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RESUMO

O desenvolvimento de métodos analiticos € crucial para 0 monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos, pois assegura que as concentracdes destes compostos estejam
dentro dos limites considerados seguros para a salde, bem como promove as Boas préaticas
Agricolas (BPA), contribuindo tanto para a sociedade quanto para 0 meio ambiente. Este
trabalho descreve a validacdo de uma metodologia analitica baseada no método QUEChERS-
citrato (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) e deteccdo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) para analise simultanea de seis agrotdxicos
organofosforados (clorpirifés diclorvos, dissulfotom, etoprofds, fenclorfés e protiofds) em
pimentdo organico e ndo-organico. O pimentdo foi escolhido por se tratar de um produto
bastante consumido no Brasil e no mundo, e principalmente porque nos Gltimos anos o0 PARA
(Programa de Anélise de Residuos em Alimentos) identificou vérias amostras de pimentdo
fora dos padrdes de conformidade, sendo entre 2010 e 2012 o primeiro da lista de alimentos
mais contaminados por agrotoxicos organofosforados. O métdo QUEChERS-citrato gerou um
extrato mais limpo, ajudando a manter um maior tempo de vida tanto do liner quanto da
coluna. Os testes estatisticos teste-t e teste-F foram aplicados para verificar as significancias
dos paré@metros e da regressdo das curvas analiticas obtidas na matriz. O estudo do efeito
matriz (EM) foi realizado devido a complexidade da amostra, onde todos 0s compostos
avaliados apresentaram efeito negativo. Os agrotoxicos estudados apresentaram boa
linearidade com coeficientes de correlacdo superior a 0,99. Os limites de deteccdo (LOD)
variaram entre 0,002 mg.kg™ e 0,039 mg.kg™ e os limites de quantificacdo (LOQ) variaram
entre 0,006 mg.kg™ e 0,130 mg.kg™. Somente uma das amostras no mercado local (Fortaleza-
CE) apresentou contaminacdo pelo agrotoxico clorpirifos, que ndo é permitido pela ANVISA

nesse tipo de cultura.

Palavras-chave: Pimentdo. Residuos de agrotoxicos. Organofosforados. QUEChERS. CG-
EM.



ABSTRACT

The development of analytical methods is crucial for the monitoring of pesticide residues in
food, as it ensures that the concentrations of these compounds are within the limits considered
safe for health, as well as promotes Good Agricultural Practices (GAP), contributing both to
society and the environment. This work describes the validation of an analytical methodology
based on the QUEChERS citrate method and gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) for the simultaneous analysis of six organophosphates pesticides
(chlorpyrifos dichlorvos, disulfotom, etoprophos, fenchlorphos and prothiophos) in bell
pepper organic and non-organic. The bell pepper has been chosen because it is a much
consumed product in Brazil and in the world, and mainly because in recent years the PARA
(Food Pesticide Residues Analysis Program) has identified several samples of bell peppers
outside the compliance standards, being between 2010 and 2012 the first on the list of foods
most contaminated by organophosphates pesticides. The QUEChERS-citrate method
generated a cleaner extract, helping to maintain a longer life for both liner and column. The t-
test and F-test statistical tests were applied to verify the significance of the parameters and
regression of the analytical curves obtained in the matrix. The study of the matrix effect (ME)
was performed due to the complexity of the sample, in which all the evaluated compounds
presented negative effect. The pesticides studied showed good linearity with coefficients of
correlation higher than 0.99. The limits of detection (LOD) ranged from 0.002 mg.kg™ to
0.039 mg.kg™and the limits of quantification (LOQ) ranged from 0.006 mg.kg™ to 0.130
mg.kg™. Only one of the samples obtained in the local market (Fortaleza-CE) showed
contamination by the chlorpyrifos pesticide, which is not allowed by ANVISA in this type of

crop.

Keywords: Bell pepper. Pesticide residues. Organophosphates. QUEChERS. GC-MS.
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1 INTRODUCAO

O aumento no uso de agrotdxicos na producdo agricola e a decorrente presenca de
residuos acima dos niveis permitidos nos alimentos tém sido motivo de apreensdo na area da
salde publica, requerendo dos diversos setores do governo, investimento e organizacao para
implementar acbes de controle do uso de agrotoxicos (ANVISA, 2011, 2013, 2014). Além
disso, a percepc¢do dos consumidores sobre a qualidade dos alimentos sempre esteve sujeita a
mudancas ao longo do tempo (PAYA et al., 2007). Nos Gltimos anos houve um aumento
substancial da importancia atribuida aos aspectos relacionados aos residuos de agrotdxicos e
um crescente demanda por melhores praticas agricolas, transparéncia e rastreabilidade na
producdo e comercializacdo dos alimentos (PAYA et al., 2007; GIACINTI et al., 2016).

Com o répido crescimento da populacdo, a demanda mundial de alimentos
aumentard e, potencialmente, a necessidade de uso de agrotoxicos (KO et al., 2014). A
aplicacdo de agrotoxicos na producdo agricola sem divida traz muitos beneficios, uma vez
gue os mesmos controlam pragas e aumentam os rendimentos de producéo (LU et al., 2013;
BANDEIRA et al., 2014; BAKIRCI et al., 2014; PORTOLES et al., 2014; BARGANSKA,
SLEBIODA; NAMIESNIK, 2014; SEOWIK-BOROWIEC, 2015; REICHERT et al., 2015;
GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017; SRIVASTAVA et al., 2017). A agricultura convencional
depende fortemente do uso de agrotdxicos, mas traz consigo um impacto negativo devido as
suas propriedades toxicas, persisténcia no meio ambiente e capacidade de bioacumulacdo
(AKTAR, 2014; SLOWIK-BOROWIEC, 2015; GIACINTI et al., 2016; ZOCCALI et al.,
2017).

Além de serem prejudiciais a saude, os agrotoxicos podem atingir fontes de agua,
prejudicar os animais, destruir o solo, devastar os ecossistemas naturais e contaminar 0s
alimentos (AKTAR, 2014; BARGANSKA, SLEBIODA; NAMIESNIK, 2014; GIACINTI et
al., 2016). A defini¢do do termo "contaminante™ definido inclui compostos formados durante
a producdo, armazenamento ou processamento de alimentos (por exemplo, micotoxinas), mas
ndo inclui substancias (por exemplo, agrotoxicos ou medicamentos veterinarios),
intencionalmente adicionados aos alimentos, que sdo chamados de "residuos” (FRENICH;
ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014; CODEX ALIMENTARIUS,
2015).

O uso sem critérios técnicos adequados dos agrotdxicos, muitas vezes atravées de

aplicagdes incorretas, pode resultar na ocorréncia de residuos nos alimentos, e
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consequentemente em problemas de seguranga alimentar, arriscando a saude dos
consumidores (BANDEIRA et al., 2014; BAKIRCI et al., 2014; GOMEZ-ALMENAR;
GARCIA-MESA, 2015; SRIVASTAVA et al., 2017; SILVA, 2017). Com a ocorréncia de
residuos nos alimentos, muitas vezes compostos potencialmente nocivos, a seguranca
alimentar passou a ser uma das principais preocupacoes da sociedade (FRENICH, ROMERO-
GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014; WU, 2017).

De acordo com a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (European Food
Safety Authority, EFSA), o risco potencial que os agrotoxicos oferecem ao homem através da
alimentacdo, como decorréncia de uma exposicao cronica diéria, acabou por exigir a criacéo
da concentracdo méaxima de agrotoxico legalmente aceito no alimento, em decorréncia das
Boas Préaticas Agricolas (BPA), conhecido como Limites Maximos de Residuos (LMRs)
(BANDEIRA et al., 2014; WALORCZYK, 2014). Além da questdo de salde publica, a
presenca de substancias indesejaveis e perigosas nos alimentos também limita ou reduz a
comercializacdo desses produtos nos mercados internacionais, e consequentemente, varias
organizacbes internacionais estabeleceram LMRs para agrotdxicos, medicamentos
veterinarios ou micotoxinas (FRENICH; ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-
LUIZ, 2014).

Assim, os residuos de agrotdxicos devem cumprir 0s niveis maximos de residuos
estabelecidos por regulamentos nacionais e internacionais, onde até mesmo quando alguns
agrotoxicos sdo aplicados de acordo com as BPA, os residuos podem permanecer nas culturas
(MACHADO et al., 2017). Em vista disso, muitos paises estabeleceram programas de
monitoramento e regulamentos legais a fim de avaliar e controlar o uso de agrotoxicos em
culturas comestiveis, como vegetais e frutas (LU et al., 2013; WALORCZYK, 2014,
MACHADO et al., 2017; ZOCCALI et al., 2017).

Com o intuito de garantir a seguranca dos consumidores e do comércio, as
agéncias governamentais tém intensificado o estabelecimento e a regulamentacéo dos Limites
Maximos de Residuos (LMRs) nos alimentos (MACHADO et al., 2017; GONZALEZ-
CURBELDO et al., 2017; ZOCCALI et al., 2017; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), onde a
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a instituicdo responsavel por estabelecer e
regulamentar os LMRs para diversos tipos de alimentos comercializados no Brasil (OSHITA;
JARDIM, 2012; QUEIROZ; FERRACINI; ROSA, 2012; REBELO et al., 2016).

Através do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos (PARA), a ANVISA

monitora periodicamente diversos alimentos in natura, inclusive o pimentéo, investigando a
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conformidade desses produtos quanto ao teor dos residuos de agrotdxicos que podem estar
presentes (ANVISA, 2009, 2011, 2013, 2014; JARDIM; CALDAS, 2012).

Embora os seres humanos estejam expostos a pequenas quantidades de residuos
de agrotoxicos, a exposicdo prolongada a estes residuos pode prejudicar a vida humana
através da modificacdo da funcdo de diferentes 6rgdos do corpo, incluindo os sistemas
nervoso, reprodutivo, respiratorio, renal, enddcrino e imunolégico (MOSTAFALOU;
ABDOLLAHI, 2013; KO et al., 2014). Existem cada vez mais evidéncias sobre o vinculo da
exposicao aos agrotoxicos com a incidéncia de doencas cronicas, incluindo esclerose multipla,
diabetes, doencas cardiovasculares, renais, cancer, infertilidade, distdrbios hormonais,
Parkinson e Alzheimer (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013; KO et al., 2014; KIRA;
LINKER; DUBOWSKI, 2016; SINYANGWE; MBEWE; SIJUMBILA, 2016; GERAGE;
MEIRA; SILVA, 2017; COSTA; MELLO; FRIEDRICH, 2017). Assim, é necessario prever
as quantidades residuais de agrotoxicos, a fim de evitar a distribuicdo de produtos agricolas
contaminados aos consumidores (KO et al., 2014). Portanto, a inspecao rigorosa de residuos
de agrotdxicos nos alimentos pelos 6rgdos estaduais apropriados ou outras instituicdes é
considerada de suma importancia (SLOWIK-BOROWIEC, 2015). A anélise de residuos de
agrotoxicos representa uma importante aplicacdo analitica com o intuito de monitorar varios
produtos alimentares e agricolas, protegendo a salde humana e apoiando as agéncias
reguladoras para garantir a seguranca alimentar (RAI et al., 2016).

Este trabalho visa desenvolver e validar uma metodologia analitica para ser
utilizada na gestdo ambiental para 0 monitoramento de seis agrotoxicos organofosforados em
pimentdo organico e ndo organico, usando o meétodo QUEChERS-citrato e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

1.1 Motivacao para realizacédo do trabalho de pesquisa

A acumulacdo de agrotoxicos em produtos agricolas € uma grande preocupacao,
ja que as plantas atuam como intermediarias no transporte de contaminantes do solo, da agua
e do ar para os seres humanos e a fauna (KO et al., 2014). O Brasil disp6e de legislacédo
relativa aos agrotoxicos, mas 0 monitoramento ainda esta distante de outros paises, a exemplo
do que ocorre nos Estados Unidos da América (EUA) e a Europa (WALORCZYK, 2014).
Assim, é necessario estabelecer melhores praticas de avaliacdo dos residuos de agrotoxicos
nos alimentos (BENBROOK; BAKER, 2014; QUIJANO et al., 2016). Estudos mostram que
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os alimentos produzidos organicamente apresentam menores riscos de contaminagdo por
agrotoxicos em relacdo aos alimentos que ndo sdo produzidos organicamente. Contudo, 0s
alimentos produzidos organicamente ndo estdo inteiramente isentos de residuos de
agrotoxicos (BENBROOK; BAKER, 2014).

Apesar da melhora na tecnologia de instrumentagdo e dos novos métodos
analiticos, a determinacdo de residuos de agrotdxicos em matrizes de alimentos complexas
ainda representa uma aplicacio desafiadora (LU et al., 2013; GONZALEZ-CURBELO et al.,
2014; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). A avaliagdao dos residuos de
agrotoxicos nos alimentos tornou-se um objetivo prioritario a fim de garantir a qualidade dos
alimentos e proteger os consumidores contra possiveis riscos (JOKANOVIC, 2012;
PIRSAHEB et al., 2017).

Para Portolés et al. (2014) existe uma necessidade de meétodos abrangentes
capazes de detectar um maior nimero de compostos em niveis baixos em matrizes de
amostras complexas de forma eficiente e efetiva. De acordo com os PARA (ANVISA 2009,
2010, 2011, 2013, 2016) o pimentdo tem apresentado um elevado indice de resultados
insatisfatérios, com amostras contendo agrotoxicos ndo autorizados para cultura, onde se
verificou a presenca de organofosforados. Assim é necessario um método para a determinagao
de residuos de agrotdxicos em pimentfes, uma vez que se espera que a exposicdo potencial
humana seja maior a partir de vegetais que sdo consumidos crus. (KO et al., 2014; QUIJANO
etal., 2016; YU et al., 2016; LEMOS et al., 2016; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a andlise qualitativa e
quantitativa de seis agrotdxicos organofosforados no pimentdo (Capsicum annuum L.)
organico e ndo organico por método cromatografico acoplado a espectrometria de massa (CG-
EM), empregando o método QUEChERS-citrato no preparo das amostras, com o intuito de

mostrar sua aplicabilidade no monitoramento ambiental.
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1.2.2 Objetivos Especificos

v' Testar as melhores condi¢cdes cromatograficas para identificacdo dos seis
agrotoxicos organofosforados;

v Utilizar o método QUEChERS-citrato como forma de preparo das amostras
para extracdo dos seis agrotoxicos organofosforados;

v Avaliar a influéncia do efeito matriz do pimentdo nos seis agrotoxicos
organofosforados estudados;

v" Validar as curvas analiticas atraves de testes estatisticos;

v Comparar os resultados obtidos neste estudo com outros da literatura;

v" Aplicar a metodologia desenvolvida em pimentdes organicos e ndo organicos

obtidos em diferentes pontos comerciais da cidade de Fortaleza-CE.

