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RESUMO

O consumo de alimentos in natura tem aumentado devido a mudancas de habitos para uma
alimentacdo mais saudavel. Entretanto, uma preocupacdo tem surgido relacionado a presenca
de residuos de agrotéxicos em alimentos, o que tem levantado questionamentos sobre a
seguranca alimentar. Com a finalidade de promover a remocao de residuos de agrotdxicos em
alface hidropénica, foram avaliados os efeitos de lavagem com agua e solugdes de limpeza
contendo NaClO (2,6%), tintura de iodo (2%), NaHCO3; (5%), H.O, (6%), todas a
temperatura ambiente, mas com tempos de exposic¢des variando entre 20 a 60 min. No estudo
de remocdo as alfaces foram cultivadas em hidroponia e contaminadas por pulverizagdo, com
0s agrotdxicos carbendazim e deltametrina. Para a determinacdo de residuos de agrotdxicos
em estudo, validou-se uma metodologia analitica, adaptada. O método de extracdo utilizado
foi o método QUEChERS original, com o uso do carbono grafitizado (Grafitized Carbon
Black- GCB) e para analise CLAE-DAD. Os valores estabelecidos para o limite de detecgédo
(LD) foram 0,021e 0,050 mg kg™, e, para o limite de quantificacio (LQ) 0,069 e 0,165 mg kg’
! para o carbendazim e deltametrina, respectivamente. As remocdes proporcionadas pela
solugdo de NaHCO;3; (5%) variaram entre 67,15% - 98,59%, mas provocou alteracGes na
textura do vegetal. Em virtude disto, a utilizacdo de H,O, (6%) mostrou-se mais eficiente,
com percentuais de remocdo entre 25,23% - 96,91% dos residuos na superficie da alface e
sem alteracdo na folha desta hortalica. O tempo mais favoravel para a remocao foi o de 40

min.

Palavras-chave: Alface. Agrotoxicos. Remogéo.



ABSTRACT

The consumption of in natura food has increased due to changes in habits for a healthier diet.
However, a concern has arisen related to the presence of pesticides residues in food, which
has raised questions about food safety. With the purpose of promoting the removal of
pesticide residues in hydroponic lettuce, were evaluated the effects of washing with water and
cleaning solutions containing NaClO (2.6%), iodine tinture (2%), NaHCO3; (5%), H,0; (6%),
all at room temperature, but with exposure times ranging from 20 to 60 min. In the removal
study the lettuces were cultivated in hydroponics and contaminated by spraying, with the
pesticides carbendazim and deltamethrin. For the determination of residues of the pesticides
in study, an analytical methodology was validated, adapted. The extraction method used was
the original QUEChERS method, with the use of Grafitized Carbon Black - (GCB) and for
HPLC-DAD analysis. The values established for the limit of detection (LOD) were 0.021e
0.050 mg kg™, and, for the limit of quantification (LOQ) 0.069 and 0.165 mg kg for
carbendazim and deltamethrin, respectively. The removals provided by the NaHCO3 solution
(5%) ranged between 67.15% - 98.59%, but caused changes in vegetable texture. As a result,
the use of H,O, (6%) was more efficient, with removal percentages between 25.23% and
96.91%, of the residues on the surface of the lettuce and without alteration in the leaf of this

vegetable. The most favorable time for removal was 40 min.

Keywords: Lettuce. Pesticides. Removal.
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1 INTRODUCAO

A alface produzida no Brasil, em geral, vem dos grandes mercados nacionais
(Sudeste e Sul). Esta hortalica vem sendo a mais consumida e a que possui maior area
produtivel, dentre as folhosas, na regido Sudeste (CARVALHO et al, 2016).

Esta hortaligca folhosa pode ser atacada por doengas que acometem a raiz, a folha
ou o seu caule. Tais regifes da planta sdo atacadas por virus, bactérias, fungos ou ainda
geradas por distdrbios fisioldgicos provenientes do seu tipo de cultivo (irrigacdo ou
hidroponia) (SILVA; NETO, 2007; LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

Com o intuito de minimizar as doencas, especialmente nas raizes, procurou-se
cultivar esta hortalica longe do solo, em cultivos protegidos (LOPES; CARRIJO;
MAKISHIMA, 2005). Um dos cultivos protegidos mais conhecidos € o cultivo por
hidroponia, onde o vegetal recebe nutrientes de uma solucdo contendo, basicamente, agua e
sais que possibilitem o seu crescimento (GUALBERTO; OLIVEIRA; GUIMARAES, 2009).
Entretanto, as doencas fungicas, principalmente, continuaram a se manifestar, pois provinham
do novo ambiente de cultivo (LOPES; CARRIJO; MAKISHIMA, 2005).

Devido ao ambiente hidroponico ser bastante Umido, ocorre bastante proliferacéo
de infeccbes fangicas e bacterianas nas alfaces produzidas. Em decorréncia disso, 0 uso de
agrotoxicos com acdo fungicida e inseticida sdo utilizados para controle (LOPES;
QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

Neste contexto, na cultura da alface é requerido um controle destas doencas e
pragas que acometem a sua producdo, sejam por boas praticas na colheita ou pelo uso de
defensivos agricolas autorizados, para esta cultura. Sendo assim, deve seguir as indicacdes e
normas estabelecidas pelos 6rgdos reguladores, como ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), onde a dosagem a ser aplicada deve seguir niveis aceitaveis, que ndo
venham a comprometer a seguran¢a do alimento (LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS,
2010).

O uso de agrotdxicos na cultura da alface hidrop6nica é permitido, desde que
apresentem alta solubilidade em &gua, e sejam usados em pequenas quantidades (STERTZ;
FREITAS, 2003).

O problema gerado pelo uso destes agrotoxicos neste tipo de cultivo representa
um maior acumulo destes residuos nas folhagens, pois estes defensivos agricolas apds serem
pulverizados permanecem mais tempo em contato com a alface (LOPES; QUEZADO-
DUVAL,; REIS, 2010).
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Deste modo, a preocupagdo com a contaminagdo dos alimentos tem aumentado
devido ao uso irregular de agrotdxicos ndo autorizados para determinados tipos de cultura,
dosagens excessivas sem respeitar os limites maximos estabelecidos pelos 6rgaos reguladores
ou ainda pelo uso de agrotdxicos ja banidos do nosso pais (ANVISA, 2017).

A Tabela 1 mostra os 10 agrotdxicos mais utilizados no Brasil, para a cultura da
alface, analisadas pelo Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos
(PARA), da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que avaliam os niveis de
residuos de agrotdxicos em alimentos de origem vegetal. No periodo de 2001 a 2015
(ANVISA, 2017) podemos ver o carbendazim, em segundo lugar, com acéo fungicida, e em

quarto a deltametrina, que tem agéo inseticida.

Tabela 1- Agrotoxicos usados no cultivo da alface no Brasil, de 2001 a 2015, segundo ANVISA.

Agrotdxicos Grupo quimico N° Ocorréncias
1° Ditiocarbamatos  Ditiocarbamato (CS2) 418
20 Carbendazim Benzimidazol 155
3° Imidacloprido Neonicotinoide 107
40 Deltametrina Piretroide 93
50 Metamidofos Organofosforado 84
6° Difenoconazol Triazol 68
7° Tebuconazol Triazol 43
8° A-Cialotrina Piretroide 42
90 Acefato Organofosforado 41
10°  Clorpirifés Organofosforado 37

Fonte: elaborada pela autora.

Este monitoramento realizado pelo PARA-ANVISA procura assegurar a
seguranca alimentar da populacdo, verificando as quantidades de residuos presentes nos
alimentos e ainda se estdo contaminados por residuos de agrotdxicos ndo autorizados para as
diversas culturas (ANVISA, 2017).

Com isto, métodos de analises sensiveis precisam ser propostos com o objetivo de
detectar niveis cada vez menores destes residuos. Além da deteccdo, é importante também,
buscar maneiras que promovam a sua remocao assegurando um alimento de fato mais seguro.

Os estudos de remocdo de ditiocarbamatos e imidacloprido em alface j& foram
reportados na literatura, utilizando solugbes de lavagem ou apenas agua (LOPEZ-
FERNANDEZ; RIAL-OTERO; SIMAL-GANDARA, 2013; ITOIZ et al, 2012). Entretanto,
este trabalho propde avaliar a remocéo de residuos de carbendazim e deltametrina em alface

hidropbnica, utilizando solucbes de lavagem em diferentes tempos. Buscamos avaliar a
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remocdo de agrotoxicos com caracteristicas distintas no seu modo de agdo, um sistémico e
outro ndo sistémico, com diferencas significativas em suas solubilidades em agua.

Pelas razbes ja elencadas acima e devido ao pequeno numero de trabalhos de
remocao com solucbes de lavagem em alface, este trabalho tem por finalidade, adaptar e
validar uma metodologia analitica para os compostos em estudo, bem como avaliar uma
solucdo de limpeza que promova a remocao de residuos de agrotoxicos de uma maneira mais

eficiente, observando o efeito do tempo.



17

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Cultura da Alface

Historicamente, a alface (Lactuca sativa) € originaria da regido do Mediterraneo,
no Oriente Médio. Evidéncias mostram que sua domesticacdo ocorreu a partir de um ancestral
a especie selvagem L. serriola. (VRIES, 1997 apud SALA; COSTA, 2012). Pertence a familia
Asteraceae, sendo 0 seu representante mais conhecido (DURAZZO et al, 2013).

A alface € uma das hortalicas de maior consumo no Brasil. Sua popularizacao
deve-se ao seu uso em saladas, em preparo de sanduiches por grandes redes de fast food,
também pela busca de habitos alimentares mais saudaveis. (SALA; COSTA, 2012).

Dentre os tipos de alface existentes no mundo, até a década de 80 a alface mais
produzida e consequentemente mais consumida no Brasil foi a alface lisa. No entanto, as altas
temperaturas do verdo, provocavam elevadas perdas, neste periodo onde o consumo do
produto é maior. Em decorréncia disso, comegou-se a cultivar a alface do tipo crespa que era
adequada a este periodo de elevadas temperaturas, além de poder ser transportada em caixas
de madeira, sem ocorrer a quebra de suas folhas, e ser produzida com coloracéo verde claro,
semelhante a do tipo lisa. (SALA; COSTA, 2012).

Para o cultivo da alface séo exigidas temperaturas amenas, sendo sua producao
apropriada para o inverno. O seu cultivo no periodo do verdo, compromete a producéo,
gerando produtos com qualidade inferior e de alto custo. (HENZ; SUINAGAD, 2009). Por
conseguinte, procura-se melhoramento nas formas de cultivo da alface visando a sua producéo
em condicBes climaticas diferentes, qualidade, quantidade e producdo regular. (SALA,;
COSTA, 2012). Neste contexto, o cultivo da alface hidropdnica tem se mostrado como uma
alternativa a contornar estes transtornos.

A técnica de hidroponia consiste na utilizacdo de uma solucdo nutritiva que
fornece a planta os nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento, substituindo o uso do
solo para esta finalidade (NETO; BARRETO, 2013; LOPES; SILVA; GUEDES, 2015).

Dado que a producdo é em ambiente protegido, as alfaces cultivadas ndo sao
expostas ao vento forte, chuvas intensas ou de granizo, seu ciclo de cultura é reduzido, ocorre
reducdo também no uso de fertilizantes e somando-se a isso a producdo durante todo o ano
possibilita o abastecimento do mercado continuamente (PAULUS et al, 2012).

O cultivo da alface por hidroponia também foi norteado pelo intuito da reducdo do
ataque de pragas e da incidéncia de doengas nesta hortalica provenientes do solo,
especialmente na regido das suas raizes. Entretanto, as patologias prosseguiram estando
atreladas ao manejo do sistema (LOPES; CARRIJO; MAKISHIMA, 2005; LOPES; SILVA,



18

GUEDES, 2015).

