 2,81 0,83 MGK-264 4,67 0,59
Bioaletrina 5,15 1,98 Miclobutanil 2,32 0,05
Bupirimate 3,80 3,02 Paclobutrazol 1,91 0,04
Ciflutrin 5,53 0,89 Penconazol 2,93 0,20
Cipermetrina 4,21 0,43 Permetrina 2,14 0,16
Ciprodinil 5,17 0,05 Pirimetanil 3,69 0,19
Clorfenapir 10,22 9,40 Piriproxifem 5,83 0,73
Deltametrina 5,29 5,81 Procimidona 1,99 2,37
Etofenprox 1,34 0,03 Propargite 2,31 0,94
Fenarimol 2,72 0,39 Tau-fenvalinate 5,29 5,81
Fenotrin 5,35 0,97 Tebuconazol 3,14 2,77
Fenvalerate 4,75 2,74 Teflutrina 4,72 2,06
Fipronil 2,61 - Terbutilazina 10,16 4,97
Flucitrinate 2,94 0,27 Tetrametrina 6,68 0,75
Fludioxonil 3,57 - Transflutrina 6,65 3,07
Fluridona 5,34 6,10 Tridiamefon 3,37 0,38
Flusilazol 1,37 3,59 Triflumizol 2,00 0,13
Flutriafol 4,23 0,92 Viclozolin 5,36 3,65
Hexazinona 2,49 5,32
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5.3.
Monitoramento das amostras de frutos

Ap6s a validacdo da metodologia, a mesma foi aplicada para
avaliacdo da qualidade de amostras de maca, manga, morango, pepino e
tomate que sdo comercializados na cidade do Rio de Janeiro, conforme

figuras abaixo.

As cinco culturas analisadas foram coletadas durante quatro meses,
entre novembro de 2016 e fevereiro de 2017, e todas as amostras foram
analisadas em triplicata. As Figuras 27 a 36 mostram, graficamente, a
variacdo mensal da concentracdo dos 41 pesticidas analisados em
triplicata, em ng g1, para cada uma das culturas.

A comparacao entre os resultados encontrados nesse estudo com
os valores de limites maximos permitidos pela ANVISA € apresentada na
Tabela 26. Piriproxifem em macad e tebuconazol em morango foram os
anicos agrotéxicos detectados com concentragdo superior ao permitido
pela ANVISA.

Os valores de LMR sao calculados pela ANVISA com base nos
valores de IDMT e de IDA. A quantidade de uma substancia em mg.kg*
peso corporeo, que pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida, sem
oferecer risco apreciavel para a saude humana permite avaliar o risco da
ingestao de residuos de praguicidas em alimentos (ANVISA, 2015). A IDA,
determinada para cada ingrediente ativo de agrotoxicos, é estabelecida
com base em estudos sobre as propriedades fisico-quimicas, metabdlicas,
farmacoldgicas e toxicologicas dos praguicidas, advindas dos estudos
conduzidos com animais de laboratorios, e realizados com procedimentos

reconhecidos em nivel internacional (Santos et al., 2007).

Para agrotoxicos, o limite maximo de residuo (LMR) também é um
importante critério para o auxilio na prevencdo da saude publica, e é
estabelecido a partir dos valores de IDA. Entende-se por LMR a quantidade
méaxima de residuo de agrotoxicosoficialmente aceita no alimento, em
decorréncia da aplicagdo adequada numa fase especifica, desde sua
producdo até o consumo, expressa em mg do ingrediente ativo por kg de
alimento (Santos et al., 2007).
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Figura 27: Variagdo mensal da concentracdo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em ng g, para a cultura de maga entre novembro de 2016 e fevereiro de

2017. Meses na mesma escala.
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Figura 28: Variagdo mensal da concentragdo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em ng g para a cultura de macéa entre novembro de 2016 e fevereiro de

2017. Meses em diferentes escalas.
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Nas amostras de maca analisadas, os resultados indicam que muitos
residuos de agrotoxicos ndo autorizados pela legislacdo brasileira foram
encontrados, como antraquinona, bifentrina, bioaletrina, buprimato, ciflutrina,
flucitrinato, fludioxinol, flusilazole, hexazinona, lamba-cialotrina, lenacil,
paclobutrazol, permetrina, fenotrina, terbutilazina e tetrametrina, representando

39% dos pesticidas analisados.