1.3 Organizacédo da Tese

Esta Tese estd organizada em 6 capitulos. O primeiro capitulo trata de uma
introdugdo de forma geral do tema em estudo, o segundo capitulo realiza uma revisédo da
literatura sobre agrotoxicos, descrevendo seus aspectos basicos para melhor entendimento da
técnica escolhida, bem como da matriz adotada para andlise. Os capitulos 3 e 4 apresentam a
parte experimental, analise e discussdo dos resultados, respectivamente, enquanto o Capitulo

5 apresenta as consideracgdes finais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo é abordada a definicdo de agrotdxicos e sua classificacdo, bem como
aspectos dos agrotoxicos analisados. Também sdo encontradas tanto informacdes relativas a
matriz escolhida (pimentdo) e a cultura organica, quanto topicos relacionados as figuras de

mérito presentes na validacdo de métodos.

2.1 Agrotoxicos

Inicialmente, os agrotoxicos foram desenvolvidos para uso como armas quimicas
nas guerras mundiais, mas no periodo pos-guerra ganharam um novo e promissor mercado na
agricultura (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017). Para obter elevados indices de
produtividade, os agrotéxicos acabaram sendo parte fundamental do modelo agricola
contemporaneo, mas seu impacto social e ambiental exige constante preocupacdo por parte da
sociedade (CHOWDHURY et al., 2013; SILVA, 2017).

Os agrotoxicos sdo utilizados na pré-colheita (QUIJANO et al., 2016;
FARAJZADEH et al., 2016) para proteger as culturas da infestacdo por doencas de pragas e
plantas (ervas daninha) (QUIJANO et al.,, 2016), e poés-colheita para assegurar o alto
rendimento (RAI et al., 2016). Mais de 800 agrotoxicos pertencentes a mais de 100 classes de
substancias foram registrados e usados globalmente por décadas, e as propriedades quimicas e
fisicas destes podem variar consideravelmente (HONG et al., 2016). Atualmente existem
cerca de 1000 substancias ativas consideradas como agrotoxicos (MASIA et al., 2016).

Atualmente os agrotoxicos sdo considerados como um dos principais fatores
envolvidos na contaminagdo ambiental (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013). Como a
preocupacdo da fiscalizacdo no campo esta relacionada apenas com a comercializacdo dos
agrotoxicos, nao existindo vigilancia nem orientacdo para a sua correta aplicacdo, isso acaba
gerando riscos ndo somente para o homem do campo (SILVA, 2017; DOMENECH;
MARTORELL, 2017). A intoxicacdo por agrotoxicos pode resulta de exposi¢do ocupacional,
acidental e intencional (JOKANOVIC, 2012). Os seres humanos estio expostos a uma grande
variedade de riscos quimicos ao longo de suas vidas através da poluicdo ambiental do ar
(DOMENECH; MARTORELL, 2017), agua, solo e alimentos, sendo os agrotoxicos um dos
perigos mais frequentes nos alimentos (SILVA, 2017; DOMENECH; MARTORELL, 2017).
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As BPA surgiram com o intuito de ajudar a reduzir o uso de agrotdxicos mais
perigosos (GRIMALT et al., 2016). De acordo com Prestes et al. (2009) a determinacéo de
residuos de agrotdxicos exerce um papel importante para a estimativa da exposi¢do humana a
estes compostos, favorecendo a avaliagdo da conformidade da producdo agricola com as BPA,
e com isso, viabilizando decisGes regulatorias comerciais visando garantir a seguranga
alimentar.

A regulamentacdo e o controle do uso de agrotoxicos em todo 0 mundo sdo feitos
por 6rgdos internacionais como a World Health Organization (WHOQO), Food and Drugs
Administration (FDA) e a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO),
através do estabelecimento de normas e padrdes a serem seguidos pelos produtores e pelo
mercado (RESTREPO et al., 2014). O controle dos agrotdxicos s6 pode ser realizado se 0s
organismos reguladores e de vigilancia contarem com metodologias analiticas apropriadas
que, de forma eficaz e confiante, sejam aptos de verificar a realizagcdo dos LMRs (BESIL et
al., 2015).

Agrotdxico € o termo usado legalmente e esta definido na Lei 7.802/89, também
chamada Lei de Agrotdxicos (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; OSHITA; JARDIM,
2012; ANVISA, 2017). Conforme Lei n° 7.802, de 11 de Julho de 1989 (BRASIL, 1989), bem
como no Decreto 4.074 de 04 de janeiro de 2002 (BRASIL, 2002), os agrotoxicos sao
produtos e 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, de culturas florestais e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢do 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.

2.1.1 Uso de agrotdxicos no Brasil

A utilizacdo dos agrotdxicos em larga escala ocorreu a partir da década de 70
(SILVA, 2017), com a alegacdo de que eles garantiriam a producdo de alimentos para
combater a fome (SILVA, 2017; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017) e, foram incluidos
forcadamente, junto com fertilizantes e adubos quimicos, nos financiamentos agricolas, com o

inocente nome de “defensivos agricolas”. (SILVA, 2017). A implementacdo de agrotoxicos
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foi encorajada por varias politicas e pesquisas agricolas, que comprovaram a necessidade dos
mesmos na agricultura, juntamente com o apelo de que a revolugdo verde e a modernizacéo
agricola poderiam ser essenciais para eliminar a fome no mundo (GERAGE, MEIRA;
SILVA, 2017) Assim, com o0 aumento do uso de agrotdxicos no Brasil a partir de 1970, houve
a necessidade de regulamentar o seu uso (SOARES; FREITAS; COUTINHO, 2005;
TAVELLA et al., 2011).

O Brasil é um dos principais produtores de alimentos do mundo, onde mais de
90% dos agricultores dependem do uso de agrotdxicos, fazendo com que o pais ficasse em
primeiro lugar no uso de agrotéxicos em todo 0 mundo nos dltimos anos, com mais de 673
milhdes de toneladas aplicadas em 2008 (REICHERT et al., 2015). A partir de 2008 o Brasil
assumiu o posto de maior consumidor mundial de agrotéxicos (OSHITA; JARDIM, 2012;
RIGOTTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014; MOURA, 2015; CARNEIRO et al., 2015;
SAMBUICHI et al., 2017), onde estatisticas revelaram que cada brasileiro consome em média
5,2 L de agrotdxicos por ano (OSHITA; JARDIM, 2012).

De 2000 a 2013 as vendas de agrotoxicos no pais aumentaram 205,1%. De 2009 a
2012, houve um aumento de 59,08%, atingindo o volume de 495.764,55 toneladas de
ingredientes ativos (IA) vendidos em 2013 (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017). Uma das
agéncias federais responsaveis pelo registro e controle desses insumos no pais, juntamente
com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), cuja responsabilidade é os dados sobre venda e comercializacdo de
agrotoxicos no Brasil (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017; IBAMA, 2017). De acordo com art.
41 do Decreto n° 4.074 de 2002, as empresas sdo obrigadas a fornecer valores semestrais de
producdo, importacdo, exportacdo e vendas aos 6rgdos federais e estaduais responsaveis pela
supervisdo desses produtos (IBAMA, 2017; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017).

O Brasil possui uma legislagdo moderna, restritiva e exigente, no que se refere aos
agrotoxicos, onde dispbe sobre pontos que vdo além da necessidade de comprovacdo da
eficiéncia agronémica, das garantias de reducdo dos riscos aos seres humanos (seja de carater
ocupacional, alimentar e de salde publica) e das ameagas ao meio ambiente ocasionadas por
essas substancias quimicas (SPADOTTO, 2006). A primeira lei a ser editada para garantir a
seguranca do uso de agrotoxicos foi a Lei Federal 7.802 de 1989, sendo regulamentada pelo
decreto N° 4.074 de 2002 (ANVISA, 2012; JARDIM; CALDAS, 2012), e depois surgiu o

decreto N° 5981/2006, onde esses padrdes legais regulam todos os aspectos relacionados aos
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agrotoxicos, incluindo registro, uso, producdo, armazenamento, transporte e disposicao
(JARDIM; CALDAS, 2012).

2.1.1.1 Registro de Agrotoxicos no Brasil

O Brasil é o maior consumidor de agrotdxicos em escala mundial (SILVA,;
SILVA, 2016). De acordo com a lei brasileira € aconselhavel utilizar somente agrotdxicos que
sdo registrados em oOrgao federal competente, conforme as diretrizes e exigéncias dos 0rgaos
responsaveis pelos setores da saude, do meio ambiente e da agricultura (CARNEIRO et al.,
2015; COSTA; MELLO; FRIEDRICH, 2017).

Para obtencdo do registro no Brasil, 0 agrotoxico deve passar pela analise de trés
orgdos do governo federal (OSHITA; JARDIM, 2012; JARDIM; CALDAS, 2012; MAPA,
2012; ANVISA, 2017; FOOD SAFETY BRAZIL, 2018), como mostra a Figura 2.1.

Figura 2.1 — Processo geral de registro de agrotoxicos.
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Fonte: Adaptado de MAPA (2012).
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O Ministério da Salde, através da ANVISA, é responsavel pela analise do
impacto do uso de agrotdxicos na saude humana (JARDIM; CALDAS, 2012), através
avaliacdo toxicologica do produto abrangendo os riscos a saude do trabalhador (exposicédo
ocupacional), assim como os riscos a saude do consumidor e do alimento tratado (FOOD
SAFETY BRAZIL, 2018) e pela determinagdo dos LMRs.

O MAPA atua na avaliacdo da eficacia do controle de pragas (JARDIM,;
CALDAS, 2012) e a aprovacao do rotulo e bula do produto (JARDIM; CALDAS, 2012,
FOOD SAFETY BRAZIL, 2018), enquanto 0 MMA, através do IBAMA, avalia o impacto
sobre as espécies ndo humanas (JARDIM; CALDAS, 2012) através da avaliacdo ambiental e
ecotoxicolégica (FOOD SAFETY BRAZIL, 2018), sendo que cada um desses 6rgaos realiza
um determinado tipo de avaliacdo do produto, de modo independente do outro, e a empresa
solicita o registro do agrotoxico simultaneamente nos trés orgaos regulatérios (MAPA, 2012),
sendo 0 MAPA o 6rgdo responsavel por fornecer o registro de agrotoxicos (ANVISA, 2017).

A empresa precisa fornecer uma grande quantidade de informagdes sobre o
produto para a ANVISA para determinar o perigo potencial, visando reduzir o risco para 0s
consumidores finais (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017). De acordo com a ANVISA (2017)
0s agrotéxicos, componentes e afins possuem validade indeterminada, podendo ser
cancelados nos casos de reavaliagdo toxicoldgica, de impossibilidade de serem sanadas
irregularidades identificadas ou quando constatada fraude. Para maiores informacdes a cerca
do registro de agrotdxicos no Brasil é interessante consultar a Lei 7.802, de 1989, e o Decreto

4.074, de 2002, bem como as Instrucdes Normativas Conjuntas.

2.1.2 Classificacao

A classificacdo dos agrotéxicos representa um tema questionavel, uma vez que
varias denominagdes tém sido empregadas para determinar sua a¢do ou organismo alvo
(OSHITA; JARDIM, 2012). As principais formas de classificacdo dos agrotoxicos sdo quanto
a finalidade (organismo-alvo de acdo), modo de acdo, origem, nivel de toxicidade e grupo
qguimico funcional da substancia (BRASIL, 1989; JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009;
OSHITA; JARDIM, 2012; KAILASA; WU; HUANG, 2013; RIZZETTI et al., 2016; LU et
al., 2018).

Na classificagdo por finalidade eles possuem vérias classes agrondmicas:
acaricidas (controlar acaros) (OSHITA; JARDIM, 2012; ANVISA, 2017), inseticidas
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(controlar insetos), fungicidas (controlar fungos) (OSHITA; JARDIM, 2012; KAILASA,
WU; HUANG, 2013; ANVISA, 2017), herbicidas (combate as plantas invasoras),
nematicidas (controlar nematoides) (KAILASA; WU; HUANG, 2013; ANVISA, 2017),
reguladores de crescimento, entre outras (ANVISA, 2017). Ja na classificacdo por modo de
acdo, existem as seguintes possibilidades: ingestdo, contato, fumegante e microbiano
(JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; OSHITA; JARDIM, 2012). Enquanto na
classificacdo por origem 0s agrotdxicos podem ser provenientes de compostos organicos ou
inorganicos, de bactérias, fungos e vegetais (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009;
OSHITA; JARDIM, 2012). Sendo que a classificagdo por nivel de toxicidade e grupo quimico
funcional da substancia é mais explorada nos itens 2.1.2.1 e 2.1.2.2.

As formulacGes dos agrotoxicos sdo constituidas de ingredientes ativos (principios
ativos) responsaveis por intervir na atividade biologica normal dos seres Vivos
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). Existem mais de 1000 ingredientes ativos que S&o
comercializados como inseticida, herbicida e fungicida (LU et al., 2018). Tanto a dimensdo
biolégica quanto a quimica servem de base para a producdo e acdo dos agrotdxicos, onde
especialmente quando principios ativos resultam da quimica, a capacidade toxica se amplia,
ndo sO para o alvo visado, mas também para todos os organismos que venham a entrar em
contato com os mesmos (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; RIZZETTI et al., 2016). Dentre
outras competéncias, € de responsabilidade da ANVISA, avaliar e classificar
toxicologicamente os agrotoxicos, seus componentes e afins (ANVISA, 2016).