2.2 Principais doencas da Alface

A alface em seus diversos cultivos é acometida por doengas causadas por fungos,
bactérias ou virus. Algumas destas patologias sdo agravadas pelo meio em que o vegetal €
cultivado, devido as interacdes entre 0 meio e 0 agente patogénico. No cultivo hidropdnico,
caso o contedo da solucdo nutritiva ndo seja regulado e/ou ocorram dréasticas alteracdes no
clima, tais fatores colaboram com a frequente proliferacdo de doencas (LOPES; QUEZADO-
DUVAL; REIS, 2010). Dentre as principais patologias que incidem na alface, em nosso pais

temos, conforme Tabela 2:

Tabela 2- Principais doencas da alface, segundo LOPES; QUEZADO-DUVAL,; REIS, (2010).

Agente Patoldgico Doengas Tipo de cultivo
Fungos Mildio (Bremia lactucae) Campo e hidroponia
Tombamento (Rhizoctonia selani) Campo (mais comum) e
hidroponia
Mancha-de-cerc6spora (Cercospora Cultivos protegidos, como
longissima) hidroponia
Podridao radicular (espécies do género Hidroponia
Pythium)
Septoriose (Septoria lactucae) Cultivos irrigados
Bactérias Mancha bacteriana (Xanthomonas Campo

axonopodis pv. vitians)

Podridao —mole (Pectobacterium spp.) Campo
Virus Mosaico (Lettuce mosaic virus=LMV) Campo
Vira-cabeca (varias espécies do género Campo

Tosposvirus)

Fonte: elaborada pela autora.

Para o controle destas doencas recomendam-se o uso do conjunto de
procedimentos, chamados de boas praticas agricolas aplicadas desde a pré-colheita até a pos-
colheita, além do uso de agrotoxicos, caso necessario, autorizados e aplicados nas quantidades
recomendadas pelos 6rgaos reguladores (LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).
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2.3 Agrotoxicos

Agrotoxico é a substancia ou a mistura de substancias quimicas, empregadas pelo
homem, cujo objetivo é prevenir ou destruir direta ou indiretamente a acdo de pragas na
agricultura (DORS et al, 2011).

No Brasil 0 uso de agrotoxicos é regido pela Lei Federal n° 7.802 de 1989, e
regulamentado pelo decreto n° 4.074 de 2002, que define tais substancias e afins como 0s
produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos (BRASIL, 2002).

Geralmente, a agricultura praticada no mundo moderno é altamente dependente do
uso de pesticidas. Ap6s a Segunda Guerra Mundial o nimero de produtos sintéticos para
insumos agricolas tem aumentado, devido aos diferentes tipos de agricultura praticada e ao
surgimento de novas pragas, ou a resisténcia de outras aos pesticidas ja existentes
(CARNEIRO et al, 2015; CARMO et al, 2016).

No entanto, se 0s beneficios trazidos pelo uso destes produtos nas plantaces sdo
aceitaveis, em contrapartida os efeitos do uso prolongado destes insumos tém causado a
contaminacdo residual de alimentos e a ingestdo destes alimentos, tem proporcionado a
intoxicacdo de animais e do homem (LONDRES, 2011; MELO et al, 2012; CARMO et al,
2016).

Tais consequéncias sdo geradas pelo uso indiscriminado destes produtos quimicos,
ndo respeitando as boas préaticas agricolas, o que tem proporcionado o acumulo de residuos
e/ou de seus produtos de degradacdo em alimentos. Por consequéncia os 6rgdos reguladores
tém procurado estabelecer limites maximos de residuos (LMR’s), na tentativa de garantir a
seguranca alimentar (CABRERA et al, 2014; CARMO et al, 2016).

No Brasil, 6rgdos como a ANVISA através do PARA, e o Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) através do Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC), visam monitorar e estabelecer normas que venham a
assegurar alimentos seguros a populagcdo. No ambito internacional, 6rgdos como o “Codex
Alimentarius” ¢ Unido Europeia (EU) também desempenham papeis semelhantes (ANVISA,
2017; MAPA, 2017; CODEX ALIMENTARIUS, 2016; UNIAO EUROPEIA, 2016).
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2.3.1 Classificagéo dos Agrotoxicos

Os agrotoxicos podem ser classificados quanto a sua origem, ao organismo alvo
(finalidade) e quanto a sua toxicidade. No que se refere a sua classificagdo quanto a origem
quimica, sdo ditos agrotoxicos organicos (dentre eles: benzimidazois, piretroides,
organofosforados, organoclorados) e inorgéanicos (a base de arsénico, mercudrio, cobre e
chumbo); estes Gltimos foram largamente utilizados no passado, antes do advento dos
agrotoxicos organicos (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

Em relacdo ao modo de acdo ou a sua finalidade sdo ditos acaricidas (controle de
acaros), fungicidas (controle de fungos), herbicidas (controle de ervas daninhas), inseticidas
(combatem insetos), formicidas (controle de formigas), dentre outros (KARAM et al., 2015).

Os agrotdxicos podem ainda ser classificados quanto a sua toxicidade, segundo a
ANVISA dependendo dos seus efeitos agudos na saide humana. De acordo com o Ministério
da Saude tal classificagdo é estabelecida conforme a dose média letal (DLsp) que corresponde
a dose necessaria a ser administrada para provocar o 6bito em 50% dos animais utilizados em
experimentos nas condicdes estabelecidas (KARAM et al., 2015).

A DLs € baseada, normalmente na ingestdo por via oral das formulacdes solidas
ou liquidas dos agrotdxicos e 0s seus valores sdo expressos em miligramas do agrotéxico por
quilogramas de peso vivo do animal (KARAM et al., 2015; BARRIGOSI, 2017). Cada
agrotoxico deve informar no rétulo, de acordo com a legislacdo brasileira, a cor alertando seus
efeitos toxicos, conforme mostrado na Tabela 3 (BRASIL, 2002; BARRIGOSI, 2017).

Tabela 3- Classificacao toxicoldgica dos agrotoxicos, baseada na DLs.

Classe Grau de toxicidade DLs Cor do rétulo
I extremamente toxico <50 mg kg™ Vermelho
I altamente toxico >50 a 500 mg kg™ Amarelo
" medianamente toxico >500 a 5000 mg kg™ Azul
v pouco toxico > 5000 mg kg™ Verde

Fonte: adaptada de BARRIGOSI (2017).

2.3.2 Agrotoxicos em estudo
Os agrotdxicos estudados foram selecionados por estarem presentes na cultura da
alface, mesmo néo tendo o seu uso autorizado pela ANVISA, neste vegetal. Ainda assim, no

monitoramento de residuos de agrotdxicos em alimentos feito pela agéncia supracitada, no
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periodo de 2001 a 2015, mostram um grande nimero de amostras de alface contaminadas por
residuos destes defensivos agricolas, segundo a Tabela 1 (ANVISA, 2017).

2.3.2.1 Benzimidazol

Os fungicidas benzimidazois foram introduzidos a partir da década de 60 e séo 0s
agrotoxicos sistémicos mais conhecidos e, provavelmente os mais utilizados por conta de sua
eficacia no controle destes patdgenos (COUTINHO et al, 2006). Este grupo quimico é
representado por fungicidas que possuem, em sua estrutura base, um anel imidazol com
atomos de nitrogénio acido e béasico (Figura 1). Agem nos fungos pela inibicdo de proteinas
especificas que impedem a divisdo celular dos mesmos, causando-lhes a morte (TORRES-
PADRON, 2010).

Figura 1- Estrutura quimica base dos fungicidas benzimidazois.

H

N>

N
Fonte: elaborada pela autora.

O ingrediente ativo deste grupo, largamente utilizado € o metil benzimidazol-2-
ilcarbamato (MBC), mais conhecido por carbendazim, cuja estrutura € mostrada na Tabela 4.
Tem seu uso autorizado em diversas culturas no Brasil e Europa, mas banido em paises, como
0s EUA (FDA, 2013).

O carbendazim é considerado um composto quimicamente estavel, quando esta
em ambiente anaerdbico, o que dificulta a sua degradacdo. No entanto, em meio alcalino ou
com alteracBes de temperatura sua estabilidade é comprometida, especialmente na presenca
de oxigénio (JIA et al, 2003). Normalmente o carbendazim, no ambiente é encontrado na
forma de seus produtos de degradacdo, formados dependendo do meio em que se encontram
(SILVA; BARROS; PAVAO, 2014).

2.3.2.2 Piretroides
Os piretroides constituem uma classe de agrotéxicos largamente utilizados na

agricultura moderna, e em varias culturas aqui no Brasil. Derivados sintéticos das piretrinas,
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que sdo inseticidas naturais produzidos por flores do género Chrysanthemum
cinerariaefolium, possuem vasta acao contra diversas espécies de insetos e baixa toxicidade a
mamiferos (KUMAR et al 2011).

No entanto, devido a sua instabilidade a luz solar e ao ar, sua eficacia como
inseticida natural ficou comprometida. Por isso, em meados dos anos 70 iniciou-se a
utilizacdo de piretroides sintéticos, com a alteracdo quimica na estrutura das piretrinas,
viabilizando a solugdo dos problemas destas substancias naturais, segundo mostra a figura 2
(HEUDORF; ANGERER, 2001).

Figura 2- Estrutura quimica dos piretroides sintéticos.

0 R,

Fonte: elaborada pela autora.

Os piretroides sintéticos sdo estaveis em meio acido, entretanto em pH alcalino o
éster da estrutura é hidrolisado, em decorréncia disso ocorre rapida degradacdo destes
compostos (MAUND et al, 2012). Sua acdo consiste na imediata paralizacdo do inseto e
consequente morte (NARAHASHI, 2000).

Em decorréncia de suas vantagens, os piretroides tornaram-se bastante utilizados
na agricultura e em outros meios. Embora considerados de baixa toxicidade aos mamiferos,
seu acumulo no ambiente vem provocando um aumento da poluicdo a nivel mundial, e novos
estudos apontam que seu uso amplificado, provavelmente, causam efeitos tdxicos em
humanos a longo prazo (EL-SAYED; SAAD; EL-BAHR, 2007; SANTOS; AREAS; REYES,
2007). Um dos piretroides comercialmente vendido € a deltametrina, cuja formula estrutural
quimica esta representada na Tabela 4.

A deltametrina, (S)-a-ciano-3-fenoxibenzil (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)- 2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato, € um piretroide sintetizado em 1974, pela introducdo do
grupo a-ciano, em sua estrutura, conferindo-lhe maior potencial inseticida que o piretroide
inicialmente sintetizado (cipermetrina) (GALEB, 2010). Considerado o0 mais toxico dentre os
piretroides para animais vertebrados, seu uso é permitido em inumeras culturas em nosso pais,
com aplicagéo foliar, em sua maioria (SANTOS; AREAS; REYES, 2007; ANVISA, 2017).
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Devido a ANVISA, agéncia reguladora do nosso pais, ndo estabelecer valores de
limite maximo de residuos (LMR’s), destes compostos em estudo, na cultura da alface, por
terem seu uso ndo autorizado, buscou-se retratar os LMR’s de outras agéncias reguladoras
internacionais, como o “Codex Alimentarius” e Unido Europeia (EU) (ANVISA, 2016;
CODEX ALIMENTARIUS, 2016; European Union, 2016).

Tabela 4- LMR’s dos agrotoxicos em estudo.

LMR’s (mg kg ™)

Agrotoxicos Estrutura quimica Classe ~ ANVISA Codex Uniéo
Alimentarius  Europeia

(EV)

o}
bend [ I "> Do d
Carbendazim N Fungicida - 50 -
H
- 2,0 0,5

Deltametrina g Inseticida
B'\WLO/\Q/O\ :‘:

Fonte: elaborada pela autora.