Ciprodinil, deltametrina, etofemproxi, fenarimol, miclobutanil, pirimetanil,
procimidona, propargito, piriproxifem, tebuconazol e triflumizol foram detectados,
porém com concentracao inferior aos valores permitidos pela ANVISA.

Atrazina, cipermetrina, clorfenapir, fenvalerato, fipronil, fluridone, MGK-264,
penconazol, tau fenvalinate, teflutrina, transflutrina, triadimefom e vinclozolina

foram detectados com valores inferiores ao limite de deteccao do método.

A analise dos resultados do PARA de 2015, mostra que 89% das amostras
de maca analisadas em territério nacional no periodo de 2013 a 2015 foram
consideradas satisfatorias. Agrotoxicos do grupo dos ditiocarbamatos,
carbendazim e acetamiprido foram os que apresentaram maior niumero de
deteccdes nas amostras analisadas. De um total de 764 amostras analisadas,
68 apresentaram agrotoxicos nao autorizados para a cultura de macé,

representando 8,9% dos agrotéxicos avaliados.

Residuos de pirimetanil foram encontrados em dezessete amostras (PARA,
2015), representando 2,2% dos agrotdxicos analisados. Nesse estudo, residuos
de pirimetanil foram encontrados com valor abaixo do permitido pela ANVISA,

como exposto acima, representando 2,4% dos agrotéxicos analisados.
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Figura 29: Variacdo mensal da concentracéo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg%, para a cultura de manga entre novembro de 2016 e fevereiro de

2017. Meses na mesma escala.
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Figura 30: Variacdo mensal da concentracéo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg%, para a cultura de manga entre novembro de 2016 e fevereiro de
2017. Meses em diferentes escalas.
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Os resultados encontrados para a manga mostram que 0s seguintes
residuos de agrotoxicos nao autorizados pela ANVISA foram encontrados:
bioaletrina, deltametrina, MGK-264, propargito e terbutilazina. Lambda-
cialotrina foi encontrada em concentracdo igual a 0.008 mg kg, valor
inferior ao de referéncia da ANVISA. Todos os demais agrotdxicos
analisados, foram detectados com valores inferiores ao limite de deteccéo

do método.

A analise dos resultados do PARA de 2015, mostra que 84% das
amostras de manga analisadas no periodo de 2013 a 2015 foram
consideradas satisfatorias. Agrotoxicos do grupo dos ditiocarbamatos e o
acefato foram os que apresentaram maior numero de deteccdes nas
amostras analisadas. De um total de 219 amostras analisadas, 32
apresentaram agrotéxicos nao autorizados para a cultura de manga, entre
eles residuos de cipermetrina (ANVISA, 2015), que foram detectados com
valores inferiores ao limite de deteccdo do método para as amostras de

manga analisadas nesse estudo.
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Figura 31: Variagdo mensal da concentracdo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg, para a cultura de morango entre novembro de 2016 e fevereiro

de 2017. Meses na mesma escala.
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Figura 32: Variagdo mensal da concentracdo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg, para a cultura de morango entre novembro de 2016 e fevereiro

de 2017. Meses em diferentes escalas.
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Os resultados encontrados para 0 morango mostram que 0s seguintes
residuos de agrotoxicos nao autorizados pela ANVISA foram encontrados:
antraquinona, bifentrina, bioaletrina, buprimate, ciflutrina, cipermetrina,
ciprodinil, deltametrina, etofemproxi, fenarimol, flucitrinato, fludioxinol,
fluridone, flusilazole, flutriafol, lenacil, MGK-264, miclobutanil,
paclobutrazol, permetrina, fenotrina, propargito, piriproxifem, tau
fenvalinate, tebuconazol, teflutrina, terbutilazina e triflumizol, representando

71% dos agrotoxicos analisados.

Lambda-cialotrina foi encontrada em concentragéo igual a 0,091 mg
kg, abaixo do valor de referéncia da ANVISA de 0,50 mg kg™. Propargito
foi encontrado com concentragéo igual a 0,02, mg kg, abaixo do valor de
referéncia da ANVISA de 0,50 mg kg*. Tebuconazol foi encontrado com
concentragdo igual a 0,444 mg kg?, acima do valor de referéncia da
ANVISA de 0,10 mg kg?. Os demais agrotdxicos foram detectados com

valores abaixo do limite de detec¢do do método.