Um fator muito importante € o conhecimento sobre as propriedades fisico-
quimicas dos agrotoxicos, pois elas afetam a permanéncia ou degradacdo deles no ambiente,
influenciando a quantidade de residuos nos alimentos (GILBERT-LOPEZ; GARCIA-REYES;
MOLINA-DIAZ, 2009; GERAGE, MEIRA,; SILVA, 2017).

2.1.2.1 Classificacdo toxicologica

A classificacao toxicoldgica é fundamental para o conhecimento da toxicidade de
um produto, do ponto de vista de seus efeitos agudos (SILVA, 2017). Ela corresponde
exclusivamente a quem manuseia o produto havendo exposic¢ao Unica, sendo importante como
medida de seguranca para quem trabalha na producdo, embalagem, armazenamento,
transporte, preparo da calda e sua aplicacdo. Esta classificacdo ndo esté relacionada com a

exposicdo em longo prazo e seguranca do meio ambiente (STUTZER; GUIMARAES, 2003;



29

CARVALHO; PIVOTO, 2011; SILVA, 2017). Este tipo de classificacdo esta relacionada com
a identificacdo do componente de risco referente a uma substancia quimica, diferenciando a
toxicidade dos agrotoxicos levando-se em consideracdo o ingrediente ativo e sua formulagédo
(MORALIS, 2009).

A classificacdo toxicoldgica no Brasil é de responsabilidade do Ministério da
Saude, sendo que a determinacdo legal recomenda especificamente que esses produtos
mostrem em seus rétulos uma faixa colorida indicando a classe toxicolégica (SILVA, 2017).
Assim, a cor dos rotulos das embalagens ou as numeracdes podem variar dependendo da
toxicidade do agrotoxico (OSHITA; JARDIM, 2012).

Outra forma de classificar os agrotoxicos em funcdo das classes toxicoldgicas é
através da dose letal mediana (DLsy) (MORALIS, 2009; JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ,
2009; OSHITA; JARDIM, 2012). Os dados de toxicidade sdo obtidos através de experiéncias
com animais e analises laboratoriais (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017; IBAMA, 2017). A
DLso é a dose de uma substancia administrada por via oral, por contato ou pela via inalatéria,
que é letal para 50% dos organismos submetidos a experimentacdo (MORAIS, 2009;
JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017; IBAMA, 2017).
A Tabela 2.1 apresenta os tipos de classificacdo toxicolégica citados anteriormente bem como
a dose capaz de matar um adulto.

A DLsy € representada pela relagdo méssica, isto é, miligramas da substancia
toxica por quilograma de massa viva, onde para propositos de estabelecer medidas de
seguranca contra 0s riscos a saude humana, os produtos comerciais devem ser enquadrados
em funcéo da DLsy, inerente a cada substancia (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009).

2.1.2.2 Classificacdo quimica

Os agrotoxicos abrangem uma ampla variedade de substancias quimicas com
diferentes grupos funcionais, resultando em diferentes modos de agéo, biotransformacéo e
eliminacdo (GALLI et al., 2006; LORENZ, 2015). Com base na natureza quimica do
agrotoxico, as principais classes sdo o0s organofosforados, organoclorados, carbamatos
(GALLI et al, 2006; JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; LORENZ, 2015;
SINYANGWE; MBEWE; SIJUMBILA, 2016), piretroides (GALLI et al., 2006; LORENZ,
2015) e neonicotindides (LU et al., 2018).



30

Tabela 2.1 — Classificacdo dos agrotoxicos quanto ao risco a saude.

DLs, (mg.kg™ de peso corpéreo)

Classe Classificacdo Cor da faixa Oral Dérmica Dose capaz de matar um adulto
Solido Liquido Soélido Liquido
| extremamente toxico vermelho 5 20 10 40 1 pitada/algumas gotas
1 altamente toxico amarelo 5-50 20 - 200 10 - 100 40 - 400 Algumas gotas/ 1 colher de cha
Il medianamente téxico azul 50-500 200-2000 100-1000 400 - 4000 1 colher de ch&/2 colheres de sopa
v pouco ou muito pouco toxico verde > 500 > 2000 > 1000 > 4000 2 colheres de sopa/ 1 copo

Fonte: adaptado de Paschoarelli e Menezes (2009); Morais (2009); Jardim, Andrade e Queiroz (2009); Silva (2017b); Carvalho e Barbosa (2013).
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2.1.2.3 Classificacdo ambiental

Uma classificacdo ndo menos importante € a de acordo com sua periculosidade
ambiental, que vai de “pouco” até “altamente perigoso” (PASCHOARELLI; MENEZES,
2009; SILVA, 2017), como mostra o0 Quadro 2.1. O MMA (Ministério do Meio Ambiente) é
quem avalia e classifica o potencial de periculosidade ambiental de um agarotdxico através de

estudos fisico-quimicos, toxicologicos e ecotoxicoldgicos (SILVA, 2017).

Quadro 2.1 — Classifica¢ao de periculosidade ambiental dos agrotoxicos.
Classe Nivel de perigo ao meio ambiente

| Altamente perigoso
1 Muito perigoso

Il Perigoso

v Pouco perigoso

Fonte: Adaptado de Paschoarelli e Menezes (2009).

2.1.3 Agrotoxicos e seus efeitos negativos

Os agrotdxicos sdo considerados venenos utilizados para matar pragas especificas
(SINYANGWE; MBEWE; SIJUMBILA, 2016), mas o principal efeito colateral do seu uso
excessivo na agricultura moderna (KIRA, LINKER; DUBOWSKI, 2016), muitas vezes
incorreto (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; BLANKSON et al., 2016), é a exposicao
a produtos quimicos téxicos (KIRA, LINKER; DUBOWSKI, 2016; ZIVAN; BOHBOT-
RAVIV; DUBOWSKI, 2017). Os residuos de agrotdxicos estdo incluidos nos perigos
quimicos, onde os efeitos nocivos de substancias quimicas normalmente sdo avaliados em
exposi¢coes em longo prazo, sendo que no caso de agrotoxicos é necessario considerar tanto 0s
efeitos agudos como os cronicos (DUBUGRAS; PEREZ-GUTIERREZ, 2008).

Os riscos ndo se restringem ao homem do campo (SILVA, 2017), pois 0s
agrotoxicos e seus residuos sdo persistentes e podem se acumular em varios ecossistemas
(BARGANSKA; SLEBIODA; NAMIESNIK, 2014), atingindo os mananciais de 4gua e o
solo (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; SILVA, 2017). O uso intenso de agrotoxicos
pode acarretar na degradacdo, em alguns casos de forma irreversivel, dos recursos naturais
como agua, solo, fauna e flora, levando a desequilibrios ecologicos e bioldgicos
(BLANKSON et al., 2016).
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E praticamente impossivel quantificar o risco de ingestdo de agrotoxicos
considerando todos os efeitos cumulativos e sinérgicos (LEMOS et al., 2016). A Figura 2.2
mostra como diversos fatores podem influenciar a persisténcia de residuos de agrotdxicos de
uma esfera para outra através do ciclo do agrotdxico, como por exemplo: a natureza e a
dosagem da aplicacdo, sua degradacdo com o tempo, metabolismo e conversdo em Varios
produtos (KAILASA; WU; HUANG, 2013).

Figura 2.2 — Ciclo dos agrotdxicos no meio ambiente.
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Fonte: Adaptado de Kailasa, Wu e Huang (2013).

Devido a propria esséncia, a maioria dos agrotdxicos apresenta um alto grau de
toxicidade ja que eles possuem a finalidade de matar certos organismos (JARDIM;
ANDRADE; QUEIROZ, 2009; SINYANGWE; MBEWE; SIJUMBILA, 2016), mas outros
seres vivos, inclusive os humanos, acabam sendo vulnerdveis aos efeitos toxicos dos
agrotoxicos em graus distintos (SILVA, 2017; DOMENECH; MARTORELL, 2017), pois
possuem fungbes bioquimicas e fisioldgicas parecidas com estes organismos (SILVA, 2017).
Assim, 0 uso de agrotdxicos gera graves preocupacdes ndo s de efeitos potenciais na vida

selvagem e nos ecossistemas sensiveis, mas também sobre a saude humana (JARDIM,;
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ANDRADE; QUEIROZ, 2009; SINYANGWE; MBEWE; SIJUMBILA, 2016; LU et al.,
2018).

2.1.3.1 Meio ambiente

A contaminacdo ambiental provocada pelo uso de agrotdxicos tem motivado
preocupacOes quanto ao uso inapropriado destes compostos, necessitando medidas em relacéo
a aplicacdo, residuos provenientes das mais diversas fontes, bem como a disposicdo final
apropriada desses residuos, sem prejudicar o meio ambiente (SILVA, 2017).

Diversos fatores podem influenciar no comportamento dos agrotdxicos no meio
ambiente como, por exemplo, tipo de formulacdo, método de aplicacdo, solubilidade dos
compostos em agua, caracteristicas de solo e plantas, adsorcdo as particulas de solo,
volatilizacdo, persisténcia, mobilidade e condi¢bes climaticas (SILVA, 2017). A Figura 2.3
apresenta 0s principais processos que agem na movimentacdo e na degradacao de agrotdxicos
no meio ambiente, demonstrando as rotas mais provaveis nas quais esses compostos podem
ser localizados (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009).

Figura 2.3 — Principais rotas de transporte e degradacao de agrotoxicos no ambiente.
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Fonte: Jardim, Andrade & Queiroz (2009).

Os agrotoxicos podem interferir em processos basicos do ecossistema, tais como a

respiracdo do solo, a ciclagem de nutrientes, a mortandade de peixes ou aves, bem como a
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reducdo de suas populacgdes, entre outros efeitos, dependendo da toxicidade e do tempo que
permanecem presentes no meio ambiente (SILVA, 2017).

A aplicacdo de agrotoxicos € um episédio de poluicdo do ar em curto prazo com
efeitos proximos ou de longo alcance (ZIVAN; SEGAL-ROSENHEIMER; DUBOWSKI,
2016). A deriva atmosférica é parte da pulverizacao agricola carregada para fora da area-alvo
através da acdo do vento (SILVA, 2017), sendo considerada uma importante via de perda de
agrotoxicos (ZIVAN; BOHBOT-RAVIV; DUBOWSKI, 2017; SILVA, 2017), e
consequentemente contaminacdo ambiental (SILVA, 2017), porém ainda existe uma grande
lacuna de conhecimento sobre esse fendbmeno complexo (ZIVAN; BOHBOT-RAVIV;
DUBOWSKI, 2017). O agrotoxico pode ser transportado da &rea-alvo na forma de gotas ou
vapor, onde dependendo da pressdo de vapor e das caracteristicas da formulacdo do produto, a
perda na forma de vapor pode acontecer durante (deriva primaria) ou depois da aplicacéo
(deriva secundaria) (ZIVAN; SEGAL-ROSENHEIMER; DUBOWSKI, 2016; SILVA, 2017).
CondicGes relativamente quentes e secas podem aumentar a deriva (ZIVAN; SEGAL-
ROSENHEIMER; DUBOWSKI, 2016).

2.1.3.2 Salilde Humana

A utilizagdo de agrotdxicos nas producdes agricolas gera graves consequéncias
aos seres humanos, tanto aos que lidam diretamente com o produto, quanto a populacdo em
geral consumidora dos alimentos (SILVA, 2017). O uso incorreto de agrotéxicos durante as
aplicacdes agricolas pode ocasionar a presenca de seus residuos em produtos agricolas
SRIVASTAVA et al., 2017), e, portanto, levar a exposicao dietética de populagdes humanas
(LEMOS et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2017). A exposicao dietética aos residuos de
agrotoxicos chega a ser cinco vezes maior do que outras rotas de exposi¢cdo, como a
respiracao de ar ou agua potavel (LEMOS et al., 2016).

Uma vez que a maioria dos agrotoxicos aplicados chega a folhagem vegetal
(ZIVAN; SEGAL-ROSENHEIMER; DUBOWSKI, 2016), a exposicdo aos agrotdxicos acaba
sendo proveniente do consumo de frutas e vegetais contendo residuos de agrotoxicos, por
contato com superficies contaminadas ou por inalacdo de residuos no ar, por exemplo, deriva
de agrotoxicos (ZIVAN; SEGAL-ROSENHEIMER; DUBOWSKI, 2016; KIRA, LINKER,;
DUBOWSKI, 2016).
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Estudos mostram que a ingestdo de alimentos contaminados por residuos de
agrotoxicos resulta em uma maior exposicao toxica para humanos, cerca de 10° a 10° vezes
maior do que a induzida pela inalacdo ou &gua ingerida (MARGNI et al., 2002). A
contaminacgdo por agrotoxicos ocorre principalmente devido ao uso indiscriminado ao longo
dos anos (SILVA, 2017). Além disso, 0s agrotoxicos quase sempre ocorrem em misturas,
cujos efeitos combinados toxicoldgicos sobre a salde humana sdo em grande parte
desconhecidos (ROUSIS; ZUCCATO ; CASTIGLIONI, 2016).

Alguns dos efeitos toxicos nos seres humanos incluem toxicidade neurologica
aguda, comprometimento do desenvolvimento neuroldgico, distdrbios no sistema
imunoldgico, disturbios nos sistemas reprodutivo e endécrino, cancer, doencas renais cronicas
e varias outras doencas (CHOWDHURY et al.,, 2013; COSTA; MELLO; FRIEDRICH,
2017). Os agrotdxicos estdo associados a um amplo espectro de riscos para a saude humana
(BAKIRCI et al., 2014; JAHANMARD; ANSARI; FEIZI, 2016), que véo desde intoxicacOes
agudas (BAKIRCI et al, 2014, GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017) a cronicas
(MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013; BAKIRCI et al., 2014; JAHANMARD; ANSARI;
FEIZI, 2016).