2.4 Remocao de agrotoxicos em alimentos

A aplicacdo de agrotdxicos na producdo e cultivo de alimentos tem gerado a
permanéncia de residuos nestes produtos, mesmo apés a colheita, em alimentos processados,
frescos ou cozidos. Isso em razdo do modo de acdo dos agrotdxicos que podem ser:
sistémicos- penetram no interior do vegetal, circulando através da seiva; de contato- agem,
normalmente, no exterior do vegetal; e de suas propriedades fisico-quimicas, tais como:
solubilidade em &gua, coeficiente de particdo octanol-4gua (Kow), constante de dissociacdo
acida (pKa), constante de dissociacdo basica (pKb), constante de Henry, pressdo de vapor
(CABRERA et al, 2014; ANVISA, 2017). Algumas dessas propriedades fisico-quimicas dos

agrotoxicos em estudo estdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5- Propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos em estudo.

Principio ativo ISol. 20°C (mg L) Log Kow *pKa 25°C
Carbendazim 8,0 1,48 4,2
Deltametrina 0,0002 4,6 -

ISolubilidade em agua a 20°C em pH 7. % Coeficiente de particao octanol-agua. *Constante de dissociacao &cida.

Fonte: elaborada pela autora.
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Neste contexto, alguns processos de lavagem sejam industriais ou domésticos,
antes do consumo dos alimentos tém sido estudados no intuito de comprovar a sua eficacia no
processo de remocdo ou reducdo dos niveis destes residuos provenientes da sua producédo ou
por contaminacdo ambiental (LING, 2011; CABRERA et al, 2014; LOPEZ-FERNANDEZ;
RIAL-OTERO; SIMAL-GANDARA, 2013).

Os processos de lavagem sdo o primeiro passo indicado antes do consumo de
qualquer fruta ou hortalica, isto decorre, primeiramente, da necessidade de higienizar o
alimento contra a proliferacdo de micro-organismos patdgenos presentes no exterior destes
alimentos, evitando, deste modo, a interiorizacdo de agentes patogénicos (CABRERA et al,
2014).

Nos processos de lavagem, a remocao de agrotoxicos, depende de muitos fatores,
como as propriedades fisico-quimicas do agrotoxico, o tipo de agente utilizado na solucdo de
lavagem, o tempo de contato do alimento com a solucdo, temperatura da agua e até mesmo da
interacdo do residuo com a superficie do alimento (LIANG et al, 2012; CHEN et al, 2015).

Outro ponto relevante dos processos de remocdo esta atrelado ao tipo de produto
gerado pelos processos de limpeza. Ocorre que durante o processo, alguns agrotdxicos
degradam-se e acabam por gerar produtos mais toxicos ou mais persistentes que 0s
agrotoxicos de origem, deste modo colaborando com o aumento do risco alimentar (CHEN et
al, 2015). Além disso, 0 agente sanitizante deve ser de baixa toxicidade (CENGIZ; CENTEL,
2013).

Apdbs os processos de lavagem, seguem-se ainda, o descascamento do alimento,
que promove a remoc¢do dos agrotoxicos na sua superficie, ou ainda o seu cozimento que tem
propiciado a reducdo dos residuos na polpa de alguns alimentos (LING et al, 2011). No
entanto, tais processos acabam por serem restritos a alimentos que possuam casca ou possam
ser submetidos ao aquecimento. Ademais, tais processos influenciam na reducdo da
disponibilidade dos nutrientes presentes no alimento (CABRERA et al, 2014; HELENO et al,
2015).

Processos térmicos, como cozimento sdo utilizados considerando efeitos de
volatilizacdo, degradacdo térmica ou ainda reacbes de hidrolise (BALINOVA,
MLADENOVA; SHTEREVA, 2006).

A literatura reporta alguns trabalhos utilizando solucGes de limpeza na remocdo de
agrotoxicos em alimentos, como o de Ling e colaboradores (2011) que estudaram o efeito das
solucBes de lavagem e o cozimento na remocdo de clorpirifés em vegetais, como repolho,

berinjela, tomate, pepino e couve, com solugdes compostas por hipoclorito de sddio (NaClO),
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detergentes e simplesmente &gua de torneira; Liang et al (2012) estudaram a remogédo de
agrotoxicos organofosforados em pepino, utilizando solucdes de limpeza, contendo
bicarbonato de sédio (NaHCO3), carbonato de sodio (Na,COs3), &cido acético (CH;COOH) e
NaCl e limpeza ultrassonica; Cengiz e Certel (2013) estudaram o efeito das solucdes de
lavagem, incluindo ozénio na remocéo de residuos de mancozeb em tomate; e ainda estudos
realizados por Ldpez-Fernandez; Rial-Otero; Simal-Gandara, em 2013, que estudaram
solucdes de lavagem na remocdo de mancozeb em alface. As solucdes eram constituidas por
hipoclorito de sodio (NaClO), peroxido de hidrogénio (H,O,), acido acético (CH3COOH) e
hidréxido de aménio (NH;OH) em diferentes temperaturas.

2.5 Preparo de amostra na determinacdo de agrotdxicos em alimentos

A determinacdo de residuos de pesticidas em amostras alimentares é bastante
laboriosa, pois o nivel de concentracdo destes analitos, geralmente, estdo a niveis tracos,
devendo as amostras serem submetidas a etapas de extracdo e/ou pré-concentracdo dos
analitos nas matrizes a serem estudadas (STOCKA; BIZIUK; NAMIESNIK, 2016; PRESTES
et al, 2009), uma vez que a matriz somente pode ser submetida a analise no equipamento,
apos a limpeza e isolamento dos analitos para que os resultados gerados sejam confiaveis,
minimizando assim os possiveis erros (NASCIMENTO et al, 2016; JARDIM, 2010).

Normalmente, este tipo de analise em matrizes alimentares é complexo devido a
presenca de constituintes e de suas caracteristicas na propria amostra, o que dificulta a
quantificacdo destes analitos. Neste contexto, muitas técnicas de preparo de amostra foram
desenvolvidas, em grande parte, utilizando solventes orgénicos para a extracao, gerando longo
tempo no processo ou empregando instrumentos para a automacdo (PRESTES; ADAIME,
ZANELLA, 2011).

Um método ideal de preparo de amostra deve apresentar pequeno numero de
etapas, ser de facil operacéo, ter um custo relativamente baixo e dispender o minimo de tempo
possivel na sua realizagdo. Ademais, utilizar pequenas quantidades de solventes, com baixa
toxicidade, alta sensibilidade e possibilitar altos valores de recuperacao dos analitos (SKOOG
et al, 2013; PRESTES; ADAIME, ZANELLA, 2011).

Muitas técnicas de preparo de amostra foram desenvolvidas, nos Gltimos anos,
dentre elas, 0 método QUEChERS, proposto por Anastassiades et al, em 2003. Este método
vem sendo empregado na determinacdo de pesticidas em matrizes alimentares, pois seu

desenvolvimento buscou suprir as limitagdes de métodos multirresiduos ja existentes.
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2.5.1 Método QUEChERS

O método QUEChERS, nome formado pelas iniciais dos seguintes termos em
inglés, (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), € um método de preparo de amostra
vantajoso por ser considerado: rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto e seguro (PRESTES;
et al, 2009).

Este método envolve trés etapas: extracdo, particdo e limpeza (clean-up). Na etapa
de extracdo utiliza-se como solvente extrator a acetonitrila (MeCN). Na etapa de particdo
utiliza-se uma mistura dos sais, sulfato de magnésio anidro (MgSO,) e cloreto de sédio
(NaCl). E por fim a etapa da limpeza, o clean-up, considerada a mais importante, pois confere
ao analito o isolamento dele da matriz (ANASTASSIADES et al, 2003; PRESTES et al,
2009).

Com o método QUEChERS, foi também introduzido outro método de clean-up, o
D-SPE (Dispersive Solid Phase Extraction) ou extracdo em fase solida dispersiva (EFSD), a
qual dispensa o uso de cartuchos e utiliza um sorvente combinado com o (MgSQO,) anidro
(ANASTASSIADES et al, 2003; PRESTES et al, 2009).

Primeiramente, antes da aplicacdo do método de preparo da amostra, amostras
solidas, como alimentos, necessitam de uma pré-etapa que possibilite a homogeneizagdo deste
alimento, para uma melhor representatividade da amostra (SKOOG et al, 2013).

O método QUEChERS utiliza apenas 10 g da amostra, o que conforme a literatura
torna-o ideal quando comparado com outros métodos que utilizam de 15g a 100g. Segundo
este método, 10g € uma quantidade representativa para a realizacdo da analise
(ANASTASSIADES et al, 2003).

2.5.1.1 Etapa de extracao

Na etapa de extracdo a acetonitrila (MeCN) foi o escolhida como solvente
extrator, por proporcionar a extracdo de uma faixa grande de pesticidas com polaridades
diferentes, além de ser compativel com o uso das técnicas cromatogréaficas e extrair menores
guantidades de coextrativos com caracteristicas lipofilicas (ANASTASSIADES et al, 2003;
PRESTES et al, 2009).

Neste método séo utilizados 10 mL de MeCN para os 10 g da amostra, isto indica
que a extracdo ocorre numa proporcdo de 1:1 (ImL de MeCN para 1g de amostra). Mesmo
sendo consideradas pequenas quantidades, para as técnicas cromatograficas aplicadas e 0s
agrotoxicos analisados, em sua maioria, atualmente, tais quantidades sdo apropriadas
(PRESTES et al, 2009).
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2.5.1.2 Etapa de particao

Para a segunda etapa, conforme o método original, sdo utilizados a adicdo de sais,
como o (MgSQO,) anidro, e cloreto de sodio (NaCl), que promovem o efeito salting out, isto é,
promovem a liberacdo dos analitos polares para a fase organica, além de diminuirem a
quantidade de agua no meio (ANASTASSIADES et al, 2003; PRESTES et al, 2009).

O MgSO, anidro sofre hidratacdo através de uma reacdo exotérmica, 0 que
promove a reducdo na quantidade de dgua no meio. Este sal também, quando comparado com
outros j& utilizados em outros métodos, remove grandes quantidades de &gua
(ANASTASSIADES et al, 2003). O NaCl possibilita a liberacdo de analitos apolares por
ligar-se mais efetivamente com a agua, no meio, disponibilizando assim estes analitos para a

fase organica.

2.5.1.3 Etapa de limpeza

Por fim a etapa da limpeza, o clean-up, considerada a mais importante, confere ao
analito o isolamento dele da matriz, o sorvente utilizado € a amina priméaria secundaria ou
(PSA- Primary Secundary Amine) para a remocao de interferentes na amostra. O uso de PSA
remove interferentes através do seu efeito quelantes pela presenca dos grupos amino. Por
conta disso, remove acucares, acidos graxos e outros compostos polares, possiveis
interferentes na amostra. No entanto, ndo € considerado eficiente na remocdo de gorduras
(CABRERA et al, 2012).

O uso do MgSQ, anidro promove a remogdo de agua residual, enquanto a limpeza
dos analitos é realizada (CABRERA et al, 2012). Este método de limpeza buscou obter um
extrato da matriz com o minimo de interferentes. Por fim, o extrato final pode ser analisado
(ANASTASSIADES et al, 2003; PRESTES et al, 2009).

Algumas alteracdes para 0 método QUEChERS original foram propostas na
literatura, baseadas especialmente nas propriedades de alguns pesticidas, devido alguns destes
analitos apresentaram baixa recupera¢do ou mostraram-se instaveis em determinadas faixas de
pH da propria matriz. Baseando-se nisto algumas modificagdes foram aplicadas a este método
conforme Anastassiades et al (2003) e Gonzalez-Curbelo et al (2015).

De acordo com Gonzalez et al, (2015), trés grandes modificacbes foram
realizadas: a primeira utilizando um tampéo de citrato e acetato, originando assim o método
QUEChERS citrato e o método QUEChERS acetato, respectivamente. Estes tampOes

forneceram um pH em torno de 5 para estas modificacbes do QUEChERS (LEHOTAY;
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MASTOVSKA,; LIGHTFIELD, 2005). A segunda foi na D-SPE, nas quantidades do PSA e na
utilizacdo de octadecilsilano (C18) para promover uma melhor limpeza do extrato da matriz
(ANASTASSIADES et al, 2007; LEHOTAY et al, 2010). O uso de C18 promove uma maior
limpeza em matrizes que contém lipidios (GONZALEZ-CURBELO et al, 2015; LEHOTAY et
al, 2010).