A analise dos resultados do PARA de 2015, mostra que apenas 27%
das amostras de morango analisadas no periodo de 2013 a 2015 foram
consideradas satisfatorias. De um total de 157 amostras analisadas, 41
apresentaram agrotoxicos acima do LMR, entre eles tebuconazol, que
também foi encontrado nesse estudo, porém com concentracao inferior ao
permitido pela ANVISA. Desse mesmo total de amostras, 110
apresentaram agrotoxicos nao autorizados para a cultura de morango
(ANVISA, 2015), representando, 70% dos agrotoxicos analisados,

resultados que sdo compativeis aos encontrados nesse estudo.
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Figura 33: Variagdo mensal da concentracao dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg, para a cultura de pepino entre novembro de 2016 e fevereiro de

2017. Meses em diferentes escalas.
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Figura 34: Variagdo mensal da concentracao dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg, para a cultura de pepino entre novembro de 2016 e fevereiro de
2017. Meses em diferentes escalas.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1512832/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1512832/CA

113

Os resultados encontrados para 0 pepino mostram que 0S seguintes
residuos de agrotéxicos ndo autorizados pela ANVISA foram encontrados:
antraquinona, ciflutrinam, etofenproxi e fludioxinol, representando 10% dos

agrotoxicos analisados.

Triflumizol foi encontrado em concentracgédo igual a 0,002 mg kg, quando

o valor de referéncia da ANVISA é de 0,10 mg kg*

A analise dos resultados do PARA de 2015, mostra que 70% das amostras
de pepinos analisadas no periodo de 2013 a 2015 foram consideradas
satisfatorias. De um total de 487 amostras analisadas, 13 apresentaram
agrotoxicos acima do LMR, entre eles a deltametrina. Desse mesmo total de
amostras, 138 apresentaram agrotdxicos ndo autorizados para a cultura de
pepino (ANVISA, 2015), representando 28% dos agrotoxicos analisados. Nesse
estudo, deltametrina foi detectada com valor inferior ao limite de deteccdo do

método.
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Figura 35: Variagdo mensal da concentracéo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg, para a cultura de tomate entre novembro de 2016 e fevereiro de
2017. Meses em diferentes escalas.
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Figura 36: Variagdo mensal da concentracdo dos 41 pesticidas analisados em triplicata, em mg kg, para a cultura de tomate entre novembro de 2016 e

fevereiro de 2017. Meses em diferentes escalas.
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Os resultados encontrados para o tomate mostram que residuos de
antraquinona e triflumizol foram encontrados, sendo que esses residuos
nao sao autorizados pela ANVISA (2015). Clorfenapir foi encontrada em
concentragdo igual a 0,014 mg kg, quando o valor de referéncia da
ANVISA (2015) é de 0,20 mg kg?. Todos os demais compostos foram
detectados com valores abaixo do limite de detec¢do do método.

A analise dos resultados do PARA de 2015, mostra que 68% das
amostras de tomates analisadas no periodo de 2013 a 2015 foram
consideradas satisfatorias. De um total de 730 amostras analisadas, 62
apresentaram agrotoxicos acima do LMR, entre eles a lamba-cialotrina,
cipermetrina e bifentrina. Desse mesmo total de amostras, 200
apresentaram agrotoxicos ndo autorizados para a cultura de tomate
(ANVISA, 2015), representando 27% do total de agrotdxicos analisados.
Lambda-cialotrina, cipermetrina e bifentrina foram detectados com valores

abaixo do limite de detec¢do do método nesse estudo.
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Tabela 26: Concentracdes maximas permitidas pela ANVISA em diferentes culturas e a concentracdo maxima reportada neste estudo

PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1512832/CA

IAs/Culturas/LMR (mg kg'®) ANVISA Concentracao méxima_rleportada neste estudo
(mg kg™)
Maca Manga Morango Pepino C;I;onm1:tsz Maga Manga Morango Pepino (Lom:tsz