Na intoxicacdo aguda cada substancia pode ser responsdvel por sintomas ou
efeitos distintos (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), podendo apresentar sintomas como
fraqueza, cdlicas abdominais, vomitos, espasmos musculares, convulsdes, irritacdo da
conjuntiva (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), dor de cabeca (BAKIRCI et al., 2014,
GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), nauseas (BAKIRCI et al., 2014), respiracao dificil, perda
de apetite e hemorragia nasal, entre outros, e cada substancia pode ser responsavel para
sintomas ou efeitos distintos (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017).

A intoxicacdo cronica também possui sintomas caracteristicos para cada
substancia, desde (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017) céancer (MOSTAFALOU;
ABDOLLAHI, 2013; BAKIRCI et al., 2014; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), danos
reprodutivos, ma funcionamento do sistema endécrino (BAKIRCI et al., 2014), diabetes
(MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013), efeitos neurotdxicos retardados, alteracfes
cromossOmicas, dermatite de contato, dano hepatico, arritmias cardiacas, danos nos rins,
neuropatias periféricas, alergias (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), asma (MOSTAFALOU,;
ABDOLLAHI, 2013), doenca de Parkinson (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013;
GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017; COSTA; 2018), Alzheimer (MOSTAFALOU;
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ABDOLLAHI, 2013; COSTA, 2018) efeitos teratogénicos e perda de audi¢do, entre outros
(GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017).

Os humanos tém exposicdes ambientais aos residuos de agrotoxicos
principalmente por meio da dieta na ingestdo de produtos alimentares, que geralmente € muito
maior do que aqueles relacionados ao consumo de &gua e a inala¢do do ar, com excecdo da

exposi¢do ocupacional ou em casa (JOKANOVIC, 2012).

2.1.4 Agrotoxicos Organofosforados (OFs)

2.1.4.1 Aspectos gerais dos Ofs

Os compostos OFs sdo um grupo de agrotoxicos que engloba alguns dos produtos
qguimicos mais toxicos utilizados na agricultura (KAZEMI et al., 2012), sendo uma das
principais classes de agrotoxicos (COSTA, 2018). Apesar de existirem regras de
nomenclatura formal para esses compostos, eles sdo geralmente reportados na literatura por
seus nomes comuns (SCHENK et al., 2016). Os agrotéxicos OFs sdo ésteres sintéticos,
amidas ou derivados tiol (STOYTCHEVA, 2011a) de &cido fosférico (AMARAL, 2007;
STOYTCHEVA, 2011a; SCHENK et al., 2016; MANGAS et al., 2017), fosfonico
(STOYTCHEVA, 201l1a; AMARAL, 2007; SCHENK et al., 2016), fosforotidico ou
fosfonotoico (STOYTCHEVA, 2011a).

Segundo Baird (2002) os agrotoxicos OFs possuem, sem excecdao, um atomo de
fésforo pentavalente ao qual podem estar conectados (BAIRD, 2002):

a) um atomo de oxigénio ou enxofre, ligado ao &tomo de fésforo através de uma
dupla ligacéo;

b) dois grupos radicais, metoxi (— OCHj3) ou etoxi (— OCH,CHy3) ligados ao atomo
de fésforo por meio de uma ligacao simples;

c) um grupo R (radical) mais longo e mais complexo, ligado ao atomo de fosforo,
geralmente por meio de um tomo de oxigénio ou enxofre através de uma ligacdo simples.

A toxicidade do composto ira depender dos diversos radicais ligados ao atomo de
fésforo, onde pequenas modificagdes como a substitui¢do de radicais metil por etil aumenta a
toxicidade do composto, sendo que, o paration etil é mais toxico que o paration metil
(MACIEL, 2005).
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Os OFs apresentam uma grande variedade de possiveis estruturas. O atomo de
fésforo pode estar ligado ao oxigénio (P = O) ou enxofre (P = S) e assim chamado como oxo-
fosfato ou tio-fosfato, que tem um significado importante nas biotransformacbes dos
agrotoxicos e a sua toxicidade (MANGAS et al., 2017), sendo o primeiro mais toxico
(BAIRD, 2002). A maioria dos agrotoxicos OFs sdo tiofosfatos ou tiofosfonatos e séo
biotransformados por oxidacdo em oxofosfatos para induzir toxicidade por organofosforilacéo
(MANGAS et al., 2017).

Com base nas caracteristicas estruturais, os OFs sdo divididos em pelo menos 13
tipos, incluindo fosfatos, fosfinatos, fosfonatos, fosforotritioatos, fosforoditioatos,
fosforamidotioatos, fosforotioatos (S =), fosfonotioatos (S =), fosforotioatos (substituidos em
S), fosfonotioatos (substituidos em S), (GUPTA, 2006; STOYTCHEVA, 2011b). As trés
subclasses principais de OFs séo os fosfatos, os fosforotioatos e os fosforoditioatos (BAIRD,

2002), como pode ser visto na Figura 2.4.

Figura 2.4 — Estruturas genéricas das principais subclasses dos OFs e exemplos de
representantes de cada subclasse.
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Fonte: Adaptado de Baird (2002).

A diversidade estrutural dos OFs gera diferentes propriedades fisico-quimicas e

bioldgicas: pressdo de vapor, solubilidade em agua, estabilidade quimica e toxicidade, que
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determinam sua aplicacdo especifica (STOYTCHEVA, 2011a). Os OFs geralmente possuem
um efeito toxico mais agudo para os seres humanos e outros mamiferos do que o0s
organoclorados (BAIRD, 2002).

Os OFs sao parcialmente soltveis em agua (SCHENK et al., 2016), porém mais
facilmente solGveis em agua do que os organoclorados (PAN et al., 2017), e por isso podem
penetrar facilmente no solo (SCHENK et al., 2016) e nas aguas subterraneas (SCHENK et al.,
2016; PAN et al., 2017), mas por serem menos estaveis quimicamente, ndo possuem
tendéncia de bioacumulacdo (MORAIS, 2009; PINHO, 2007). Como a maioria dos OFs séo
volateis e termicamente estaveis, eles sdo aptos para andlise em CG (SAPAHIN;
MAKAHLEH; SAAD, 2015).

2.1.4.2 Uso dos OFs

O uso macicgo dos antigos organoclorados foi substituido por agrotdxicos baseados
em OFs (CEQUIER et al., 2016; FARAJZADEH et al., 2016; MANGAS et al., 2017), mas
como seus predecessores, eles ndo sdo agrotoxicos seletivos (CEQUIER et al., 2016) e
apresentam risco grave de toxicidade aguda para os seres humanos (PINHO, 2007; MORAIS,
2009; CEQUIER et al., 2016).

O uso dos OFs foi promovido em decorréncia da busca por agrotoxicos menos
persistentes no meio ambiente (OSHITA; JARDIM, 2012; CHOWDHURY et al., 2013). Nos
paises em desenvolvimento ou desenvolvidos, os OFs sdo uma causa comum de intoxicacao
por exposi¢do ocupacional (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013; JOKANOVIC, 2012) e
contaminagdo ambiental (SCHENK et al., 2016).

Além do uso na agricultura (ROBERTS; REIGART, 2013; CEQUIER et al.,
2017; GONZALEZ-CURBELDO et al., 2017), eles também s&o utilizados em casas, jardins
(ROBERTS; REIGART, 2013) e préaticas veterinarias (ROBERTS; REIGART, 2013;
MANGAS et al.,, 2017). Eles sdo empregados na industria agricola ha vérias décadas
(SCHENK et al., 2016; CEQUIER et al., 2016), sendo a classe mais utilizada para o controle
de pragas tanto agricola (SILVA; SAMARAWICKREMA; WICKREMASINGHE, 2006;
REZG et al., 2010; SHARMA et al., 2010) como paisagistica (REZG et al., 2010),
representando aproximadamente 40% do uso total de agrotoxicos a nivel mundial (SHAPIRO
et al., 2016). Anualmente nos EUA sdo gastos bilhdes de dolares com o uso de agrotdxicos
OFs (SAPAHIN; MAKAHLEH; SAAD, 2015).
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O uso extensivo de agrotdxicos OFs ocorre devido & sua ampla atividade contra
pragas (FARAJZADEH et al., 2016; MOJSAK; LOZOWICKA; KACZYNSKI, 2018) e custo
relativamente baixo (FARAJZADEH et al., 2016; MANGAS et al., 2017), o que acaba
fazendo com que eles sejam uma importante fonte de contaminacdo ambiental e de produtos
agricolas (FARAJZADEH et al., 2016). Os vegetais folhosos sdo mais propensos a insetos,
onde as partes da folha e do caule podem ser facilmente contaminadas por excesso de OFs
devido a maiores areas de superficie (LI et al., 2014; YU et al., 2016).

Os OFs também podem ser aplicados diretamente no produto agricola durante o
armazenamento, para protegé-lo de pragas, o que, por causa de taxas de degradacdo
relativamente baixas, pode ser perigoso (GONZALEZ-CURBELO et al., 2017). Os OFs séo
amplamente utilizados em uma grande variedade de culturas e geralmente sdo dispersos como
um aerossol constituido pelo agrotoxico adsorvido em uma particula fina inerte dissolvida em
um solvente hidrocarboneto (SAFE WORK AUSTRALIA, 2013).

A eliminacdo dos OFs pode gerar problemas, pois quando despejados em aterros
podem se lixiviar no solo ao redor, enquanto a degradacao quimica pode originar subprodutos
toxicos (SCHENK et al., 2016). A classe dos OFs é considerada uma das mais toxicas
existentes e teve seu uso proibido devido a possibilidade de suas formulas favorecerem a
formacdo de tumores cancerigenos, assim como Varios outros problemas a salde humana
(GALLI et al., 2006).

2.1.4.3 A¢ado dos OFs nos humanos

Geralmente, os OFs sdo usados para melhorar a qualidade e o rendimento de
diferentes tipos de vegetais, grdos e frutas (JALALI et al., 2011; FARAJZADEH et al., 2016),
podendo levar a intoxicacdo aguda através do consumo desses alimentos (SAPAHIN;
MAKAHLEH; SAAD, 2015; HE et al., 2015; CHIESA et al., 2016; CEQUIER et al., 2017),
pois a principal via de exposicao é a ingestdo de alimentos contaminados (SHAPIRO et al.,
2016; CHIESA et al., 2016; YU et al., 2016; CEQUIER et al., 2017). Os compostos OFs sdo
0s responsaveis pelo maior nimero de intoxicagdes no meio rural (OLIVEIRA-SILVA et al.,
2001), e apesar de sua natureza nédo persistente, a maioria dos OFs apresenta efeitos toxicos
em mamiferos (BAIRD, 2002; BLANKSON et al., 2016).

A exposicdo aos OFs depende das atividades agricolas na area ou no pais

(CEQUIER et al., 2017). De acordo com Mangas et al. (2017) as pessoas podem ser expostas
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aos OFs em diversas circunstancias, podendo desenvolver vérios efeitos neurotoxicos
distintos dependendo da dose, frequéncia de exposicao, tipo de OF e os fatores do hospedeiro
que influenciam a susceptibilidade e sensibilidade, onde os efeitos neurotdxicos sdo
dependentes da interacdo com alvos enzimaticos envolvidos em vias toxicologicas ou de
desintoxicagéo.

A exposicdo aos OFs por rotas multiplas ou a multiplos OFs pode levar a
toxicidade aditiva séria, sendo importante compreender, no entanto, que existe uma ampla
gama de toxicidade desses compostos e ampla variacdo na absor¢do dérmica, tornando a
identificacdo especifica do agente e do gerenciamento individualizado bastante importante
(ROBERTS; REIGART, 2013).

O mecanismo de acgdo toxica baseia-se na inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(OLIVEIRA-SILVA et al., 2001; SAPAHIN; MAKAHLEH; SAAD, 2015; BASTOS et al.,
2015; FARAJZADEH et al., 2016; CHIESA et al.,, 2016; CEQUIER et al., 2016;
SINYANGWE; MBEWE; SIJUMBILA, 2016; SCHENK et al., 2016; BLANKSON et al.,
2016), principalmente por fosforilacdo (ROBERTS; REIGART, 2013), sendo que esta enzima
atua nas sinapses do sistema nervoso central e periféerico (MORAIS, 2009; PINHO, 2007)
através da inativacdo do neurotransmissor acetilcolina (SINYANGWE; MBEWE;
SIJUMBILA, 2016). De acordo com Sinyangwe, Mbewe e Sijumbila (2016) os OFs também
pode proporcionar a interrupcao das respostas metabdlicas, cardiovasculares e hormonais que
podem levar a sindrome metabolica.

Nos ultimos anos, muitos estudos provaram que OFs sdo mutagénicos,
citotoxicos, genotdxicos, teratogénicos, imunotdxicos (SHARMA et al., 2010) e
carcinogénicos (SHARMA et al., 2010; LI et al., 2017a). Alguns exemplos de doengas
associadas aos OFs sdo desenvolvimento da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2
(SINYANGWE; MBEWE; SIJUMBILA, 2016; SHAPIRO et al., 2016), Parkinson
(MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013) e  Alzheimer (JOKANOVIC, 2012;
MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013). Alguns dos agrotoxicos pertencentes ao grupo das
OFs também sdo conhecidos por suas interferéncias na reproducdo, especialmente em machos
(SHARMA et al., 2010; CEQUIER et al., 2017). O potencial de efeitos adversos dos OFs
atinge principalmente mulheres gravidas, o feto (SILVA; SAMARAWICKREMA;
WICKREMASINGHE, 2006) e as criangas (SILVA; SAMARAWICKREMA;
WICKREMASINGHE, 2006; CEQUIER et al., 2017).



41

Os efeitos do OFs sdo importantes na avaliagdo de risco, tanto que 0s
regulamentos da EU definiram LMRs em amostras de alimentos e agua na faixa de 0,01 - 0,5
mg.kg™ e 20 - 100 pg.L™?, respectivamente (FARAJZADEH et al., 2016). Para Sinyangwe,
Mbewe e Sijumbila (2016) é altamente provavel que quase todas as pessoas tenham residuos
de OFs em seus corpos e que a maioria das exposi¢Oes esteja em concentragdes muito baixas
e, portanto, perca atencéo e nao seja detectada. Assim, € essencial desenvolver um método de
deteccdo preciso e confiavel para evitar seus efeitos negativos na saude humana (LI et al.,
2017a).