A terceira modificacdo seria no uso do carbono grafitizado (GCB), ele adsorve
compostos planares, como pigmentos de vegetais, que provocariam um desgaste do sistema
cromatografico ao longo das analises (GONZALEZ-CURBELO et al, 2015). Esta adsorcéo
ocorre, possivelmente, por interacdes na superficie do GCB, que apresenta grande area planar.
Interacdes estas do tipo pi-stacking que ocorrem entre compostos aromaticos ou compostos
que tenham ligacdes do tipo m, isto pode explicar a forte interagdo por compostos planares
(MARTINEZ; IVERSON, 2012). Além disto, a retencdo de pigmentos pelo uso do GCB
pode ocorrer pela presenca de residuos de grupos polares que promoveriam ligacGes de
hidrogénio (CABRERA et al, 2016). Este vem sendo o grande problema do uso do GCB na
analise de pesticidas em alimentos, pois provoca uma baixa recuperacdo em pesticidas com
estruturas planares (LEHOTAY et al, 2010; MARTINEZ; IVERSON, 2012).

2.7 Validag&do de métodos analiticos

Para que um método analitico gere resultados confiaveis, diversos estudos e
experimentos sdo realizados na amostra em estudo, a este processo chamamos validacdo. No
Brasil existem agéncias reguladoras e 6rgdos que disponibilizam guias para validacdo de
metodologias analiticas, como a ANVISA, o MAPA e o Inmetro (ANVISA, 2003; MAPA,
2011; INMETRO, 2016).

Geralmente, na validacdo da metodologia analitica alguns pardmetros séao
utilizados como: seletividade, efeito matriz, linearidade, sensibilidade, limite de deteccéo,

limite de quantificacdo, precisao e exatid&o.

2.7.1 Seletividade

A seletividade de um método avalia a sua capacidade em gerar respostas para 0s
analitos e garante que o sinal analitico seja exclusivamente do analito. Caso a seletividade ndo
seja assegurada outros parametros analiticos como a linearidade, a exatiddo e a preciséo
estardo comprometidas (LEITE, 2008; INMETRO, 2016).

O estudo da seletividade estd baseado na presenca ou auséncia na amostra do

analito de interesse. Para tanto, realiza-se um estudo comparativo da resposta gerada pela
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matriz isenta dos analitos, com a matriz fortificada por concentragbes conhecidas dos
compostos de interesse; com o propdsito de verificar a presenca de algum interferente na

amostra que possibilite a coeluicdo com os compostos de interesse (INMETRO, 2016).

2.7.1.1 Efeito Matriz

Este pardmetro é de suma importancia para resultados confidveis na analise de
residuos de agrotoxicos em alimentos. O efeito matriz baseia-se hum aumento de sinal do
analito ou supressdo do mesmo por algum componente presente na matriz, ou ainda por erro
na etapa de preparo de amostra. Além disso, também é considerado um estudo de seletividade
(MAPA, 2011).

Este parametro pode ser calculado pela comparacdo da inclinacdo das curvas
analiticas dos padrbes puros no solvente e dos padrGes acrescidos no extrato da matriz,
conforme mostrado na equagdo 1 (PASCHOAL et al, 2008).

X1

— 2 100 1
— W

Efeito matriz (%) =

Onde:

x; =Inclinacdo da curva analitica obtida pela injecdo dos padrfes analiticos no extrato da

matriz;

x, = Inclinacdo da curva analitica obtida pela injecdo dos padrdes analiticos no solvente puro;
O efeito matriz é desconsiderado, caso a amostra ndo demonstre, em nenhum

nivel de fortificacdo a sua presenca (MAPA, 2011). Segundo WALORCZYK (2014), valores

variando entre £20%, n&o séo significativos.

2.7.2 Linearidade

A linearidade expressa a capacidade de um método analitico em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra em um intervalo
de concentragédo apropriado (LANCAS, 2009).

A linearidade pode ser representada pela correlagdo entre o sinal analitico gerado
pelo equipamento e as concentragdes dos analitos a serem medidas. Esta correlacao é expressa
matematicamente por uma equacao da reta, expressa na equacao 2, também chamada de curva
analitica, e os seus coeficientes podem ser estimados baseados na regressao linear ou método

dos minimos quadrados, que é um método matematico (LEITE, 2008; RIBANI et.al. 2004;
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INMETRO, 2016).
y=ax+b (2)

Onde:

y = sinal analitico (area ou altura do pico)

x = concentracdo do analito

a = coeficiente angular (inclinacédo da reta)

b = coeficiente linear (interseccao da curva com o €ixo x)

Pela regressao linear, também pode-se calcular o coeficiente de correlacdo r ou o
coeficiente de determinacdo R2. O valor de r deve ser préximo a 1,0, pois isto indica que 0s
pontos estardo menos dispersos e menor serd a incerteza dos coeficientes. Conforme a
ANVISA o minimo aceitavel para o valor de r > 0,99, o INMETRO r > 0,90. (ANVISA,
2003; INMETRO, 2016; RIBANI et.al. 2004).

2.7.3 Sensibilidade

A sensibilidade corresponde a capacidade do método em identificar concentracGes
préximas a do analito em um determinado nivel de confianca. A sensibilidade analitica pode
ser expressa pela inclinagcdo da reta ou coeficiente angular da equacdo da reta (1). Quanto
maior a inclinacdo da reta, mais sensivel serd o0 método (INMETRO, 2016). O coeficiente

angular ¢é dado pela equacéo 3:

s=& 3
= (3)

Onde:
S = sensibilidade;
dx = variagéo da resposta;

dc = variagdo da concentracao.

2.7.4 Limite de Deteccéo (LD)
Representa a menor concentracdo de um analito que pode ser detectada, mas nao

necessariamente quantificada. Este parametro pode ser calculado de véarias formas (RIBANI
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et al, 2004; INMETRO, 2016).

Dentre as diferentes maneiras de calcular o LD, temos o método visual, que se
baseia na analise de amostras dopadas com o analito em concentracdes conhecidas para a
definicdo do menor nivel em que o analito possa ser detectado. Para isso, sdo realizadas
diluicbes sucessivas até obter a menor concentracdo que seja possivel diferenciar do branco
analitico (INMETRO, 2016).

2.7.5 Limite de Quantificacdo (LQ)

Representa a menor concentragcdo de um analito que pode ser quantificada, com
precisdo e exatidao, utilizando um determinado método experimental (INMETRO, 2016).
Pode ser medido pelos mesmos métodos utilizados no calculo de LD, assim o LQ pode ser
estimado pelo método sinal/ruido, onde a resposta gerada corresponde a uma relacao cerca de
3 vezes o valor do LD (equagdo 4) (RIBANI et al, 2004).

LQ =33xLD (4)

2.7.6 Precisdo

A precisdo de uma metodologia analitica corresponde a concordancia das
respostas obtidas para os diversos ensaios realizados em uma amostra. Para o seu célculo
leva-se em consideragdo o desvio padrdo absoluto (s), no entanto devido ao nimero limitado
de determinacBes em andlise quimica, calcula-se na verdade uma estimativa do desvio padrédo
absoluto (s), expressada na equacdo 5 (LEITE, 2008; RIBANI et.al. 2004).

oo fﬂ%_lx_)z (5)

Xj = valor de uma medicao;
X = média aritmética de um pequeno nimero de medicGes.
n = nimero de medic¢oes.

Outra forma de expressar a precisdo € através do coeficiente de variacdo (CV) ou
estimativa do desvio padréo relativo (DPR), conforme demonstrada na equacdo 6 (RIBANI
et.al. 2004).

DPR(%) = = x 100 (6)

s
X
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Em anédlise de tracos ou residuos um valor de DPR até 20% € aceito, porque
algumas amostras sdo complexas. Aumentando-se o numero de replicatas, obtém-se uma

melhor precisdo para o método (RIBANI et al, 2004).

2.7.6.1 Repetibilidade

Este termo, também conhecido por precisdo intra-ensaio, expressa um conjunto de
medicdes, realizados em um periodo curto de tempo, sendo realizados pelo mesmo operador,
mesmo equipamento e no mesmo laboratério. Estas medicfes expressam a dispersdo dos
resultados ou a concordancia entre eles (INMETRO, 2016).

A repetibilidade é verificada utilizando trés niveis de concentracdo (baixa, média e
alta), com variacdo de seis a nove replicatas, de acordo com o guia de validacdo utilizado.
Pode ser expresso pelo coeficiente de variacdo (CV) ou pelo desvio padrédo relativo (DPR)
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2016).

2.7.7 Exatidao

A exatiddo consiste na proximidade do valor obtido, individualmente, em relagéo
a um valor de referéncia tido como verdadeiro (MAPA, 2011). Para avaliar a exatiddo de um
método, podemos fazé-lo por: comparacdo de métodos, o uso de materiais de referéncia
certificada (MRC) ou ensaios de recuperacao (RIBANI et al, 2004).

Através da comparacdo dos métodos, valores obtidos pelo método desenvolvido
sdo comparados por valores de um método de referéncia. Tem por finalidade a obtencdo de
valores proximos aos do método de referéncia. No entanto, nem sempre outro método esté
disponivel na literatura para comparacédo, com condicGes similares (RIBANI et al, 2004).

O uso de MRC, considerado o0 modo mais recomendado, procura assegurar que 0
método analitico desenvolvido ndo sofreu interferéncias em decorréncia da interagdo entre
substancias presentes na matriz e a prépria matriz ou amostras naturalmente contaminadas. Os
MRC s80 materiais que tem a sua producdo certificada por instituicbes confiaveis e
reconhecidas, como o NIST — National Institute of Standard and Technology. Esta certificagdo
é fornecida por valores precisos de concentracdo da substancia, e outras especificacdes, bem
como as incertezas atribuidas, todos registrados em um certificado que acompanha o material
(MAPA, 2011; RIBANI et al, 2004).

Os ensaios de recuperagcdo consistem na quantidade do analito, presente ou

adicionado na amostra que venha a ser extraido e quantificado com precisdo (RIBANI et al,
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2004). Para estes estudos sdo necessarios a adicdo da substancia de interesse na matriz
(branco analitico) ou numa matriz com concentragdo minima deste analito. Esta adicdo €
realizada em trés niveis de fortificacdo (baixo, intermediario e alto), sendo feitas em nove

replicatas (ANVISA, 2003). Os valores de recuperacdo sao estimados através da equagéo 7:

€1— ¢

Rec. (%) =( ) x 100% %)

C3

Onde:
¢, = concentracdo determinada na amostra adicionada;
c,= concentracdo da amostra isenta do analito (branco);

c3 = concentracdo adicionada na amostra (tedrica).

2.8 O uso da cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos na determinacéo
de agrotoxicos em alimentos

Dentre as principais técnicas de andlise de substancias em materiais complexos
como alimentos, estdo as técnicas de cromatografia e isto é devido a eficacia e resolucdo das
colunas cromatograficas modernas que separam 0s componentes contidos nas amostras
(LANCAS, 2009).