Antraquinona NA NA NA NA NA 0,005 <LDM 0,005 0,001 0,001
Atrazina NA NA NA NA NA <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Bifentrina NA 0,10 NA 0,02 0,02 0,210 <LDM 0,064 <LDM <LDM
Bioaletrina NA NA NA NA NA 0,009 0,011 0,017 <LDM <LDM
Bupirimate NA NA NA NA NA 0,004 <LDM 0,005 <LDM <LDM
Ciflutrina NA NA NA NA 0,02 0,009 <LDM 0,018 0,006 <LDM
Cipermetrina NA NA NA 0,05 0,10 <LDM <LDM 0,004 <LDM <LDM
Ciprodinil 1,00 NA NA NA 0,50 0,006 <LDM 0,006 <LDM <LDM
Clorfenapir NA NA 2,00 NA 0,20 <LDM <LDM <LDM <LDM 0,014
Deltametrina 0,02 NA NA 0,03 0,03 0,008 0,008 0,011 <LDM <LDM
Etofemproxi 0,50 0,30 NA NA 0,50 0,003 <LDM 0,004 0,002 <LDM
Fenarimol 0,05 NA NA 0,05 NA 0,003 <LDM 0,003 <LDM <LDM
Fenvalerato NA NA NA NA NA <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Fipronil NA NA NA NA NA <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Flucitrinato NA NA NA NA NA 0,004 <LDM 0,392 <LDM <LDM
Fludioxinol NA NA NA NA NA 0,009 <LDM 0,007 0,004 <LDM
Fluridone NA NA NA NA NA <LDM <LDM 0,045 <LDM <LDM
Flusilazole NA NA NA NA NA 0,085 <LDM 0,044 <LDM <LDM
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Tabela 26: Concentracdes maximas permitidas pela ANVISA em diferentes culturas e a concentracdo maxima reportada neste estudo

PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1512832/CA

IAs/Culturas/LMR (mg kg'®) ANVISA Concentracao méxima_rleportada neste estudo
(mg kg™)
Maca Manga Morango Pepino C;I;onm1:tsz Maca Manga Morango Pepino (Lom:tsz

Flutriafol NA NA NA NA 0,10 0,008 <LDM 0,022 <LDM <LDM
Hexazinona NA NA NA NA NA 0,006 <LDM <LDM <LDM <LDM
I&aarlgtt)r?r?a NA 0,10 0,50 0,01 0,05 0,013 0,008 0,091 <LDM <LDM
Lenacil NA NA NA NA NA 0,007 <LDM 0,098 <LDM <LDM
MGK.264 NA NA NA NA NA <LDM 0,010 0,005 <LDM <LDM
Miclobutanil 0,10 NA NA NA NA 0,004 <LDM 0,005 <LDM <LDM
Paclobutrazol NA 0,02 NA NA NA 0,004 <LDM 0,005 <LDM <LDM
Penconazol NA NA NA NA NA <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Permetrina NA NA NA NA 0,30 0,003 <LDM 0,005 <LDM <LDM
Phenothrin NA NA NA NA NA 0,007 <LDM 0,009 <LDM <LDM
Pirimetanil 1,00 NA 1,00 NA 1,00 0,006 <LDM <LDM <LDM <LDM
Procimidona 2,00 NA 3,00 NA 2,00 0,003 <LDM <LDM <LDM <LDM
Propargito 1,00 NA 0,50 NA 2,00 0,024 0,078 0,020 <LDM <LDM
Piriproxifem 0,01 NA NA 0,05 0,10 0,011 <LDM 0,403 <LDM <LDM
Tau.Fenvalinate NA NA NA NA NA <LDM <LDM 0,245 <LDM <LDM
Tebuconazol 0,10 0,10 0,10 0,10 0,30 0,005 <LDM 0,444 <LDM <LDM
Tefluthrin NA NA NA NA NA <LDM <LDM 0,047 <LDM <LDM
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Tabela 26: Concentracdes maximas permitidas pela ANVISA em diferentes culturas e a concentracdo maxima reportada neste estudo

IAs/Culturas/LMR (mg kg'®) ANVISA Concentracao méxima_rleportada neste estudo
(mg kg™)
Maca Manga Morango Pepino C;I;onm12tsz Maca Manga Morango Pepino (Lom:tsz
Terbutilazina NA NA NA NA NA 0,013 0,014 0,015 <LDM <LDM
Tetramethrin NA NA NA NA NA 0,014 <LDM <LDM <LDM <LDM
Transfluthrin NA NA NA NA NA <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Triadimefom 0,20 NA NA NA NA <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Triflumizol 0,05 0,10 NA 0,10 NA 0,005 <LDM 0,005 0,002 0,002
Vinclozolina NA NA NA NA NA <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM

PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1512832/CA

NA — N&o Autorizado
<LDM - Menor que o limite de detec¢éo do método

Fonte: ANVISA, 2015.
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A maioria dos trabalhos disponiveis na literatura sobre triazinas e
piretréides envolve analise de corpos d’agua (Herrero-Hernandez et al.,
2017; Pascual Aguilar et al., 2017; Teerlink et al., 2017) ou solos e
sedimentos (Jaramillo Colorado et al., 2016; Lingling et al., 2017). Apenas
alguns estudos internacionais citam esta classe de compostos em
alimentos (Aldana-Madrid et al., 2011; Anwar et al., 2011). A maioria dos
estudos possui maior foco em organofosforados e organoclorados, tanto no
Brasil (Cardoso et al., 1999; Bastos et al., 2014; Corralo et al., 2016; Zirena
Vilca et al., 2017) quanto no mundo Frenich, A. G., et al., 2012; Murga
Juarez et al., 2017).

Aldana-Madrid et al. (2011), reporta a presenca dos agrotoxicos
piretréides ciflutrina, cipermetrina, fenvalerate e deltametrina, nas
concentragées 0,004-0,573 mg kg, em 9% do total de amostras avaliadas

(345) em vegetais produzidos e consumidos em Sonora, Mexico.

Anwar et al. (2011), reporta a presenca dos agrotoxicos piretroides
cipermetrina e deltametrina em amostras de macéa coletadas em mercados
locais de Nawabshah, Paquistdo, nas concentracdes de 0,940 mg kg* e
0,039 mg kg?, respectivamente. Nesse estudo, cipermetrina foi detectada
em macd com concentracdo inferior ao limite de detec¢cdo do método, e
deltametrina foi detectada com concentracgéo igual a 0,008 mg kg, inferior
ao LMR estabelecido pela ANVISA (0,02 mg kg™?).

Santos et al. (2007), detectou residuos de cipermetrina, deltametrina
e permetrina em algumas hortalicas comercializadas nas Centrais de
Abastecimento de Campinas, coletadas no periodo de outubro/2000 a
agosto/2001. Os resultados evidenciaram o uso inadequado desses
piretréides, sendo detectados residuos de permetrina em duas amostras
de alface (2,0 mg kg?) e em trés amostras de tomate (8,6 - 18,8 mg kg™)
acima dos limites maximos de residuos (LMR) (0,3 mg kg* em tomate)
permitidos pela ANVISA, sendo que seu uso em alface ndo esté autorizado
pela legislagdo vigente. A cipermetrina também foi encontrada em uma
amostra de tomate (3,0 mg kg?) acima dos LMR permitidos (0,1 mg kg).
Nesse estudo, permetrina e cipermetrina foram detectadas em tomate, com

concentracéo inferior ao limite de deteccdo do método.
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Piretréides foram avaliados em amostra de leite por CG-MS/MS e o
limite de deteccéo foi na ordem de 2,29-1071pg g* (Feo, 2011).

Li et al. (2013), reportam que onze triazinas em seis amostras de
cereais foram detectadas com concentracdo variando de 0,013 a 0,987 g
kgt

Embora recebam menor atencdo, estudos envolvendo triazinas e
piretréides em alimentos ndo deveriam ser negligenciados. A Tabela 27
indica o percentual encontrado de cada composto abaixo do limite de
deteccdo do método, demonstrando que os resultados foram satisfatorios
para a maioria dos compostos analisados. Observa-se que atrazina,
fenvalerato, fipronil, penconazol, transflutrina, triadimefom e vinclozolina
foram detectados com valores inferiores ao LDM em todas as amostras
analisadas. Antraquinona foi o agrotoxico com maior percentual de
deteccao, e foi detectado com valores acima do LDM em 77% das amostras
analisadas, seguido por triflumizol que foi detectado com valores acima do

LDM em 68% das amostras analisadas.
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Tabela 27: Percentual encontrado de cada composto abaixo do LDM

Composto (%) < LDM Composto (%) < LDM
Antraquinona 23 Lambda-cialotrina 78
Atrazina 100 Lenacil 85
Bifentrina 80 MGK.264 97
Bioaletrina 57 Miclobutanil 63
Bupirimate 93 Paclobutrazol 68
Ciflutrina 85 Penconazol 100
Cipermetrina 97 Permetrina 75
Ciprodinil 82 Phenothrin 90
Clorfenapir 98 Pirimetanil 93
Deltametrina 87 Procimidona 98
Etofemproxi 57 Propargito 55
Fenarimol 83 Piriproxifem 96
Fenvalerato 100 Tau.Fenvalinate 98
Fipronil 100 Tebuconazol 85
Flucitrinato 78 Tefluthrin 97
Fludioxinol 70 Terbutilazina 90
Fluridone 97 Tetramethrin 97
Flusilazole 75 Transfluthrin 100
Flutriafol 65 Triadimefom 100
Hexazinona o8 Triflumizol 32
Vinclozolina 100
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6.
Conclusoes