2.1.5 OFs avaliados no estudo

2.1.5.1 Aspectos Gerais

A Tabela 2.2 mostra os seis agrotdéxicos OFs que foram avaliados no estudo,
indicando seus nomes comuns e oficiais, assim como algumas caracteristicas quimicas. O
Codigo CAS (Chemical Abstract Service) € um identificador numérico Unico para cada
substancia, mas que ndo possui significado quimico algum (ANVISA, 2017).

A Tabela 2.3 apresenta caracteristicas quimicas mais especificas, bem como a
DLso de cada um deles (ANVISA, 2017). Uma forma de avaliar a sor¢éo (absor¢éo e adsor¢éo
ocorrendo simultaneamente) e a mobilidade de um dado agrotoxico no solo é através dos
valores do coeficiente de particdo octanol - agua (K,y), também chamado de fator de
hidrofobicidade, e por meio do coeficiente de particdo correlacionado com substancias
organicas, que é o coeficiente de particdo de carbono organico (Ko (D'AGOSTINHO;
FLUES, 2006).

Agrotdxicos gque possuem Ko < 100 possuem alta mobilidade no solo, ja com Kqc
entre 200 e 300, séo classificadas como possuindo mobilidade intermediaria no solo, enquanto
Koc > 1000 possuem baixa mobilidade no solo, sendo assim, menos suscetiveis a lixiviacéo,
onde quanto adsorvido for o agrotdxico, maior serd sua mobilidade (PEDROSO; NETO,
2018). Assim, quanto mais alto o valor de K., mais fortemente o agrotdxico é sorvido e,
portanto, menos movel (KERLE; JENKINS; VOGUE, 1994). O K, depende das
propriedades fisico-quimicas do agrotoxico e da porcentagem de carbono organico do solo
(D'AGOSTINHO; FLUES, 2006). Além de ser afetada pelas caracteristicas ambientais e do
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local, a mobilidade € influenciada pela sorcéo, solubilidade em agua e pressdo de vapor do
agrotoxico (KERLE; JENKINS; VOGUE, 1994).

O Quadro 2.2 mostra a classificacdo agronémica, bem como a classificacao
toxicoldgica e os usos agricolas, onde € possivel perceber que o clorpirifés é o agrotoxico
mais usado em diversos tipos de cultura no Brasil, mas ndo é permitido na do pimentdo
(ANVISA, 2017). O clorpirifés tem sido um dos OFs de amplo espectro mais comumente
usados (MOJSAK; LOZOWICKA; KACZYNSKI, 2018; COSTA, 2018), e um dos
agrotoxicos mais utilizados no mundo, sendo moderadamente toxico para os mamiferos, mas
extremamente toxico para uma ampla gama de espécies aquaticas (GHOTBADINI-
BAHRAMAN; SHEIBANI; SHISHEHBORE, 2017).



Tabela 2.2 — Nomes e algumas caracteristicas dos OFs estudados.

Ingrediente ativo ou

Massa molecular

SCH,CH,CH,

Nome IUPAC N° CAS * Estrutura Quimica

nome comum (g/mol)
S
Il
Cl_Ny_-OP(OCH,CH,),
Clorpirifés 0,0-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate 2921-88-2 U 350,58
Cl cl
cl ?

C=CH-0—P—OCH,

Diclorvoés 2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate 62-73-7 cl OCH. 220,98
3
H C s i
3TN \//\S—P—OC':HS
Dissulfotom 0,0-diethyl S-2-ethylthioethyl phosphorodithioate 298-04-4 c H\(L 274,40
f
’ _ N H;C—0—P—S CH,CH,CH,
Etoprofds O-ethyl S,S-dipropyl phosphorodithioate 298-04-4 S CH,CH, CH, 242,30
a

OP —OCH,

Fenclorfds 0,0-dimethyl 0-2,4,5-trichlorophenyl phosphorothioate 299-84-3 ol OCH, 321,55
Cl
cl i’
. ~OP —OCH,CH,

Protiofos 0-2,4-dichlorophenyl O-ethyl S-propyl phosphorodithioate 34643-46-4 P l 345,25

Fonte: UNIVERSITY OF HERTFORDSHIRE DATABASE (2016) e ANVISA (2017).

CAS: Servigo de Resumos de Quimica (Chemical Abstract Service).
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Tabela 2.3 — Caracteristicas quimicas especificas e DLso dos OFs estudados.

44

o Kow Solubilidade em 4gua  Sensibilida b ® DLg oral (mg.kg™ de
Agrotoxico Ko (pH 7,20 °C) L 4PD (°C) PV (mPa) )
(pH 7,20 °C) a20°C (mg.L™) de ao pH peso corporeo)
L 5,01 x 10°* 5509 1,05 1,43 66
Clorpirifos i . ndo 170 ) .
(alta) (ndo movel) (baixa) (baixa volatilidade) (alta)
) ) 7,94 x 10" 50 18000 2100 80
Diclorvos ] i - 190 N
(baixa) (movel) (alta) (alta volatilidade) (alta)
) 8,91 x 10° 1345 25 7,2 2,6
Dissulfotom o ) - - )
(alta) (ligeiramente movel) (baixa) (moderadamente volatil) (alta)
] 9,77 x 10? 70 1300 3 78,0 40
Etoprofos ) ndo 244.3 -
(moderada) (mdvel) (alta) (alta volatilidade) (alta)
7,59 x 10* 10232 40 110 500
Fenclorfds . - - -
(alta) (ndo mobvel) (baixa) (alta volatilidade) (moderada)
) 4,68 x 10° 24158 0.07 0.3 925
Protiofés - -
(alta) (ndo movel) (baixa)) (baixa volatilidade) (moderada)

Fonte: Autor (2018) a partir de UNIVERSITY OF HERTFORDSHIRE DATABASE (2016). ® Ponto de degradacéo; © Pressdo de vapor a 25 °C; ® Em ratos.



Quadro 2.2 — Classe Agrondmica, classificagdo toxicoldgica e uso agricola dos OFs estudados.

Agrotoéxico Classe Agronémica Classificacao toxicologica Uso agricola

Aplicacdo foliar nas culturas de algodéo, batata, café, cevada, citros, feijéo,

maca, milho, pastagem, soja, sorgo, tomate* e trigo;

L Inseticida, formicida e Aplicacdo localizada na cultura da banana (saco para protecdo do cacho) e no
Clorpirifos acaricida ! solo nas culturas de batata e milho;
Aplicacéo no controle de formigas, apenas na forma de isca granulada,
conforme aprovacéo em rétulo e bula.
Diclorvés Inseticida I -
Dissulfotom I Aplicacdo no solo nas culturas de café e em sementes de algodao.
Etoprofos Nematicida e inseticida I Aplicacdo no solo na cultura de batata.
Fenclorfds Inseticida Il -
Protiofos Inseticida e acaricida I Aplicacdo foliar nas culturas de algoddo, batata, citros, couve, soja e tomate.

Fonte: Autor (2018) a partir de ANVISA (2017). (*): Uso autorizado somente para tomate rasteiro, com fins industriais.

45



46

2.2 Organicos

No Brasil, a Lei n° 10.831 de 23 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003) dispde
sobre a agricultura organica e da outras providéncias, sendo regulamentada pelo Decreto n°
6.323 de 2007 (BRASIL, 2008b). Apesar de existir pequenas varia¢des nas defini¢cdes entre os
paises, o termo "alimento organico™ geralmente é considerado aquele que foi produzido sem
fertilizantes artificiais e que ndo recebeu tratamento com agrotoxicos sintéticos ou
estimulantes de crescimento de qualquer tipo, incluindo hormdnios e antibioticos (AKTAR,
2014).

O papel da agricultura organica é o de garantir a sustentabilidade e a saide dos
ecossistemas e organismos que o compde, desde a producdo, processamento, distribuicdo, até
0 consumo, buscando manter e aumentar a fertilidade do solo, minimizar todas as formas de
poluicdo, evitar o uso de fertilizantes sintéticos e agrotdxicos, manter a diversidade genética
da producdo, considerar o amplo impacto social e ecologico do sistema produtivo de
alimentos e garantir a seguranca alimentar e o bem estar humano (IFOAM, 2014; MORAIS;
OLIVEIRA, 2017).

Os consumidores passaram a se preocupar mais com 0s residuos de agrotoxicos
nos vegetais (DOGAN; SELCUK; ERKAN, 2016; PIRSAHEB et al., 2017), porque muitas
vezes sdo consumidos frescos e ndo processados (DOGAN; SELCUK; ERKAN, 2016), e
consequentemente a demanda por alimento livre de produtos quimicos e seguro esta
aumentando a cada dia (LOZANO et al., 2016; MAHMOOD et al., 2017), onde essas
preocupacbes ampliaram o perfil do consumo organico de vegetais em todo o mundo
(DOGAN; SELCUK; ERKAN, 2016; BARRIGA et al., 2016).

O sistema orgéanico leva em conta a relagéo solo/planta/ambiente com o intuito de
preservar o meio ambiente, a saude humana e dos animais (GOMES; FRINHANI, 2017).
Assim, a agricultura organica surge como possibilidade de uma agricultura sustentavel
(PADUA; SCHLINDWEIN; GOMES, 2013; GOMES; FRINHANI, 2017).

Mesmo os alimentos orgéanicos sendo vistos como um nicho de mercado, em
determinados tipos de produtos, sua participacdo no mercado é significativa (BENBROOK;
BAKER, 2014; MARINI et al.,, 2016). O crescimento dos alimentos organicos esta
relacionado a varios fatores, que vao desde a preocupagdo com 0 meio ambiente e o bem estar
dos animais, até razGes mais pessoais (BENBROOK; BAKER, 2014; SOUZA; MACHADO;
DALCIN, 2015; SILVA; SILVA, 2016). Em ultima anélise, a escolha individual de comprar
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alimentos organicos ou ndo organicos faz parte de uma deciséo geral de estilo de vida, onde
geralmente os consumidores que compram alimentos organicos S40 0S que expressaram
significativamente maiores criticas sobre os agrotoxicos nos alimentos (BENBROOK;
BAKER, 2014). O custo de producdo de um produto organico é cerca de 30% mais caro do
que o tradicional (ORGANICSNET, 2018). Vale ressaltar que a agricultura orgénica, ao
contrario da agricultura convencional, pode atuar de maneira a favorecer a seguranca
alimentar e nutricional (SILVA; SILVA, 2016).

A contaminacdo agricola com agrotoxicos precisa ser abordada, em particular no
campo dos sistemas de producdo orgénica (CHIESA et al., 2016), pois mesmo ndo sendo
adicionados intencionalmente, seus residuos as vezes estdo presentes no produto final
(BENBROOK; BAKER, 2014; DOMENECH; MARTORELL, 2017) devido a alguma
contaminagdo através de varios caminhos como contaminacdo acidental por deriva
(WALORCZYK et al., 2013; BENBROOK; BAKER, 2014) de propriedades ndo-organicas
adjacentes, (WALORCZYK et al., 2013), escoamento ou transferéncia de uma transicao
recente, rotulagem incorreta (BENBROOK; BAKER, 2014), aplicacdes fraudulentas
(WALORCZYK et al., 2013; BENBROOK; BAKER, 2014) ou por meio de produtos
residuais no solo (BASTOS et al., 2015).

As analises de residuos de agrotdxicos sdo cruciais como uma ferramenta de
autenticacéo de culturas organicas, garantindo para consumidores que os produtos alimentares
rotulados como organicos estdo livres de residuos de agrotoxicos (WALORCZYK et al.,
2013). Portanto, os consumidores devem optar por alimentos certificados, pois os produtos
com a origem identificada aumentam o comprometimento dos produtores com a qualidade
dos alimentos (MELO; ARAUJO, 2016; SILVA; MELO; MELO, 2016).

2.2.1 Producdo organica no Brasil

A producdo organica vem crescendo no Brasil e no mundo (PADUA;
SCHLINDWEIN; GOMES, 2013; WILLER; LERNOUD, 2016; SILVA; MELO; MELO,
2016; MORAIS; OLIVEIRA, 2017), principalmente devido a exigéncia cada vez maior por
alimentos saudaveis e pela no¢do do produtor em diminuir a utilizacdo de agrotdxicos nas
plantagcdes, em consequéncia dos riscos a saude e ao meio ambiente (MORAIS; OLIVEIRA,
2017). Segundo Willer e Lernoud (2017) o Brasil esta entre os dez paises com maiores areas

de terras agricolas orgénicas. A producdo organica no Brasil é devida principalmente a
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agricultura familiar (PADUA; SCHLINDWEIN; GOMES, 2013; MORAIS; OLIVEIRA,
2017).

Brasil tem o maior mercado de produtos organicos na América Latina, mas tém
mostrando um crescimento lento nos Gltimos anos por causa de crises politicas e econdmicas
(WILLER; LERNOUD, 2017). A produgdo organica nacional vem crescendo mais de 20% ao
ano, mas esse crescimento € inferior & demanda pelos produtos, o que € agravado pelo fato de
que 70% da producéo é exportada para a Europa (SEBRAE, 2017).

Em 2014, a agricultura organica no Brasil movimentou cerca de R$ 2 bilhdes,
onde em 2015 a éarea cultivada em sistema orgéanico foi de aproximadamente 950.000
hectares, produzindo café, cacau, acai, guarana, arroz, sucos, castanha do Brasil, cana-de-
acucar, mel, laticinios, palmito, ovos e hortalicas (MAPA, 2016; MORAIS; OLIVEIRA,
2017). No periodo de 1991 a 1996, no municipio de Taua (CE), foi implantada uma das
primeiras experiéncias de proposta da agricultura organica no Nordeste do Brasil (ALENCAR
etal., 2013)

E possivel destacar algumas tentativas de incentivo & producao organica no Brasil,
como o Decreto n° 7.794 de 2012 (BRASIL, 2012), que institui a Politica Nacional de
Agroecologia e Producdo Orgéanica (PNAPO), com o objetivo de integrar, articular e adequar
politicas, programas e a¢Ges indutoras da transicdo agroecolégica e da producgdo organica e de
base agroecoldgica, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel e a qualidade de vida da
populacdo, por meio do uso sustentdvel dos recursos naturais e da oferta e consumo de
alimentos saudaveis.