A cromatografia liquida € adequada para compostos com instabilidade térmica ou
com baixa volatilidade, podendo ser acoplada a diversos sistemas de deteccdo, para
potencializar o seu desempenho (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; LANCAS,
2009). Dentre os detectores de espectrometria por ultravioleta (UV), com maior poder de
deteccdo estdo os de arranjo de diodos que fornecem informacGes que possibilitam a
identificacdo dos compostos, devido a obtencdo de espectro de absor¢do por segundo
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Enquanto os dados de espectro sdo coletados para cada pico cromatogréafico, os
compostos sdo eluidos na coluna gerando informacdes adicionais para uma confirmacgdo dos
compostos, como a comparagdo com espectros de absor¢do no mesmo tempo de retengéo.
Este método permite ainda confeccionar gréficos tridimensionais com absorbancia,
comprimento de onda e tempo de retencdo (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009)

Devido a sua versatilidade, resolugdo dos espectros e seletividade, o detector de

arranjo de diodos é empregado para analisar pesticidas (RIAL-OTERO et al, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Validar um método adaptado para a determinagdo de carbendazim e deltametrina
em amostras de alface hidroponica, para aplicar no estudo de remocdo destes residuos
utilizando agua e solucdes de lavagem de hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,6%, tintura de
iodo (2%), bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 5% e peroxido de hidrogénio (H20,) a 6%.

3.2 Objetivos especificos

» Validar a metodologia analitica adaptada para a determinacdo de carbendazim e
deltametrina, presentes nas amostras de alface crespa hidropbnica, quanto aos
pardmetros de seletividade, efeito matriz, linearidade, sensibilidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacéo, precisdo e exatid&o;

» Verificar o uso do GCB no clean-up da amostra em pequenas quantidades e seu efeito
sobre os agrotoxicos em estudo;

» Testar o efeito das solugdes de lavagem na remocdo de residuos de carbendazim e
deltametrina em amostras de alface crespa hidroponica utilizando hipoclorito de sédio
(NaClO) a 2,6%, tintura de iodo (2%), bicarbonato de sédio (NaHCOs3) a 5% e
perdéxido de hidrogénio (H,0,) a 6%;

» Estudar o modo mais eficiente de remocédo destes residuos no que concerne ao tempo

de contato da alface com a solugéo de lavagem.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratdrio de Quimica Ambiental (LAQA),
localizado no Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica (DQAFQ) da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA). Os experimentos compreenderam a determinacdo de residuos de agrotoxicos,
utilizando o método de extracdo QUEChERS original e a andlise foi realizada por meio da

cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

4.1 Instrumentacao

Utilizou-se balanga analitica (Marconi-2104N), vortex (Kasvi basic-K45-
2820), sistema de purificacdo de agua Milli-Q/Millipore (Academic), centrifuga (Eppendorf
centrifuge-5430), microcentrifuga (Marconi Ma-180), ultrassom (Cristofoli), secadora de
verduras (Zelar), microprocessador (Philips Walita), cromatografo liquido com detector de
arranjo de diodos (Shimadzu), bomba de vacuo (Buchi Vacuum pump v-700).

4.2 Reagentes, solventes, adsorventes e vidrarias

Utilizou-se padrbes solidos de agrotoxicos: carbendazim grau de pureza (99,2%),
deltametrina grau de pureza (99,7%) — (Sigma-Aldrich). Foram utilizados no preparo da
amostra: sulfato de magnesio anidro P.A, cloreto de sédio P.A, ambos da Vetec, Kit Q-
sep® QUEChERS D-SPE (RESTEK), carbono grafitizado (PheLab). No preparo das solugdes
padrdo: acetonitrila (grau HPLC- Sigma-Aldrich), acido cloridrico P.A (Dindmica). Bal6es
volumeétricos de 5 mL e 10 mL, pipeta volumétrica de 10 mL, micropipetas (Kasvi-basic) p
(100 e 1000), vials, béqueres, espatulas, filtro para solvente (Millipore), microfiltro de seringa
para limpeza de amostras (Allcrom). Para alimpeza das vidrarias: detergente, agua da
torneira, agua destilada, agua (Milli-Q- Millipore) e acetona P.A (Vetec), nesta sequéncia.

No preparo das solugdes de lavagem foram utilizados: Hidrosteril® (Sagdio),
tintura de iodo (2%)- (ADV), bicarbonato de sddio P.A (Synth), perdxido de hidrogénio P.A
(Synth).

4.3 Preparo das solucdes-padrdes dos agrotoxicos

Foram preparadas solucBes-padrdo de 1000 mg L™ em acetonitrila. No entanto, a
solucdo de carbendazim além da acetonitrila, foi preparada com a adi¢do de 8% de HCI 0,1
mol L™, para solubilizar o padrdo que ndo é completamente soldvel apenas em acetonitrila

(CHIARADIA, 2009). Alem disso, para controlar seu pH pelo seu valor de pKa. As solugdes
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foram armazenadas em refrigerador; a solucdo de carbendazim era estavel por trés meses, pois
apos este periodo verificava-se a presenca da formacéo de cristais de precipitacdo. Embora o
carbendazim seja estdvel em meio A&cido, seu contato com a superficie aerdbica,

possivelmente, provocou a sua degradacédo (JIA et al, 2003).

4.3.1 Preparo das solucgdes estoque dos agrotoxicos

Partindo das solucdes-padréo, foi preparada uma solucdo mista de 100 mg L™,
contendo os dois agrotoxicos em estudo. A partir desta solucdo, foi preparada por
diluicdo, uma solugdo de trabalho de 10 mg L. Estas solucdes foram armazenadas em

refrigerador.

4.4 Pré- tratamento das amostras de alface crespa hidroponica

As amostras foram adquiridas inicialmente em supermercado, na capital de
Fortaleza, e depois fornecidas por uma empresa de hidroponia, localizada do municipio de
Horizonte, na regido metropolitana de Fortaleza. Ao chegarem ao laboratério foram
armazenadas na geladeira, por um periodo de duas horas para serem refrigeradas. Isto se deve
ao fato de a temperatura ambiente, 0s vegetais tenderem a absorver a 4gua durante a lavagem,
possibilitando a absorcdo também de residuos que estavam em sua superficie, tal fenbmeno
fisico chama-se uptake (GADELHA, 2015). Retirou-se folha por folha e lavou-se cada uma
individualmente, com &gua de torneira e depois com agua destilada. Apds a lavagem, as folhas
foram colocadas em uma secadora de verduras, em seguida, foram dispostas sobre panos de
prato por aproximadamente uma hora, para evaporacdo da agua restante da lavagem. Em
sequida, foram trituradas e homogeneizadas com um triturador e mixer. Por fim foram
pesadas, acondicionadas em potes de vidro, previamente descontaminados, vedadas com

tampa de aluminio e armazenadas no freezer.

4.5 Preparo da amostra

Preparou-se as amostras de alface crespa hidropdnica utilizando o método
QUECHERS original (ANASTASSIADES et al, 2003), mostrado na Figura 3. Foram pesados
10g da amostra de alface em um tubo de Falcon de 50mL seguida da adi¢cdo de 10mL de
acetonitrila (MeCN). Foram submetidas a banho ultrassdnico por cerca de nove minutos, sem
aquecimento. O ultrassom foi um recurso utilizado por potencializar a agdo do solvente de
extracdo, ou seja, age através do processo de cavitagdo. Este processo, forma cavidades para

onde os gases dissolvidos migram, formando microbolhas que ao colidirem promovem a
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difusdo do solvente para o interior da amostra vegetal, rompendo suas células e
potencializando a eficiéncia do solvente extrator (CARCEL et al, 2012).

Em seguida foram adicionados, gradativamente, 0s sais para a etapa de parti¢do,
4g de MgSQ, anidro e 1g de NaCl, sob agitacdo no Vortex. Foram novamente submetidos ao
banho ultrassénico, por nove minutos. Apos este periodo foram submetidos a centrifugacéo
por cinco minutos a 6000 rpm, onde em seguida 1mL do sobrenadante foi retirado e colocado
nos tubos contendo PSA, C18, e MgSQ,, para promoverem a limpeza do extrato da amostra.
No caso das amostras de alface, por conterem o pigmento clorofila, optou-se pelo uso de
carbono grafitizado GCB, que remove pigmentos (BOES et. al. 2015).

A mistura foi agitada com o uso do Vortex e foram novamente levados para
centrifugacdo, nas condicdes supracitadas. Os extratos obtidos foram transferidos para vials,
um volume de 0,5 mL e fortificados nas concentracdes seguintes: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5, 1; 3; 5
mg L. Foram ainda submetidos & secagem do solvente utilizando gés nitrogénio comercial

N2, onde posteriormente foram retomados em 0,5 mL de acetonitrila.

Figura 3- Procedimento utilizado no preparo de amostra.

= Ultrassom Ultrassom
X \(/& S
9 min o> 9min &9
10 g amostra 10 mL MeCN ! Centrifuga 5
4g MgSOs + min. 6000 rpm .
1g NaCl w
=
Andlise no Retirar 1 mL do
CLAE-DAD sobrenadante
Fortificar b
amostras T ﬁ
)
I a2 ; Y
' y
Transferir amostra Centrifuga 5 Véderilimm 150 mg ‘-\’13504 +25 mg PSA
para vial min. 6000 rpm +10mg GCB

Fonte: autora.
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4.5.1 Estudo da quantidade de GCB utilizada no clean-up

Procurou-se utilizar o minimo de GCB na etapa de clean-up, para evitar qualquer
interferéncia nas analises das amostras de alface e verificar a viabilidade do seu uso reduzido,
mas ainda eficaz na remocdo do pigmento da alface, haja visto o seu custo e toxicidade
(NGUYEN et al, 2008; LEHOTAY et al, 2010). Testou-se as quantidades de 7,5 mg; 10 mg e
12 mg de GCB.

4.6 Condicdes cromatograficas

A separacdo e quantificacdo dos agrotoxicos em estudo foram realizadas num
cromatdgrafo liquido, CLAE (Shimadzu), da EMBRAPA, equipado com: detector de arranjo
de diodos UV-DAD (SPD-M20A), desgaseificador (DGU-20Ag), injetor automatico (Sil-
20AC), forno (CTO-20A), duas bombas (LC-20AB). Utilizando uma coluna analitica fase
reversa C18, (Shim-pack), (150 mm x 4,6 mm x 5 pum). As seguintes condi¢es foram
otimizadas para a analise dos agrotoxicos em estudo: temperatura da coluna foi mantida em
40°C; fase mdvel constituida por Acetonitrila/dgua (85:15%), em modo isocratico, o tempo de
corrida foi de 21 min, incluindo o tempo de equilibrio para a proxima injecao; fluxo de 1 mL
min™. O volume de injecdo foi de 10 pL. Estas condicées foram adaptadas de Kumar et al,
(2011).

O comprimento de onda selecionado, ap6s varredura no equipamento, variando

entre 190-800 nm, foi de 200 nm para a deltametrina e de 286 nm para o carbendazim.

4.7 Validagdo do método
4.7.1 Seletividade

Neste método a seletividade foi estudada baseada num estudo comparativo da
resposta gerada pela matriz isenta dos analitos, com a resposta do extrato da matriz adicionada
dos analitos, para a verificacdo de algum interferente na amostra que possibilite a coeluicdo

com 0s compostos de interesse (sobreposic¢do de matriz).

4.7.1.2 Efeito Matriz

Para a avaliacdo do efeito matriz, construiu-se uma curva analitica com os padrdes
no solvente e uma curva com os padrdes adicionados no extrato da matriz, por superposicao
de matriz, e fez-se a comparagdo. Conforme a literatura, valores de efeito matriz entre -20% e
20% séo insignificantes, porque tem valores aproximados do DPR (WALORCZYK, 2014).
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4.7.2 Linearidade

No estudo da linearidade deste método, preparou-se uma curva analitica com
niveis de concentragdes compreendidos na faixa de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 3; e 5 ug mL™.

Utilizou-se o método de superposicdo de matriz, que consiste na adi¢do do analito,
em varias concentracbes em um extrato da matriz. Este método € utilizado para compensar 0
efeito da matriz ou de possiveis interferentes durante a analise (RIBANI et.al. 2004).

A linearidade foi ainda avaliada pelo coeficiente de correlacdo (r), que embora
esteja dentro dos limites estabelecidos pelos 6rgaos reguladores, ndo garantem a significancia

da curva analitica e de seus pardmetros, sendo necessarios testes estatisticos.