O trabalho desenvolvido possibilitou a implementagéo de metodologia
para extracdo de residuos de agrotdxicos e analise em GC-MS/MS no
LABMAM da PUC-Rio

Foram analisadas 5 culturas de alimentos, em triplicata, durante 4
meses, totalizando 60 amostras analisadas e uma média de 120 inje¢des.
O método apresentou alta sensibilidade de deteccdo para os analitos
estudados. O limite de detec¢cdo do método apresentou-se na faixa de 1,34
a 10,22 ng g™

O estudo de método multirresiduo de agrotdéxicosdos grupos
piretréides e atrazinas em amostras de mac¢d, manga, morango, pepino e
tomate utilizando a técnica de quantificacdo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas tandem (GC-MS/MS) apresentou
resultados em niveis aceitavies na avaliacdo de desempenho do método
em todos os analitos. A validagdo da metodologia foi baseada em
pardmetros recomendados pela ANVISA (2003) e INMETRO (2016). O
limite de deteccédo do método foi validado segundo a EPA (2016).

A metodologia aplicada contribui para ampliacédo de tecnologia quanto
aos principios ativos estudados, uma vez que sao escassos 0s estudos na
literatura envolvendo analises de piretréides e triazinas em alimentos, bem
como para a qualidade e seguranca alimentar da populacéo. Inova¢des na
area de andlises quimicas permitiram um desenvolvimento nos estudos
para analises de residuos de agrotoxicos em alimentos, culminando em
pesquisas que podem, cada vez mais, contribuir para avaliar a qualidade

dos alimentos ingeridos pelo homem.

Por ser um centro de grande distribuicdo de alimentos, a Ceasa do
Rio de Janeiro € suprida por diferentes fornecedores, sendo assim, a

variabilidade das fontes de alimentos coletados é muito grande. Portanto,
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a continuidade desta sistematica de avaliacdo torna-se necessaria. Um
estudo mais representativo sobre a qualidade de alimentos para o Rio de
Janeiro necessitaria de um elevado numero de amostras com maior

frequéncia de amostragem.

Os niveis de residuos de agrotoxicospara os analitos estudados nas
amostras coletadas estao abaixo dos LMR estabelecidos, com excecédo de
piriproxifem em magd, que foi o Unico agrotoxico detectado com
concentracdo de 0,011mg kg?, levemente superior ao permitido pela
ANVISA (0,01 mg kg?), ndo significando um risco para a salde do
consumidor. Entretanto, foi detectado um alto nimero de residuos de
agrotoxicos nao autorizados pela legislacdo brasileira, o que pode ser

tornar um problema a saude da populacao.

Maca e morango foram as amostras que mais apresentaram residuos
de agrotoxicos nesse estudo, tornando fundamental a necessidade de
estudos mais frequentes nessas amostras, principalmente por
apresentarem muitos ingredientes ativos que ndo sao autorizados pela
ANVISA. Poucos trabalhos de analise desses compostos em alimentos sao
relatados na literatura, mostrando a importante contribuicioacadémica

desse trabalho e a necessidade de aprofundamento nas pesquisas.

Antraquinona, agrotéxico ndo autorizado para todas as amostras em
estudo, foi 0 mais encontrado nas amostras e foi reportado em 77% as
amostras, exceto na manga, seguido pelo triflumizol que foi encontrada em
amostras de maca e pepino, com valores abaixo do LMR permitido pela
ANVISA, e em morango e tomate, onde ndo sédo autorizados pela ANVISA.

Pode-se concluir que o maior problema relacionado aos niveis de
residuos de agrotéxicos nos alimentos ndo estd somente na forma de
aplicagéo do produto na cultura e dos limites permitidos, mas sim, no uso
indiscriminado de agrotoxicos nao autorizados para as culturas. Para esses
compostos, ndo existe um valor de LMR definido pela ANVISA, o que pode

se tornar um problema toxicoldgico para a populagao.
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