A viabilidade econdmica dos alimentos organicos encontra-se em consideravel
ascensdo (PADUA; SCHLINDWEIN; GOMES, 2013), mas ainda existe a necessidade de
conceder maior incentivo e visibilidade as experiéncias organicas ja existentes e estimular as
politicas publicas fortalecedoras da agricultura organica nacional, com o intuito de ampliar o
didlogo com a sociedade e demonstrar os beneficios e vantagens provenientes da producéo
organica (MORAIS; OLIVEIRA, 2017).

O arcabouco de regulamentagtes (exemplos: Instru¢cdo Normativa n® 007 de 31 de
dezembro de 1999, Lei n° 10.831 de 2003, Decreto 6.323 de 2007, dentre outras) utilizado na
administracao do sistema de producdo organica no Brasil, possuem as bases de classificagdo
dos procedimentos permitidos, tolerados e proibidos (MARINI et al., 2016; SILVA; SILVA,
2016; MORAIS; OLIVEIRA, 2017; SAMBUICHI et al.,, 2017). Assim, as normas e

regulamentacOes vigentes auxiliam a garantia de qualidade dos sistemas de producdo e do
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produtor, protegendo o consumidor contra qualquer irregularidade que possa compromete a
integridade da producéo orgéanica (MORAIS; OLIVEIRA, 2017).

2.2.2 Certificacéo de produtos organicos no Brasil

A quantidade de estabelecimentos agricolas organicos no Brasil que possuem
certificacdo ainda é tida como sendo baixa (MORAIS; OLIVEIRA, 2017), isto porque, a
certificacdo € vista como um processo complicado para os produtores que, frequentemente,
ndo conhecem 0s meios € nem possuem 0S recursos Necessarios para sua concretizacdo
(MEDAETS; FONSECA, 2005; MOOZ; SILVA, 2014; MORAIS; OLIVEIRA, 2017). Qutro
aspecto relevante é o custo gerado pelo processo da certificacdo, que diversas vezes em
decorréncia do baixo volume de producdo acaba inviabilizando a unidade de producao
(MOOZ; SILVA, 2014).

De acordo com Mooz e Silva (2014) a certificacdo organica € um processo de
auditoria de origem e trajetoria de produtos agricolas e industriais, desde sua fonte de
producdo até o ponto final de venda ao consumidor. Segundo Marini et al. (2016) com a
certificacdo é possivel atestar um procedimento de verificacdo da conformidade do produto ou
do processo em funcdo de padrdes estabelecidos, através da avaliacdo de todas as atividades
indispensaveis para a determinagcdo a cerca do cumprimento de requerimentos especificos,
garantindo-se assim, que um produto atenda determinados padrdes desejados.

Para que um produto seja reconhecido legalmente como organico, ele deve
respeitar algumas exigéncias legais de certificagdo (GOMES; FRINHANI, 2017; MORAIS;
OLIVEIRA, 2017). Assim, o processo de certificacdo orgénica busca garantir um
produto/processo de qualidade aos consumidores (SOUZA; MACHADO; DALCIN, 2015;
MORAIS; OLIVEIRA, 2017). Atualmente no Brasil existem duas vertentes para as condi¢des
de entrada no mercado de certificacdo de organicos: a certificagdo para o mercado nacional e
a certificacdo para o mercado internacional (MUNOZ et al., 2016; MORAIS; OLIVEIRA,
2017).

O Decreto n° 6.323 de 2007 (BRASIL, 2008b) possibilita que a certificagcdo da
producdo organica a nivel nacional seja efetuada por meio de Organismos de Certificacdo da
Conformidade Organica constituidos como pessoas juridicas, de direito publico ou privado,
com ou sem fins lucrativos, previamente credenciados junto ao MAPA, no ambito do Sistema

Brasileiro de Avaliacdo da Conformidade Organica (SisOrg).
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Todos os produtos organicos brasileiros, com excec¢do dos que se originam da
venda direta por agricultores familiares, devem ser identificados por meio do Selo organico
SisOrg, cujo objetivo é facilitar ao consumidor identificar os produtos organicos, reforcando a
garantia, de acordo com os regulamentos técnicos da producdo organica (BRASIL, 2008a).

Um aspecto que deve ser verificado é que no selo orgénico SisOrg deve vir a
especificacdo do sistema de avaliacdo da qualidade orgénica utilizado, como mostra a Figura
2.5 (Instrugio Normativa 18 de 2014; BRASIL, 2008a; MAPA, 2009; MUNOZ et al., 2016),

podendo ter a versdo colorida, preto e cinza ou preto e branco (BRASIL, 2014).

Figura 2.5 — Selos Federais do SisOrg para produtos organicos no Brasil verséo colorida.
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Fonte: MAPA (2009).

Com o selo é possivel identificar os produtos orgénicos em que a avaliacdo da
conformidade foi realizada por organismos credenciados pelo MAPA (MAPA, 2009; SILVA,
MELO; MELO, 2016), atestando que o produtor adota criteriosamente as regras das entidades
certificadoras a qual estd associado e que o produto é cultivado sobre regras estabelecidas e
fixadas, garantindo ao consumidor que o sistema de producdo adotado ndo apresenta riscos de
contaminacdo no alimento, a saude do consumidor ou meio ambiente (SILVA; MELO;
MELO, 2016; MORAIS; OLIVEIRA, 2017).

Os produtos organicos certificados devem adotar o selo, exceto no caso dos
produtores que fazem a venda direta aos consumidores (MUNOZ et al., 2016). Além do selo
federal SisOrg, pode vir na embalagem o selo da certificadora responsavel pela certificagéo,
ou seja, 0 selo dos OAC (Organismos de Avaliacdo da Conformidade) Organica, como mostra

a Figura 2.6.
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Figura 2.6 — Exemplo de embalagem contendo a certlflcagao federal SlsOrg e OAC organica.

Fonte: Autor (2016).

Das 24 certificadoras credenciadas pelo MAPA que atuam no Sistema Brasileiro
de Avaliacdo da Conformidade Organica (Sistema Participativo), duas possuem sede no Ceara
(CE), uma em Quixeramobim e a outra em Crateds (MAPA, 2017), enquanto dos 11
Organismo de Avaliagdo da Conformidade Organica pela certificagdo por auditoria
(Certificadoras) ndo existe nenhum com sede no Ceard. De acordo com Madail, Belarmino e
Bini (2011) e Castro Neto et al. (2010) no ano de 2006, o Ceara possuia 381.014
estabelecimentos agricolas, dos quais 4.865 eram voltados para agricultura organica, mas
apenas 167 possuiam certificacao.

Cada pais possui a prépria legislacdo para a producdo e comercializacdo de
produtos organicos, devendo ser analisado pelo produtor cada aspecto, caso ele deseje vender
0s seus produtos no exterior, buscando uma certificacdo que atenda as exigéncias do mercado
comprador (BRASIL, 2008b; MADAIL; BELARMINO; BINI, 2011; MEDAETS;
FONSECA, 2005; WILLER; LERNOUD, 2016; WILLER; LERNOUD, 2017; MORAIS;
OLIVEIRA, 2017).

Conforme BRASIL (2008) alguns produtos destinados exclusivamente a
exportacdo precisam estar de acordo com certas exigéncias do pais importador que, diversas
vezes, ndo fazem parte ou sdo até proibidas pela regulamentacdo brasileira, e nestes casos,
seus rotulos ndo recebem o Selo do SisOrg, e devem conter a seguinte informacéo:
PRODUTO EXCLUSIVO PARA EXPORTACAO (BRASIL, 2008a). Vale ressaltar que
independentemente do mecanismo de certificagdo, todos os produtos devem ser cadastrados
junto a0 MAPA (SEBRAE, 2017).

O certificado do produtor pode ser retirado pela certificadora, que tem a
autonomia para tal acéo, caso seja descumprida as normas da legislagéo vigente (MORAIS;

OLIVEIRA, 2017). Desta forma, se um produto agricola vendido ou rotulado como orgénico
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contém qualquer agrotdxico detectdvel ou outro residuo ndo organico ou substancia natural
proibida, o correto € investigar e determinar se o programa de certificacdo orgénica foi
violado, pois os alimentos que contém residuos em niveis que sdao maiores que a
contaminacdo ambiental residual inevitavel, ndo podem ser vendidos ou rotulados como
produtos orgénicos (BENBROOK; BAKER, 2014).

Mesmo havendo leis que regulamentam o0s produtos organicos, muitos
oportunistas veem na sustentabilidade e agricultura organica uma possibilidade de ganhar
dinheiro facil, e com isso, simulam estar vendendo produtos nem um pouco organicos,
quando na verdade, fazem uso excessivo de agrotoxicos ou, até mesmo, compram esses
produtos em feiras convencionais (GOMES; FRINHANI, 2017).

2.3 Pimentédo (Capsicum annuum L.)

O pimentéo originou-se na regido tropical sul-americana centrada no que é hoje a
Bolivia (RIVERA et al., 2016). Ele é encontrado principalmente em zonas tropicais e umidas
da América Central e do Sul (GIUFFRIDA et al., 2013; MOKHTAR et al., 2016; JADON et
al., 2016), e cultivado em locais como Brasil (JADON et al., 2016; SANTOS et al., 2017),
Peru, Bolivia, Costa Rica, México, Europa, China, india (JADON et al., 2016), Israel,
Holanda, Bélgica, Reino Unido, Canadd (FRANS et al., 2017) e Paquistdo (ALI; KHAN;
ASHFAQ, 2017). O pimentdo ndo € um legume, mas sim uma fruta (GIUFFRIDA et al.,
2013; RIVERA et al., 2016; SHUKLA et al., 2016; MOKHTAR et al., 2016; LAMA et al.,
2016). Outros termos utilizados para o pimentdo séo hortalica ndo folhosa (ANVISA, 2016) e
hortalica-fruto (VERAS et al., 2015), porém um termo mais correto é fruto (PEREIRA;
CARVALHO; PINHEIRO, 2013; PEREIRA et al., 2015).

Os frutos do pimentdo apresentam trés formatos tipicos: retangular, cdnico e
quadrado (MAROUELLI; SILVA, 2012). Também conhecido como pimenta sino (bell
pepper) ou pimenta doce (sweet pepper) (SHUKLA et al., 2016), ele possui cor verde escuro
gue muda para tons amarelos e vermelhos durante os estagios de maturacdo (GOMES et al.,
2014; BARROS et al., 2016). No Brasil, o pimentdo é consumido principalmente na forma de
fruto verde (MAROUELLI; SILVA, 2012; TRECHA; LOVATTO; MAUCH, 2017). Para
Pereira, Pinheiro e Carvalho (2013), apesar de o pimentdo verde continuar sendo 0 mais

importante em volume comercializado, os pimentdes vermelhos e amarelos, com sabor mais
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suave e melhor digestibilidade, aos poucos conquistam novos consumidores, embora sejam
mais caros.

De acordo com as diretrizes da Direcdo da Saude e Seguranca Alimentar da
Comissao Europeia (DG SANTE), os pimentbes sdo classificados no grupo de commodities
de "alto teor de &gua”, juntamente com vegetais frutificantes/cucurbitaceas (SANTE, 2017). O
pimentdo € um membro da familia Solanaceae (GIUFFRIDA et al., 2013; JADON et al.,
2016; RIVERA et al., 2016; MOKHTAR et al., 2016; SHUKLA et al., 2016) , considerado
um dos vegetais mais populares (JADON et al., 2016; SHUKLA et al., 2016).

Os pimentdes sdo bastante nutritivos (JADON et al., 2016; LAMA et al., 2016;
MAHMOOD et al., 2017), por constituir uma rica fonte de &cido félico (JADON et al., 2016;
ALI; KHAN; ASHFAQ, 2017), calcio (PEREIRA; PINHEIRO; CARVALHO, 2013; JADON
et al., 2016; MARDANI-TALAEE et al., 2017), vitamina A, vitamina B6 (JADON et al.,
2016; MARDANI-TALAEE et al., 2017; ALI; KHAN; ASHFAQ, 2017), vitamina E
(BOGUSZ JUNIOR et al., 2017; ALI; KHAN; ASHFAQ, 2017) e vitamina C (PEREIRA;
PINHEIRO; CARVALHO, 2013; DAOOD et al., 2014; JADON et al., 2016; LAMA et al.,
2016; BOGUSZ JUNIOR et al., 2017; MARDANI-TALAEE et al., 2017; ALI; KHAN;
ASHFAQ, 2017). A concentragéo de vitamina C no pimentdo varia cerca de 76 a 243 mg por
100 g, e aumenta a medida que as frutas amadurecem (LAMA et al., 2016), e quando maduro
o0 pimentdo é excelente fonte de vitamina A (PEREIRA; PINHEIRO; CARVALHO, 2013).

Além disso, os pimentdes sdo uma boa fonte de antioxidantes (DAOOD et al.,
2014; LAMA et al., 2016; MARDANI-TALAEE et al., 2017), como polifendis (DAOOD et
al., 2014; LAMA et al., 2016) e carotenodides (PEREIRA; PINHEIRO; CARVALHO, 2013;
DAOOQD et al., 2014; GOMES et al., 2014; MOKHTAR et al., 2016; DOGAN; SELCUK;
ERKAN, 2016; BOGUSZ JUNIOR et al., 2017). Estas substancias possuem potenciais
propriedades funcionais (MOKHTAR et al., 2016) que podem reduzir o risco de desenvolver
varios tipos de doengas degenerativas e cronicas, como por exemplo, o cancer (GOMES et al.,
2014; LAMA et al., 2016). Todavia, os niveis destes compostos bioativos costumam variar de
acordo com o genotipo, estagio de maturidade e condi¢bes durante o crescimento e pds-
colheita (BOGUSZ JUNIOR et al., 2017).