4.7.2.1 Teste de validacéo da anélise de regressao linear (significancia da regressao)

Para assegurar a linearidade e significancia da curva analitica, aplicou-se o teste
F, com grau de confianca de 95%. Este teste € feito baseado no célculo da razdo das médias
quadréticas da regressdo e dos residuos, respectivamente, conforme a equacdo 8 (CHUI,
ZUCCHINI; LICHTIG, 2001).

_ MQreg.
~ MQres.

(8)

Onde:
MQreg.= soma dos quadrados da regressao;
MQres. = soma dos quadrados do residuo.

Comparou-se entdo o valor de Fcajculado COM 0 Fiaperado. Caso 0 valor de Fearcutado >
Fravelado @ linearidade é entdo considerada significativa, caso contréario deve-se obter uma nova
faixa de trabalho (CHUI; ZUCCHINI; LICHTIG,2001; HARRIS, 2011).

4.7.2.2 Teste de significancia dos parémetros da curva de calibracéo

O teste de significancia dos coeficientes obtidos pela equacéo da reta fundamenta-
se no teste de hipoteses, conhecido por teste t de Student. O valor de tcacuiado € Obtido pela
razdo entre o parametro a ser considerado e seu desvio padrdo, como nos mostra as equagdes
9 e 10. Para que os valores dos coeficientes lineares e angulares sejam considerados
significativos, o valor de teajculado AEVE SEr Maior que 0 tiapetado (NETO; PIMENTEL; ARAUJO,
2002).
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a

tcalc,a = — 9
Sa
b

tcalc,b = — (10)
Sp

Onde:
a = coeficiente angular;
b = coeficiente linear;
s, = desvio do coeficiente angular;
sp = desvio do coeficiente angular.
Trabalhando-se com um modelo linear, devemos considerar 0 numero de graus de
liberdade, GL= (N-2), onde N equivale ao nimero de pontos utilizados na curva analitica
(LIGIERO et al 2009).

4.7.3 Sensibilidade
Para este método a sensibilidade foi realizada simultaneamente ao estudo do

parametro de linearidade, pela inclinacdo da curva analitica.

4.7.4 Limite de detecgdo (LD)

O método escolhido para o LD foi 0 método visual, para tanto, foram realizadas
diluicdes, partindo de uma solucdo estoque de 1 ppm, preparou-se por diluicdes sucessivas
solugBes com concentragdes de 1; 0,7; 0,5; 0,25; 0,1; 0,07; 0,05; 0,025; 0,007; 0,005 mg kg,

no extrato da matriz.

4.7.5 Limite de quantificacdo (LQ)

O LQ foi estimado pelo método sinal/ruido, onde o minimo que pode ser
quantificado é cerca de 3,3 vezes o valor de LD, conforme equacéo 4 descrita na sec¢do 2.7.5
(RIBANI et al, 2004).

4.7.6 Preciséo
O estudo da precisao foi realizado por estudos de repetibilidade ou preciséao intra-
ensaios, expressos pelo CV %. Foram realizadas injecdes em trés niveis de concentracao (0,1;

1; e 5 mg kg™) em trés replicatas cada nivel. Estas injecBes realizaram-se nas seguintes
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condigdes: mesmo analista, equipamento e dia (ANVISA, 2003; INMETRO, 2016).

4.7.7 Exatidao

A exatiddo foi estimada por ensaios de recuperacdo que corresponde a quantidade
do analito que pode ser extraida da matriz podendo ser quantificada (RIBANI et al, 2004).
Pesou-se 10 g da amostra e a partir da solucdo mista de trabalho (contendo os dois
agrotéxicos em estudo) de 10 mg L™*, fortificou-se estas amostras em trés niveis de
concentracdo: baixo (0,1 mg kg™), intermediério (1 mg kg™) e alto (5 mg kg™). Em seguida,
estas amostras foram agitadas com auxilio do Vortex e entdo submetidas ao método
QUECHERS, para o seu preparo, conforme procedimento descrito na se¢do 4.5. Estas amostras

foram injetadas em trés replicatas, para cada nivel de fortificacdo (ANVISA, 2003).

4.8 Preparo das solugdes de remogao

As concentracdes utilizadas nas solucdes de remocao foram selecionadas ap6s
revisao bibliogréfica, sendo escolhidas aquelas que demonstraram bons percentuais de
remocdo em outros alimentos e para agrotoxicos distintos (LOPEZ-FERNANDEZ; RIAL-
OTERO; SIMAL-GANDARA, 2013; LIANG et al 2012; SINGH; MAISNAM:;
KULSHRESTHA, 2014).

As solugbes de remocdo foram preparadas utilizando Hidrosteril - solucgéo
comercial contendo NaClO a (2,6%), tintura de iodo (2%), bicarbonato de sddio (NaHCO3) e
peréxido de hidrogénio (H,0O;) . Todas estas solucdes foram preparadas com um volume de
1L de agua destilada em temperatura ambiente 25°C.

A solucdo contendo hipoclorito de sédio foi preparada utilizando 20 gotas da
solucdo de NaClO, conforme o fabricante. Para a solucéo de tintura de iodo adicionou-se 0,5
mL da tintura de iodo no volume supracitado de agua destilada. Partindo-se de um H,O, P.A
de concentracdo 30%, preparamos a solugdo H,0O, a 6%, retirando 200 mL deste reagente; e a
solugdo de NaHCOj3 a 5%, pesou-se 50 g deste reagente sélido e dissolveu-se em 1 L de agua

destilada.

4.9 Amostras de alface contaminadas

As amostras de alface foram cultivadas em hidroponia, numa pequena empresa do
municipio de Horizonte, na regido metropolitana de Fortaleza. Foram coletadas,
primeiramente amostras de alface hidropdnica com a auséncia de agrotdxicos (amostra

branco). As amostras contaminadas foram obtidas pela pulverizagéo das plantas j& adultas, um



42

dia antes da colheita, com Carbomax - fungicida de nome comercial, contendo o principio
ativo carbendazim. Do mesmo modo, no segundo dia, foram pulverizadas, em outra bancada
de cultivo da alface, Decis - inseticida comercial, contendo o principio ativo deltametrina. E
no terceiro dia, pulverizaram os dois agrotéxicos em uma bancada, simultaneamente, sendo as
alfaces colhidas no dia seguinte.

No mesmo dia da coleta, foram trazidas ao laboratorio, separadas e lavadas com
agua destilada e imersas nas respectivas solucées de NaClO, tintura de iodo 2%, NaHCOg3 a
5%, H,0, a 6%, tanto as amostras isentas dos analitos, como as amostras com os analitos. As
amostras foram entdo lavadas, conforme descricdo na secdo 4.4, e em seguida submetidas a
imersdo nas solugBes por 20 minutos. Foram ainda, submetidas as mesmas solugdes por
tempos de 40 e 60 minutos, com excecao das solucdes de NaClO devido a recomendacdes do
fabricante.

Apos as amostras terem sido submetidas as solu¢des de remocao, estas foram
lavadas por agua destilada e em seguida, colocadas em uma secadora de vegetais e entdo
armazenadas em potes de vidro e conservadas no freezer.

Para a analise e identificacdo do efeito de remocdo, as analises foram realizadas
utilizando CLAE-DAD.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Estudo do uso do GCB no clean-up

Neste trabalho, o efeito do uso do GCB mostrou-se eficiente na quantidade a
partir de 10 mg (figura 4), observamos visualmente pela diferenca na coloracdo do extrato da
alface. O extrato A ndo submetido ao clean-up; no extrato B, apds o clean-up utilizando (150
mg MgSOQO,, 25mg PSA e 25mg C18); no extrato C utilizou-se no clean-up (150 mg MgSO, e
25mg PSA); por fim no extrato D utilizou-se (150 mg MgSQO,, 25mg PSA, 25mg C18 e
acrescentou-se 10 mg de GCB).

Testou-se primeiramente, a quantidade de 7,5 mg, ndo sendo completamente
eficaz na remocéo da clorofila. Mas, a quantidade de 10 mg mostrou-se eficiente, mesmo se
tratando de um vegetal folnoso (NGUYEN et al, 2008). Verificou-se ainda o0 uso do GCB sem

0 C18 e verificou-se que o C18 ndo é necessario para a remocao da clorofila (figura 5).

Figura 4- Uso do GCB no clean-up do extrato da alface (A - sem clean-up; B — clean-up contendo 150
mg MgSQO,, 25mg PSA e 25mg C18; C — clean-up contendo 150 mg MgSO, e 25mg PSA; D - clean-
up contendo 150 mg MgSQ,, 25mg PSA, 25mg C18 e 10 mg de GCB).

Fonte: autora.

Figura 5- Clean-up contendo 150 mg MgSQO,, 25mg PSA e 10 mg de GCB.

Fonte: autora.
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5.2 Validagdo do método analitico
5.2.2 Seletividade

O estudo deste parametro verifica a presenca de interferentes na amostra ou de
possiveis coeluicbes dos interferentes na amostra, isto é a capacidade de algum outro
composto eluir no mesmo tempo de retencdo dos compostos estudados (RIBANI et al, 2004).
Deste modo, fez-se a comparagdo entre 0 cromatograma da amostra isenta dos analitos
(branco analitico) e da amostra dopada com os analitos na concentragdo de 1 mg L™, como

mostrado na figura 6.

Figura 6. Cromatogramas da amostra branco e da amostra fortificada 1 ppm (1 — Carbendazim; 2 —
Deltametrina), com seus respectivos espectros de similaridade.
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Fonte: elaborada pela autora.

Observando a figura 6, verificamos que nenhum pico interferiu ou coeluiu com os
analitos de interesse, em seus tempos de retencdo. Para assegurar a identidade dos compostos
utilizamos ainda espectros de similaridade obtidos ap6s consulta a biblioteca de espectros
elaborada no CLAE-DAD.

Na analise de compostos em alimentos, como residuos de agrotdxicos, somente o
tempo de retencdo ndo determina a identificacdo do pico cromatogréfico. Para tanto, a

identificacdo dos compostos foi realizada comparando-se o cromatograma da amostra
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contendo os analitos, com os cromatogramas dos padrbes analiticos injetados. Avaliando-se
além do mesmo tempo de retencdo, o espectro de absor¢do no UV obtidos entre 190-800nm,
a partir do banco de dados de padrdes. Posto que, utilizando este conjunto de ferramentas,
podemos garantir a pureza e a identidade do pico gerado na analise (LANCAS, 2009).

O detector de arranjo de diodos (DAD) funciona baseado nas interacdes da luz
incidida sobre a amostra, fornecendo um espectro completo dos picos eluidos que podem ser
comparados com um espectro obtido pelos padrdes analiticos e somando-se a isso, possibilita
uma varredura na regido do UV/Visivel em varios comprimentos de onda para um
cromatograma. Através do software destes equipamentos, pode-se distinguir entre dois
compostos com espectros diferentes, mas com tempos de retencdo similares, utilizando esta
ferramenta para obtermos a similaridade do pico e sua pureza (LANCAS, 2009).

Neste trabalho observou-se uma similaridade acima de 99% e pureza do pico
acima de 97%, mostrados na Tabela 6, resultados que corroboram com a identificacdo dos

agrotoxicos em estudo, demostrando que o0 método mostrou-se seletivo.

Tabela 6- Valores para identificacdo dos agrotdxicos em estudo.

Agrotdxicos Tempo de retencdo -Tg (Min)  Similaridade (%) Pureza (%)
Carbendazim 1,735 99,23 97,94
Deltametrina 4,489 99,97 99,80

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.2.1 Efeito matriz

Para o estudo do efeito matriz comparou-se a inclinacdo da curva analitica dos
padrdes no solvente e dos mesmos padrdes no extrato da matriz. Os valores dados na Tabela 7
demonstram que ndo houve efeito matriz, segundo Walorczyk (2014), pois eles se situaram na
faixa compreendida entre -20% a 20%, cujos efeitos sdo insignificantes.

Valores obtidos pela curva de adi¢do de padrdo mostraram um significativo efeito
matriz para ambos 0s agrotoxicos estudados. Isto decorre de uma maior interacdo do analito
na prépria amostra, antes da submissdo desta a etapa de extracdo, tornando-a complexa. A
complexidade da matriz é evidenciada pela presenca de coextrativos que com diferentes
tamanhos e polaridades, conferem este efeito nas analises (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA,
2003).

Deste modo, para minimizar o efeito matriz, a curva de superposi¢édo de matriz
foi utilizada para quantificagdo (SANCO, 2013).
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Tabela 7- Efeito matriz dos agrotdxicos em estudo.

Agrotoxico Efeito matriz (%)
Carbendazim -1,076
Deltametrina -16,990

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada considerando o coeficiente de correlacdo (r) obtido a
partir da regressdo linear dos parametros da curva analitica. Para os agrotoxicos em estudo, 0s
coeficientes de correlacdo obtidos, estdo dentro dos parametros exigidos pela ANVISA, ou
seja, houve uma correlacéo proporcional a concentragdo do analito injetada e o sinal analitico
gerado pelo equipamento (RIBANI et al, 2004). Deste modo, uma faixa de linearidade

satisfatéria foi encontrada, conforme dados na Tabela 8.

Tabela 8- Valores obtidos para as curvas analiticas pelo método.

Agrotdxicos Curva analitica no r Curva analitica no r
solvente extrato da matriz

Carbendazim y=82204x —52,663  0,9980 y =81319x + 66409 0,9995

Deltametrina y =75590x + 233,85 00,9982 y = 62747x — 10087 0,9967

Fonte: elaborada pela autora.

No entanto, a verificacdo estatistica da linearidade e da significancia dos
parametros da curva foram considerados. Isso em razdo da curva analitica construida ndo

passar pela origem, o que seria o ideal (LIGIERO et al, 2009).

5.2.3.1Teste de validacéo da analise de regressao linear (significancia da regressao)

Este teste também conhecido por teste de linearidade considera a comparacao
entre os residuos do ajuste de linearidade com o ajuste quadratico, conforme mostrado na
secdo 4.7.2.1. A significancia € mostrada quando a soma quadratica destes residuos € menor
que o valor proposto no teste F (LIGIERO et al, 2009).

Neste trabalho os valores de Fcaculado > Ftabelado ODtidos, mostraram-se
significativos, assim verifica-se uma relacéo linear entre as variaveis x e y. Os valores obtidos

pelo teste F estdo dispostos na Tabela 9.
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Tabela 9- Teste da linearidade das curvas analiticas com limite de confianga de 95%.

Fealculado
Agrotoxico Curva no solvente Curva no extrato da Teste F
matriz
Carbendazim 2539,7 6572,8 Fcalculado > Frabelado
Deltametrina 2837,2 11941 Fealculado > Fravelado

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.3.2 Teste de significancia dos parametros da curva de calibracéo

O teste t estabelece comparacGes entre valores de diferentes métodos em um dado
intervalo de confianca (HARRIS, 2011). Através desta ferramenta, podemos estabelecer uma
relacdo entre o valor calculado e o valor tabelado ou critico.

Para verificacdo da significancia dos parametros da curva observou-se, além dos
valores dos coeficientes (angular e linear), os seus respectivos desvios também foram
considerados. Os valores de tcaculado Mostraram que os coeficientes sdo estatisticamente
significativos, com excecdo do coeficiente linear da curva da deltametrina, valores obtidos

pelas equacgdes 9 e 10 e demonstrados abaixo (Tabela 10).

Tabela 10- Analise estatistica de significancia dos parametros das curvas analiticas.

Agrotbxico t calc.a t calc, b Teste t Curva da matriz
corrigida

Carbendazim 81,07 28,86 t calca >t tab teach >t Y =81319x + 66409

Deltametrina 34,55 2,29 teaca>twn  teaen <tw y = 62747x

Fonte: elaborada pela autora.

O coeficiente linear da curva analitica para o agrotoxico deltametrina ndo

apresentou significancia, sendo este coeficiente descartado e a curva entéo corrigida.

5.2.4 Sensibilidade, Limite de Deteccédo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)
Podemos observar que o método se mostrou sensivel para os agrotoxicos em
estudo utilizando o detector DAD, no entanto, o Carbendazim demonstrou maior

sensibilidade, conforme os coeficientes angulares da curva fornecida na Tabela 11.
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Tabela 11- Pardmetros obtidos pela curva analitica.

Agrotdxicos Faixa linear Coeficiente LD (mg kg™ LQ (mg kg™)
(mg kg™ angular

Carbendazim 0,05-5 81319 0,021 0,069

Deltametrina 01-5 62747 0,050 0,165

Fonte: elaborada pela autora.

A anélise de agrotoxicos em alimentos requer baixos niveis de LD e LQ, porque
estes compostos encontram-se normalmente presentes em quantidade tragos (PRESTES et al,
2009).

O limite de deteccdo foi avaliado pelo método das diluicGes sucessivas, dos
padrdes e do extrato da matriz de modo a constatar o LD (INMETRO, 2016). Para o limite de
quantificacdo, considerou-se 0 LQ a menor concentracdo que pode ser quantificada em
relagdo ao sinal obtido pelo branco analitico (RIBANI et. al. 2004). Os valores encontrados
estdo apresentados na Tabela 11.

Comparando-se os resultados obtidos para o LD dos agrotoxicos estudados neste
trabalho, com os de outros encontrados na literatura, tabela 12, podem ser considerados
satisfatorios, apesar de ndo ter sido encontrado pesquisas desses compostos em alface, nas
condigBes aqui desenvolvidas. Como os agrotoxicos estudados ndo tem seu uso autorizado na

cultura da alface, pela ANVISA, ndo apresentam, portanto valores de LMR’s.

Tabela 12- Comparativo entre os valores de LD obtidos com outros reportados na literatura.

Carbendazim Deltametrina Anélise Referéncia
0,005 0,010 LC-MS/MS Esturk,Yakar e Ayhan,
2014
LD (mg kg ) 0,009 GC-DCE Costa et al, 2015
0,500 HPLC-DAD Devi, Paramasivam,
Prakasam, 2015
0,021 0,050 HPLC-DAD Este trabalho

Fonte: elaborada pela autora.

Considerando os valores estabelecidos por outros érgdos internacionais, como 0
Codex Alimentarius e a Unido Europeia (EU), com os LD e LQ mostrados na Tabela 4,
conclui-se que o método é adequado para a analise do Carbendazim e a Deltametrina em

amostras de alface.
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5.2.5 Preciséo

A precisdo foi avaliada pela repetibilidade, e os valores foram expressos atraves
do coeficiente de variacdo (CV%). Conforme o MAPA, 2011, os valores de CV (%) aceitos
em termos de repetibilidade devem ser menores que 20%, para estas concentragdes utilizadas.
Cada nivel de concentracdo foi injetado em trés replicatas, nas condi¢cbes mostradas na secao
4.7.6.

De acordo com os valores de CV (%), expressos na Tabela 13, 0 método mostrou-

se preciso para 0s agrotoxicos em estudo nos trés niveis de concentracéo analisados.

Tabela 13- Dados de precisdo do método por repetibilidade.

cV (%)
Agrotoxicos 0,1 (mg kg™ 1 (mg kg™ 5 (mg kg™)
Carbendazim 4,36 5,98 2,28
Deltametrina 8,09 1,68 2,15

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.6 Exatidao

Os estudos de exatiddo foram verificados pela realizacdo de ensaios de
recuperacdo. Assim sendo, as amostras foram fortificadas em trés niveis de concentracéo,
conforme descritos na se¢ao 4.7.7.

Os valores estimados estdo atrelados aos seus respectivos desvios-padroes,
conforme mostrados na Tabela 14. A estimativa destes valores deve estar dentro de um limite
de aceitacdo porque dependendo do nivel de concentracdo destes analitos na amostra os dados
podem ou ndo apresentar precisdo. Por isto, normalmente, para analise de elementos tracos,
valores de recuperacao variam numa faixa entre 70% a 120%, com coeficientes de variacdo de
+ 20% (MAPA, 2011). Entretanto, havendo complexidade na matriz estudada, alguns valores
de recuperacdo, considerados baixos podem ser aceitaveis. Nestes casos uma faixa mais
ampla para estes ensaios € requerida, como valores compreendidos entre 50% e 120%, com
preciséo de 15% (RIBANI et al, 2004).

Os valores obtidos mostram valores aceitaveis de recuperacdo para os agrotoxicos
em estudo, tendo em vista a ndo interferéncia por efeito matriz (secdo 5.2.2.1). Entretanto, no
nivel de concentracdo 0,1 mg kg®, para o carbendazim verificamos um valor préximo do

estabelecido por 6rgéos reguladores, no entanto, com precisao < 10%.
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Tabela 14- Valores das recupera¢Ges médias e seus respectivos desvios padrées.
Recuperacdo (%)

Agrotoxico 0,1 (mg kg™h 1 (mg kg™ 5 (mg kg™)
Carbendazim 124+29 98+5,9 100+2,2
Deltametrina 80 +8,9 112+ 3,4 97+21

Fonte: elaborada pela autora.

5.3 Estudos de remocéao dos agrotoxicos

Geralmente, a primeira forma de processamento do alimento e a mais utilizada é a
lavagem, sendo esta a primeira opcdo para qualquer tratamento, seja ele industrial ou
comercial (KAUSHIK et al, 2009). No caso da alface recomenda-se o0 seu consumo in natura,
para um melhor aproveitamento dos nutrientes (MOGHARBEL; MASSON, 2005; PORTO et
al, 2012), deste modo a lavagem das folhas é o método mais viavel para remogao de residuos
neste alimento.

A lavagem dos alimentos mostra-se eficiente na remocéo de agrotoxicos ligados a
superficie do alimento e que apresentam alta solubilidade em agua (KEIKOTLHAILE et al,
2010). O modo de acdo de cada agrotoxico, também determina a sua facilidade em ser
removido, bem como as suas propriedades fisico-quimicas. O carbendazim é um agrotdxico
gue age de modo sistémico, engquanto a deltametrina é considerado um agrotdxico de contato
(COUTINHO et al, 2006; ANVISA, 2017).

Uma parte da alface ndo foi submetida a nenhuma solucéo de lavagem, foi apenas
lavada com &gua corrente e agua destilada e entdo, conforme secdo 4.4 armazenada. Estas
foram o grupo controle (sem tratamento).

Os altos valores de concentracdo encontrados nas amostras contaminadas (tabela
15) sdo atipicos devido a pulverizacdo nas plantas um dia antes de sua colheita e consequente
chegada ao laboratério para os estudos de remocdo, conforme secdo 4.9. Nao houve tempo
habil para a diminui¢do destes residuos devido ao curto periodo (pulverizacdo x coleta),
tornado esta situacdo experimental forgada para os estudos de remocéo.

A remocdo do agrotoxico carbendazim apenas, utilizando agua, mostrou uma
variacdo entre 16,16% - 36,66%; empregando a solucdo de NaClO a remocdo foi de 16,8%);
na utilizacdo da tintura de iodo, houve uma reducdo dos niveis de residuos entre 33,28% -
60,23%); aplicando a alface na solu¢cdo de NaHCO3; houve remogéo variando de 67,15% -
85,19%; na utilizacdo de H,O, a remocéo proporcionada variou entre 25,23% - 74,72%, estas

trés ultimas solu¢des com variagdo no tempo de imerséo, segundo Tabela 15.
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Tabela 15- Efeito das solugdes de lavagem na remogdo de agrotoxicos em alface hidroponica.