O pimentdo é uma fruta bastante valiosa no mundo (GIUFFRIDA et al., 2013;
RIVERA et al., 2016; SHUKLA et al., 2016; MOKHTAR et al., 2016; FRANS et al., 2017),
sendo cultivado e consumido em quase todo o Brasil (MOURA; GUIMARAES; LIMA, 2015;

NUNES JUNIOR et al., 2017), e esta entre os dez vegetais com maior importancia econémica
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e social (NUNES JUNIOR et al., 2017). Embora o pimentio seja uma planta de verdo, ele é
produzido também no inverno com o uso de cultivo em estufa (PEREIRA; PINHEIRO;
CARVALHO, 2013). Ele € usado de forma elevada no mundo culinério devido a sua cor
intensa (GOMES et al., 2014; BOGUSZ JUNIOR et al., 2017) e forte sabor (GOMES et al.,
2014; BOGUSZ JUNIOR et al., 2017), uma combinagdo de dogura e picancia com uma
textura crocante, podendo ser consumido cru ou cozido (JADON et al., 2016), e amplamente
utilizado como corante alimentar natural quando estdo na fase madura (GIUFFRIDA et al.,
2013; MOKHTAR et al., 2016; JADON et al., 2016) e também como ingrediente em
medicina (SCHOR et al., 2017).

No Brasil e em outros paises, o pimentdo vermelho é considerado como um dos
vegetais mais importantes em termos de volume de producdo e valor comercial (GOMES et
al., 2014; BARROS et al., 2016), sendo utilizado para producéo de paprica e corantes naturais
(MAROUELLLI; SILVA, 2012). O pimentdo é cultivado geralmente em campo aberto nas
regibes onde as temperaturas sdo elevadas, pois sob tais condi¢des ele se desenvolve melhor e
€ mais bem produzido, mas em regides Sudeste e Sul do Brasil, o cultivo predominante € em
casa de vegetacdo ou estufas, por causa das baixas temperaturas e das geadas (TRECHA;
LOVATTO; MAUCH, 2017). Estima-se que o volume total comercializado de pimentdo no
ano de 2016 foi de 554.903,97 toneladas (CNA, 2017).

O pimentdo vendido no mercado cearense € proveniente dos municipios de
Guaraciaba do Norte, Sdo Benedito, Tiangua, Ubajara, Ipu, Limoeiro do Norte e Pena Forte,
sendo gque uma parcela também € oriunda do Espirito Santo e Sdo Paulo (CEASA - CE,
2017). No Cearad o pimentdo € valorizado ndo somente em razdo da forte participacdo na
culinaria doméstica e empresarial, mas também em decorréncia do aspecto social que exibe
no local de produtividade (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007).

Mesmo existindo uma grande variedade de pimentbes, cerca de 60 tipos, entre
hibridos e cultivares, a preferéncia dos consumidores cearenses esta centrada nos pimentdes
verdes e, tradicionalmente, nos de formato conico, embora o pimentdo verde quadrado tenha
boa aceitabilidade nos supermercados de Fortaleza (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007). A
producdo orgénica do pimentdo surge, simultaneamente, como uma tendéncia de

oportunidade de negécio e um grande desafio para os produtores (GUIMARAES, 2013).
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2.3.1 Pragas e tratos culturais

Um dos principais problemas enfrentados por produtores de pimentdo no pais é a
susceptibilidade as pragas e doencas, decorrente da diversidade climatica dos locais de
producdo ser muito grande e pelo fato do cultivo ser de forma intensiva em estufas ou em
campo aberto, gerando perdas significativas na producgdo e grandes prejuizos (AZEVEDO et
al., 2006; MOURA; GUIMARAES; LIMA, 2015).

A cultura do pimentdo é alvo de grande nimero de aplicacGes de agrotoxicos
visando o controle das infestagdes (MOURA, 2015; MOURA; GUIMARAES; LIMA, 2015),
principalmente de compostos que apresentam elevada toxicidade, amplo espectro de acdo e
ndo sdo registrados para o controle de pragas nessas culturas (MOURA, 2015), aumentando
problemas de residuos desses compostos e 0s riscos de intoxicacdo dos consumidores
(MOURA, 2015; MOURA; GUIMARAES:; LIMA, 2015).

Apesar dos avancos tecnoldgicos incorporados no cultivo convencional do
pimentdo, os insetos e as doencas ainda sao problemas na producao e pos-colheita (TRECHA,;
LOVATTO; MAUCH, 2017). Dentre as doencas que afetam o plantio de pimentdo estdo as
viroses (AZEVEDO et al., 2006; MOURA, 2015; SHUKLA et al., 2016; PEREIRA et al.,
2015), os acaros, as tripes (AZEVEDO et al., 2006; MOURA, 2015; SHUKLA et al., 2016),
0 oidio (fungo) (AZEVEDO et al., 2006; PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013;
PEREIRA et al., 2015), a antracnose (fungo), a murcha bacteriana, murcha de fit6ftora
(AZEVEDO et al., 2006; VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007; PEREIRA; CARVALHO;
PINHEIRO, 2013; PEREIRA et al., 2015) e os nematoides (MOURA, 2015; PEREIRA et al.,
2015).

A alta qualidade do pimentdo é ameacada por uma doenca conhecida como
apodrecimento interno da fruta, que foi encontrada na producdo de pimentdo em todo o
mundo, sendo causada principalmente por membros de fungos das espécies Fusarium lactis
(FLASC) e por uma menor extensdo por Fusarium oxysporum e Fusarium proliferatum
(FRANS et al., 2017). A perda de rendimento devido a infestacdo combinada de acaros e
tripes é estimada em cerca de 50%, onde a aplicacdo de agrotéxicos é a forma mais utilizada
nas infestagdes por virus (SHUKLA et al., 2016). Uma variedade de inseto que danifica o
pimentdo durante o0 seu crescimento é o pulgdo verde do péssego (Myzus persicae), cujo
tratamento consiste principalmente na utilizacdo de inseticidas sintéticos (MARDANI-
TALAEE et al., 2017).
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As duas principais ameacas das plantas do pimentdo cultivadas em estufa sdo o
oidio em p6 (PM) e o virus da murcha manchada do tomate (TSWV) (SCHOR et al., 2017).
Os fungos do oidio promovem acentuada desfolha (BLAT et al., 2005; PEREIRA;
PINHEIRO; CARVALHO, 2013), como consequéncia, os frutos ficam expostos a queima
pela radiacdo solar, e a planta produz menor nimero de frutos e com tamanho
reduzido (PEREIRA; PINHEIRO; CARVALHO, 2013). O oidio causado pelo fungo
Oidiopsis taurica, pode resultar em desfolha de até 75% e perdas de até 40% na producéo,
sendo o unico entre os oidios que tem habito de crescimento interno (BLAT et al., 2005).

O Oidiopsis taurica promove um crescimento branco pulverulento caracteristico
na face inferior das folhas mais velhas, que com o progresso da doenca acaba afetando as
folhas jovens (PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013). A ocorréncia frequente de oidio,
bem como a inexisténcia de cultivares resistente e ingredientes ativos registrados junto ao
MAPA para seu controle, muitos produtores de pimentdo utilizam agrotdxicos sistémicos de
forma indevida, propiciando a contaminacdo dos frutos por residuos, que maioria das vezes
ndo garante o controle satisfatério da doenca (PEREIRA; PINHEIRO; CARVALHO, 2013).

No Estado do Ceara, as doencas que ocorrem mais comumente sdo antracnose,
murcha-de-fitoftora e mancha-bacteriana, onde as duas Ultimas sdo decorrentes das condi¢des
de elevada umidade na regido produtora (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007). A antracnose
(Colletotrichum spp.) é altamente destrutiva, causa perdas severas em pimentdo cultivado
durante periodos chuvosos e guentes, podendo atingir todos os estagios de desenvolvimento
da planta, até os frutos apds a colheita, onde a forma mais comum da antracnose sdo as lesées
circulares, de coloragdo escura e alaranjada, como mostra a Figura 2.7 (AZEVEDO et al.,
2006). Ela afeta toda a parte aérea da planta, porém, os danos mis significativos ocorrem nos
frutos (PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013).

Figura 2.7 — Frutos de pimentdo com antracnose.
—aa — - -
. ] - 4

Fonte: Pereira, Carvalho e Pinheiro (2013).
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Apesar dos sintomas da antracnose poderem ocorrer tanto durante o
desenvolvimento da cultura no campo quanto na pdés-colheita, somente os frutos exibem
sintomas tipicos (FRANCA et al., 2015). No Brasil, a maioria das descri¢cfes de antracnose
em pimentdes indica o fungo Colletotrichum gloeosporioide como o responsavel pela doenca
(VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007; FRANCA et al., 2015), apesar de outras espécies do
mesmo género também poderem causar a doenca, em geral, resultam na reducdo direta da
qualidade e quantidade da producdo (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007). Em um ataque
severo, até 100% dos frutos podem ser afetados, ocasionando perda total para o produtor
(AZEVEDO et al., 2006; VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007). H& muitos anos, o método de
controle da antracnose do pimentdo no Brasil mais difundido é a aplicacdo de fungicidas
(FRANCA et al., 2015).

Em regides muito Umidas a murcha-de-fitoftora (Phytophthora spp.) é uma
importante doenca do pimentdo, podendo ser causada por trés espécies de pseudofungos, o
Phytophthora infestans, o Phytophthora nicotianae e o Phytophthora capsici, que em geral,
sdo agressivos e de dificil controle, onde o ultimo é o mais comumente encontrado (VIANA;
FREIRE; PARENTE, 2007). Ela pode afetar as mudas ainda em sementeira ou plantas adultas
no campo (PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013). O sintoma mais imediato do ataque
dessa doenca é o aparecimento de plantas murchas (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007),
principalmente nas horas mais quentes do dia (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007,
PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013; PEREIRA et al., 2015), como pode ser visto na
Figura 2.8 (A).

Figura 2.8 — Sintoma do ataque de Phytophthora capsici em pimentdo, (A) plantas murchas;
(B) apodrecimento do caule; (C) fruto recoberto com o micélio branco do fungo.
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Fonte: Adaptado de Viana, Freire e Parente (2007); Pereira,

Carvlho, Pinheiro (2013).
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A doenca ocasiona, comumente, uma podriddo Umida no colo e raizes como
mostra a Figura 2.8 (B), que resulta na murcha e, posteriormente, a seca e morte das plantas,
mas dependendo do estadio de desenvolvimento, pode ser que a planta infectada ndo seque,
contudo os frutos poderdo murchar, ficando inateis a comercializacdo (VIANA; FREIRE;
PARENTE, 2007; PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013). Em um ambiente de
umidade muito elevada, o fungo pode desenvolver em abundancia micélio de coloracéo
branca sobre os ramos e frutos, gerando manchas encharcadas nas folhas, ramos e frutos
(VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007). A Figura 2.8 (C) apresenta o fruto do pimentao
recoberto com o fungo.

Em regibes Umidas, ou com periodos de umidade e temperatura elevadas, a
pustula ou mancha-bacteriana (Xanthomonas spp.) é a mais importante dentre as bacterioses
do pimentdo (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007), onde a bactéria Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria é considerada a espécie mais de cor verde-escura e com aspecto encharcado
(PEREIRA et al., 2015), que, ao crescerem, se tornam pardas e depois necrosam (Figura 2.9
A), podendo ocorrer um grande numero de lesdes e, consequentemente, as folhas caem com
facilidade (VIANA; FREIRE; PARENTE, 2007).

Tanto em ambiente protegido quanto no campo, a mancha-bacteriana pode causar
danos significativos nas folhas, provocando perda da producdo e da qualidade dos frutos
(MOREIRA et al., 2015). Ja nos frutos, as lesGes sdo inicialmente esbranquicadas e depois
com os centros escurecidos (PEREIRA et al., 2015), circundadas por um halo castanho escuro
(Figura 2.9 B), onde a bactéria é capaz de diminuir sensivelmente a producdo devido a
depreciacdo causada ao fruto, impedindo sua comercializacdo (VIANA; FREIRE; PARENTE,
2007).

Figura 2.9 — Sintoma do ataque de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria em pimentéo,
(A) folha de pimentdo com pustulas; (B) frutos com cancros pronunciados.
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Fonte: Viana, Freire e Parente (2007).
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Um estudo realizado por JARDIM e CALDAS (2012) sobre os resultados do
PARA (Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos) da ANVISA, de
2001 a 2010, mostrou que o pimentdo era a culturaa com a maior porcentagem de
irregularidades. O pimentdo foi o primeiro na lista de alimentos mais contaminados por
agrotoxicos OFs entre 2010 a 2012 (ANVISA, 2011, 2013), mas no periodo de 2013 a 2015,
as amostras de pimentdo analisadas mostraram uma diminuicdo significativa desse grupo
quimico (ANVISA, 2016).

2.4 Gestdo Ambiental (GA)

Segundo Barbieri (2011) a Gestdo Ambiental (GA) pode ser entendida como
diretrizes e atividades administrativas e operacionais realizadas com o objetivo de obter
efeitos positivos sobre 0 meio ambiente, tanto reduzindo, banindo ou compensando os danos
causados pelas a¢cdes humanas, quanto evitando que eles surjam. Ao examinar o entendimento
de GA é importante rever o conceito de Desenvolvimento Sustentavel, que visa identificar o
aumento dos problemas ambientais e de sua relagdo com as questbes socioeconémicas,
perante a necessidade de garantir um meio ambiente saudavel para as geracOes futuras
(MORAES et al., 2018).

A forma de gerenciar o uso dos recursos é o alicerce que pode acentuar ou
minimizar os impactos, onde a GA fornece um conjunto de procedimentos para gerir ou
administrar uma organizacdo na sua interacdo com o meio ambiente (MATTOS, 2009). As
unidades de producdo agricola precisam introduzir a GA em suas atividades, incorporando
uma variavel ambiental junto a producdo, para permitir usar de forma mais adequada 0s
recursos naturais (ZAMBERLAN et al., 2014).