Tempo
20 min 40 min 60 min
Agrotoxicos Tratamento IConc. Remog&o (%) IConc. Remogio (%) IConc. Remogio (%)
Sem tratamento 18,63 + 0,66
Agua 15,62 £ 0,11 16,16 11.80+0,24 36,66 9,76 +7,23 47,62
Carbendazim NaClO 13,04 £7,54 30,10
lodo 12,43 £2,51 33,28 7,41+0,81 60,23 9,5+0,98 49,01
NaHCO; (5%) 6,12 +1,20 67,15 2,76 £1,95 85,19 4,44 £ 2,02 76,17
H,0, (6%) 13,93 +0,70 25,23 4,71 +£0,14 74,72 8,99 +1,76 51,75
Sem tratamento 30,40 + 1,03
Agua 5,28 +0,19 82,63 3,08 +£0,49 89,87 3,32+ 0,35 89,08
Deltametrina NaClO 433+151 85,76
lodo 5,16 + 6,44 83,03 1,24 £0,71 95,92 1,11 + 0,50 96,35
NaHCO; (5%) 2,86 + 3,20 90,59 0,43+0,07 98,59 0,44 + 0,69 98,55
H,0, (6%) 4,11 + 4,47 86,48 1,12 +1,06 96,32 0,94 +0,16 96,91

Concentracao expressa em (mg kg™*) + desvio padrao.

Fonte: elaborada pela autora.

Na remocdo de residuos de deltametrina, no tempo de 20 minutos, empregando o
uso de agua, a porcentagem de remocao foi de 82,63% e a solucdo de NaClO promoveu a
remocao de 85,76%; na faixa de tempo de 20 a 60 minutos, o uso da solucdo de tintura de
iodo removeu de 83,03% - 96,35%; a remocao promovida pelo uso da solucdo de NaHCO3 foi
entre 90,59% - 98,59%; no uso da solucdo de H,O, ocorreu remocdo entre 86,48% - 96,91%,
conforme tabela 15.

Verificando o tempo de exposicdo das alfaces contaminadas as solugdes de
remocdo, (tabela 15) o tempo mais favoravel foi de 40 min. No tempo de 60 min ndo houve
remocao maior do que no tempo de 40 minutos. A temperatura utilizada em cada solucdo foi a
ambiente 25°C.

O uso da solugdo de NaHCO3 na concentragdo de 5% foi a melhor solugéo para
promover a remocdo de ambos 0s residuos de agrotoxicos, no entanto, mesmo na exposicao
do menor tempo, ou seja, 20 min ocorria um escurecimento das folhas além de ficarem

murchas, sendo este agente removedor toxico a este vegetal, ndo sendo o seu uso apropriado.
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A utilizacdo de NaHCO3 em agua promove sua decomposicao, gerando entre 0s
produtos didxido de carbono (CO,) (reacdo 1), provavelmente na solucéo tenha ocorrido um
aumento na producdo de CO, o que pode ter gerado desordens fisioldgicas no vegetal. Estas
desordens s@o perceptiveis pelo escurecimento e rapida degradacdo do vegetal (ROVERSI;
MASSON, 2004).

2 NaHCOg3¢) + H200) — 2 NaOH(ag) + H2CO3(ag) (reacéo 1)
H2CO3(q) S COyg) + H20() (reacdo 2)

A remocgdo com o H,0, (6%) pode ser considerado o modo mais eficiente para a
remocao em um tempo de 40 min, pois ndo houve nenhuma interferéncia na coloracéo e na
textura da folha da alface. Além disso, os valores obtidos mostram uma reducdo significativa
dos residuos de ambos os agrotoxicos, nas condi¢Ges anteriormente citadas. Observando a
reacdo 3, ao se decompor 0 H,O, ndo gera produtos tdxicos ao vegetal.

2 Hy02(aq) = Oz(g) + H20) (reagdo 3)

Lépez-Fernandez et al, 2013, utilizando solugdo de H,O, (6%) na remogdo de
fungicida mancozeb, na superficie da alface, observou uma remocéo de (73% - 95%), todavia,
estes resultados também estdo dependentes do comportamento deste agrotdxico quando
submetido a altos valores de pH.

Devido o escasso estudo de remocdo de agrotdxicos em alface, utilizando
solucBes de lavagem, e diferentes condi¢cdes adotadas, é dificil a comparagdo com outros
dados na literatura. Entretanto, observou-se que embora a solubilidade de agrotdxicos em
agua seja um fator a considerar dada as interaces do agrotoxico com as solucdes de lavagem,
os resultados ndo mostraram isto. A remocdo deu-se, em demasia, pelo modo de acdo do
agrotoxico, no caso a deltametrina mostrou-se mais sensivel a estas solu¢es de remogédo por
ser um agrotoxico de contato, isto é, distribui-se ao longo da superficie do alimento; embora
apresente baixa solubilidade em &gua e alto valor de Ko, (Tabela 5) (BONNECHERE et al,
2012; ANVISA, 2017).

Outro fator interessante a ser considerado € a composicdo da alface crua, a
presenca de lipidios é pequena (0,12 g) e grande parte da sua composi¢do é &gua cerca de
96,1% (IBGE, 2011; UNICAMP, 2011). Pode-se aventar que a presenca de agua nao
possibilitou uma maior interacdo da deltametrina em sua superficie, facilitando deste modo a

sua remocao, pelas solugdes de lavagem utilizadas. Tal possibilidade foi relatada por Wang et
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al, (2013), onde analisando agrotoxicos em tomate o clorpirifés com carater mais lipofilico,
devido ao alto valor de Ky, manteve-se por mais tempo na pelicula do fruto.

Esses resultados estdo em conformidade com os encontrados por Hanafi et al,
(2016), onde o agrotdxico clorfenapir insolivel em &agua, obteve maior remocdo que o
acetamiprido com alto valor de solubilidade em &gua. No entanto, o acetamiprido € sistémico
e possivelmente ocorreu a sua migragdo para outras regides do vegetal Okra. Wang et al,
(2013), estudando a eficiéncia de remocdo de clorotalonil e clorpirifés em tomate cereja,
observou que a remocéo de clorotalonil foi melhor, apesar do clorpirifés ser mais soltvel nas
solugdes estudadas. Assim como, Yang et al, (2012), nédo verificou correlagédo entre a
solubilidade e a remocéo de agrotoxicos em amostras de arroz.

A eficiéncia de uma solucdo de lavagem também ocorre devido a localiza¢do do
agrotoxico no alimento, a solubilidade e a temperatura empregada na solucdo
(BONNECHERE et al, 2012). Deste modo, segundo Rodrigues (2016), agrotoxicos
sisttmicos que apresentam alta solubilidade, mas baixos valores de Koy, ndo sdo removidos
facilmente de frutas e vegetais, apenas com a lavagem.

Em consonéncia com estes resultados, quando as alfaces foram pulverizadas com
os dois principios ativos, simultaneamente, os resultados mostraram que também o modo de
acao foi o fator determinante, pois a remocao do carbendazim variou entre 30,4% - 98,09%,
enquanto que a da deltametrina entre 43,53% - 86,53% conforme os Graficos 1 e 2.

Graficol- Efeito das solucdes de lavagem para o Carbendazim, na matriz contaminada por Carbomax
500 SC e Decis®.
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Gréfico 2- Efeito das solugdes de lavagem para a Deltametrina, na matriz contaminada por Carbomax
500 SC e Decis®.
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Fonte: elaborada pela autora.

Todos os tratamentos promoveram uma remoc¢do nos niveis de ambos 0s

agrotoxicos presentes nas alfaces, em comparacdo com as alfaces ndo submetidas a nenhum

tratamento.
Tabelal6- Comparativo entre estudos de remocao com solucGes de lavagem.
Agrotoxico Alimento Solugéo de Remocéo Referéncia
lavagem
Mancozeb Espinafre  Aguade torneira  11-43%  Bonnechére et al, 2012
Organofosforados Pepino Agua de torneira 13 - 53% Liang et al, 2012
Na CO, (2%) 20 - 73%
NaHCO_ (5%) 40 -98%
Mancozeb Alface Agua de torneira  21-55%  LOpez-Fernandez et al,
H.0O, (6%) 4-27% 2013
NaCIO 0-55%
Multiclasses Okra Agua de torneira 48 - 90% Hanafi et al, 2016
Carbendazim e Alface Agua 16 - 82% Este trabalho
deltametrina NaCIlO 30 - 85%
Tintura de iodo 33-96%
NaHCO, (5%) 67 - 98%
25 - 96%

H.O, (6%)

Fonte: elaborada pela autora.
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Em nosso trabalho, trazemos um estudo levando em consideracdo apenas agua e
solucdes de lavagem em diferentes tempos, ndo estando atrelado ao uso combinado de outros
processos, como térmicos (tabela 16). Mesmo assim, os valores obtidos na remoc¢do dos
residuos de agrotoxicos foram relevantes, conforme dados ja expostos.

De acordo com a literatura estas solugdes podem provocar a degradacdo dos
compostos em estudo (MAZELLIER et al, 2003; MAZELLIER et al, 2007), no entanto
fazendo uma varredura no CLAE-DAD nos comprimentos de onda entre 190-800 nm, néo
encontramos nenhum outro pico que indicasse a presenca de produtos de degradacéo. Além
disso, as amostras foram ainda submetidas a analise no UPLC-MS-QTOF, todavia ndo
conseguimos identificar nenhum composto de degradacdo, provavelmente pelo método de
preparo de amostra utilizado, pelo uso do GCB ou ainda pelo modo de ionizacdo das

moléculas em estudo.
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6 CONCLUSAO

O método validado mostrou-se satisfatorio, com as condi¢Ges cromatogréaficas
necessarias. A utilizacdo do GCB ndo demonstrou interferéncia nos resultados de recuperacéao
ou de efeito matriz.

As solugdes de remocdo mostraram-se eficientes, especialmente com o uso do
NaHCO3 (5%), entretanto, mostrou-se toxico ao vegetal, provocando a sua degradacdo. Com
isso, 0 H,0, na concentracdo de 6%, mostrou-se o mais eficiente na remocédo. Além de niveis
significativos de remocgdo, ndo houve alteracfes na textura da alface.

O efeito destas solugdes de lavagem mostrou que as caracteristicas fisico-
guimicas dos agrotoxicos estudados, como solubilidade em agua e Koy, conjuntamente com o
seu modo de acdo no vegetal, explicam os percentuais de remocéao obtidos.

Estudos na literatura mostram que alguns destes agentes podem ter provocado a
degradacdo destes agrotoxicos, no entanto isto ndo foi levado em conta neste trabalho.
Portanto, € necessaria uma melhor avaliacdo destes aspectos, utilizando técnicas que venham

a identificar tais produtos de degradacéo.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Uma das preocupacdes em torno da proposicdo de métodos de remocéo € resultar
em produtos de degradacdo mais toxicos que o produto inicial. Deste modo, propde-se
verificar e identificar a presenca de produtos de degradacdo, consultado a literatura quanto a
sua toxicidade.

Além disso, buscar compreender o surgimento destes produtos através de

mecanismos de reaces € relevante, dado o intuito de elucidar tais resultados.
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ANEXO A-CROMATOGRAMAS

Figura A - Cromatograma do branco da matriz contaminada por Carbomax 500 SC.
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Figura B - Cromatograma do efeito da solucdo de NaHCO; (5%) na matriz contaminada por
Carbomax 500 SC, 20 min.
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Figura C - Cromatograma do efeito da solucdo de NaHCO; (5%) na matriz contaminada por

Carbomax 500 SC, 40 min.
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Figura D - Cromatograma do efeito da solu¢cdo de NaHCO; (5%) na matriz contaminada por

Carbomax 500 SC, 60 min.
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Figura E - Cromatograma do branco da matriz contaminada por Decis®.
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Figura F — Cromatograma do efeito da solu¢do de NaHCO; (5%) na matriz contaminada por Decis®,
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Figura G — Cromatograma do efeito da solugdo de NaHCO; (5%) na matriz contaminada por Decis®,

40 min.
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Figura H — Cromatograma do efeito da solugdo de NaHCO; (5%) na matriz contaminada por Decis®,

60 min.
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