Os reservatorios ambientais, incluindo o solo e a agua, foram contaminados
continuamente por agrotéxicos utilizados para fins agricolas (ARIAS et al., 2014), e a GA
surgiu como uma forma de evitar o processo degradador e impactante ao meio ambiente,
causado pelo uso indiscriminado de agrotoxicos (MATTQOS, 2009), que pode chegar até os
seres humanos através de residuos dos agrotoxicos em alimentos, agua contaminada e pelo ar
(MORAES et al., 2018).

A conscientizagdo ambiental da populagdo, em conjunto com a GA, vem

crescendo em combinagdo com outras preocupacdes sobre a seguranga dos alimentos, gerando
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cada vez mais 0 questionamento sobre as préaticas da agricultura moderna (MATTQOS, 2009).
De acordo com Chowdhury et al. (2013) alguns vegetais costumam conter mais de um
residuo, especialmente aqueles que sdo altamente sensiveis as pragas e, portanto, podem
exigir maltiplas aplicacbes sucessivas de agrotoxicos. As mudancas na percepcdo do
consumidor em relacdo a qualidade e seguranca dos alimentos resultaram na exigéncia de
melhores praticas agricolas, o que levou a transparéncia e rastreabilidade dos agrotéxicos
usados em diversas aplicacfes (RAI et al., 2016).

O poder publico deve fazer uso do poder de comando e controle, ou seja,
estabelecendo padrbes, bem como verificando se estes padrGes estdo sendo respeitados
(NASCIMENTO, 2012), e apesar do mundo rural ter algumas especificidades, a legislacéo
ambiental é uma s6 (DAL FORNO, 2017), onde o poder publico possui o poder de penalizar,
corrigir e incentivar medidas ambientalmente justas, e que, além disso, facam parte de seu
interesse econdmico (NASCIMENTO, 2012).

2.5 Ecotoxicologia dos agrotoxicos

O uso de agrotoxicos é propagado na agricultura em todo o mundo, porém poucos
paises estabeleceram programas de vigilancia de intoxicacdo da vida selvagem (BERNY,
2007; KOHLER; TRIEBSKORN, 2013). Ecotoxicologia trata da conex&o entre os poluentes
quimicos (naturais ou sintéticos), o ambiente em que sdo espalhados e a biota naquele
ambiente (STUTZER; GUIMARAES, 2003; CARVALHO; PIVOTO, 2011). A
ecotoxicologia dos agrotoxicos do ponto de vista ambiental pode ser estabelecida através de
estudos que determinam o comportamento ambiental do produto quanto a biodegradabilidade,
sor¢do (adsorcdo/dessorcdo) e mobilidade (CARVALHO; PIVOTO, 2011).

Dados relativos a taxa em que as substancias ativas dos agrotoxicos se dissipam
nas plantas sdo importantes para uma gama de diferentes avaliacbes de risco (LEWIS;
TZILIVAKIS, 2017), mas muitos dados sobre agrotdxicos permanecem dispersos e/ou ndo
disponiveis publicamente, onde deficiéncias estdo inevitavelmente associadas a pesquisa
sobre incidentes, decorrentes da dificuldade em discriminar entre envenenamento e outras
causas de morte e as limitacGes da deteccdo analitica de agrotoxicos em carcacgas de animais
(BERNY, 2007; KOHLER; TRIEBSKORN, 2013). Os dados tendem a ser altamente

flexiveis, sendo dependente ndo apenas do comportamento fisico-quimico da substancia ativa,
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mas tambeém do tipo de matriz vegetal, forma geral da planta (por exemplo, hébitos de
frutificacéo), textura (por exemplo, presenca de ceras) (LEWIS; TZILIVAKIS, 2017)

Kohler e Triebskorn (2013) fizeram um belissimo trabalho referente a
ecotoxicologia dos agrotdxicos na vida silvestre, mostrando que apesar de muitas vezes
sabermos 0 modo de acdo de um agrotoxico nas espécies-alvo, ainda ndo entendemos o
impacto total dos efeitos colaterais indesejados sobre a vida silvestre, particularmente em
niveis mais altos de organizagédo bioldgica, como populacdes, comunidades e ecossistemas.
Kohler e Triebskorn (2013) relatam que durante os anos mais recentes, 0 aumento mais
substancial na taxa de publicagfes na literatura foi referente aos organofosforados, que
exibem propriedades de disrupcdo tireoidiana em anfibios, peixes, roedores e aves, além de
prejudicar as funcdes metabdlicas, como termorregulacdo, ingestdo de agua e / ou alimentos e
comportamento em vertebrados, dentre outros problemas.

Os agrotoxicos devem ser bem estudados, para que seus riscos potenciais possam
ser muito bem estabelecidos, onde medidas para mitigar seus possiveis impactos devem ser
minuciosamente determinadas por meio de acGes regulatdrias e técnicas (STUTZER et al.,
2003; CARVALHO; PIVOTO, 2011).

2.6 Monitoramento de agrotdoxicos em alimentos

O monitoramento de agrotoxicos no meio ambiente é uma ferramenta de suma
importancia na caracterizacdo e no gerenciamento dos riscos ambientais resultantes do uso
desses produtos em condigdes reais (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009), como
também uma forma de medida na minimizacdo do risco potencial da contaminagdo por
agrotoxicos em humanos (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; BAKIRCI et al., 2014) e
para ajudar no cumprimento da legislacdo (MASIA et al., 2016). Conforme o Decreto Federal
Brasileiro n° 4.074 de 2002, o monitoramento de agrotoxicos também pode fazer parte da
avaliagcdo no processo de registro de novos produtos, ou ainda, da reavaliacdo dos produtos
em utilizacdo.

O monitoramento e a avaliacdo dos impactos do uso dos agrotoxicos devem ser
vistos como atividades vitais para assegurar a sustentabilidade dos sistemas de producéo
agropecuarios que utilizam tais insumos (GOMES; BARIZON, 2014), desempenhando um
papel muito importante para garantir a conformidade com os regulamentos (BLANKSON et

al., 2016), assim como, garantindo que as aplica¢des destes insumos sejam feitas de acordo
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com as BPA propostas (PORTOLES et al., 2014; CABRERA et al. 2016; BLANKSON et al.,
2016) e o produto seja seguro para o consumidor (PORTOLES et al., 2014; CHUNG, 2018).
Se BPA forem aplicadas de forma eficiente, a quantidade de residuos de agrotoxicos ficara
abaixo do nivel maximo de residuos correspondente (CHUNG, 2018).

O monitoramento de residuos de agrotdxicos atua como uma préatica essencial na
garantia da seguranca alimentar JOKANOVIC, 2012; MELO et al., 2012; CABRERA et al.
2016; MUNOZ et al., 2017) e prevencdo da contaminagdo através da cadeia alimentar
(MELO et al., 2012; MUNOZ et al., 2017). Existem trés pilares importantes na legislacio que
garantem o controle dos residuos de agrotoxicos através da cadeia alimentar: (i) produtos
autorizados; (ii) limites maximos de residuos (LMR) e (iii) diretrizes dos métodos analiticos
(MASIA et al., 2016).

Acdes governamentais e também do setor privado passaram a estabelecer uma
maior importancia em relacdo a andlise de residuos de agrotdxicos, onde existe uma pressao
crescente para o aperfeicoamento do desempenho analitico, demandando um aumento da
eficiéncia através da diminuicdo do custo e do tempo das analises (PRESTES et al., 2009). O
monitoramento de residuos quimicos nos alimentos é necessario para assegurar que a
exposi¢do humana aos agrotoxicos (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; PRESTES et
al., 2009; BAKIRCI et al., 2014; CHIESA et al., 2016), principalmente pela ingestéo
dietética, ndo exceda os niveis toleraveis (CHIESA et al., 2016).

Segundo a WHO, em média, 30% da dieta consiste em frutas e vegetais (LEMOS
et al., 2016; QUIJANO et al.,, 2016), sendo consumidos principalmente crus ou semi-
processados (LEMOS et al., 2016), e consequentemente, espera-se que eles contenham
maiores niveis de residuos de agrotdxicos (CHOWDHURY et al., 2013; QUIJANO et al.,
2016; LEMOS et al., 2016) em comparacdo com outros grupos de alimentos de origem
animal (QUIJANO et al., 2016). Os agrotoxicos tém a capacidade de penetrar no interior das
folhas e polpas do vegetal, e mesmo ap6s uma lavagem e retirada de cascas e folhas externas,
ndo é possivel eliminar os residuos de agrotdxicos de suas partes internas (ANVISA, 2013,
2014).

Um pré-requisito para a obtengéo de resultados de alta qualidade em um programa
de fiscalizagdo e monitoramento é o desenvolvimento de meétodos e técnicas analiticas
sensiveis (CHOWDHURY et al., 2013; ZAINUDIN et al., 2015; FARAJZADEH et al.,
2016), seletivas e reprodutiveis (ZAINUDIN et al., 2015). Assim, com o intuito de controlar e

monitorar residuos, as metodologias analiticas devem identificar e quantificar com precisao a
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concentracdo de qualquer substancia presente em amostras, geralmente em niveis muito
baixos, e eles devem ser capazes de determinar a quantidade de possiveis compostos em uma
analise (FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014), onde os
métodos multiresiduos tornaram-se mais populares nos ultimos anos porque podem ser usados
para a determinacdo de uma ampla gama de compostos em um processo analitico
(BARGANSKA; SLEBIODA; NAMIESNIK, 2014).

Em iniciativa conjunta a FAO e WHO criaram o Codex Alimentarius através
grupos de especialistas que estabeleceram o Indice de Ingestdo Diéria Aceitavel (IDA) e os
LMRs para cada agrotoxico, onde até agora o Codex estabeleceu LMRs para cerca de 218
agrotdxicos (e para numerosas combinacfes de agrotoxicos/commodities) disponiveis em um
banco de dados publico (MASIA et al., 2016). Assim, ao estabelecer programas de
monitoramento de residuos de agrotdxicos em alimentos durante varios anos consecutivos €
possivel conhecer o perfil dos residuos existentes, e assim, promover a garantia de qualidade,
com foco na educacgdo dos agricultores, controle da venda de agrotdxicos, manejo integrado
de pragas e aumento da agricultura organica (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017).

Muitos paises realizam continuamente programas de gestdo de residuos em
alimentos de origem vegetal, origem animal, grdos de cereais e alimentos para bebés
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), onde cada
pais determina sua forma de monitoramento (BENBROOK; BAKER, 2014; YU et al., 2016).
Os programas de monitoramento em alimentos implementados no Brasil sdo realizados pelo
MAPA e pelo Ministério da Saude através da ANVISA (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), e
vém sendo implementados desde 2001 com o objetivo de avaliar a qualidade dos alimentos e
implementar acdes de controle de residuos de agrotoxicos (JARDIM; CALDAS, 2012;
SOUSA et al., 2013b).

Atualmente no mercado existem dois monitoramentos de residuos de agrotdxicos
em alimentos de origem vegetal, que possuem o objetivo de avaliar o cumprimento dos LMRs
nacionais: Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Vegetal (PNCRC/VEGETAL), coordenado pelo MAPA e o Programa de Analise de Residuos
de Agrotdxicos em Alimentos (PARA), coordenado pela ANVISA (JARDIM; CALDAS,
2012; LEMOS et al., 2015). Dentre os dois 0 PARA é 0 que possui maior abrangéncia tanto
nos estados (inclui o Ceara), quanto nas analises, quantidades e tipos de amostras analisadas
(JARDIM; CALDAS, 2012; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), por isso € mais abordado no
item 2.6.4.
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No entanto, quando comparados aos programas de controle internacional, o
programa de monitoramento de residuos de agrotoxicos nos alimentos no Brasil ndo estima a
realidade da exposicéo cronica decorrente do consumo, ndo gerando dados consistentes para
comparacdo ao longo de um periodo (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017). O resumo dos
resultados do PARA ¢ periodicamente publicado no site da ANVISA (JARDIM; CALDAS,
2012; ANVISA, 2017), e aqueles do PNCRC sao publicados no diario oficial do governo
(Diario Oficial da Unido - DOU) (JARDIM; CALDAS, 2012; MAPA, 2018).

2.6.1 Métodos multiresiduos

Em virtude do grande namero de agrotoxicos no mercado, 0 uso de métodos
capazes de analisar um grande nimero de agrotoxicos em uma Unica analise (multiresiduos -
MRs) é atualmente a abordagem mais comum (LOPEZ et al., 2014; GRIMALT et al., 2016;
BARBOSA et al, 2017, LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017,
SRIVASTAVA et al., 2017). No método MRs € feita a analise simultaneamente de diferentes
ingredientes ativos de agrotdxicos em uma mesma amostra, sendo ainda capaz de detectar
diversos metabolitos (ANVISA, 2016).

Nas Ultimas décadas, desenvolvimentos analiticos significativos foram alcangados
na andlise de residuos de agrotoxicos e, em muitos casos, o foco foi colocado no preparo das
amostras e na deteccdo analitica, 0 que permitiu que os Limites Maximos de Residuos (LMR)
se tornassem cada vez mais rigorosos nos produtos alimentares (JOKANOVIC, 2012). O
desenvolvimento de métodos MRs possibilitou a analise de um grande nimero de substancias
com altos percentuais de recuperacdo (exatiddo) dos analitos e a remoc¢do dos possiveis
interferentes da amostra, além de boa precisdo, robustez, reducdo do trabalho técnico e o do
uso de solventes (PRESTES et al., 2009; PRESTES et al., 2011; BASTOS et al., 2012).

Nos ultimos anos, a tendéncia tem sido que os métodos analiticos se tornem mais
rapidos (KOWALSKI; LUPO; COCHRAN, 2014; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016;
MACHADO et al., 2017) e simples (KOWALSKI; LUPO; COCHRAN, 2014; TUZIMSKI;
REJCZAK, 2016), mas ao mesmo tempo detectem niveis mais baixos (KOWALSKI; LUPO;
COCHRAN, 2014; GOLGE; KABAK, 2015b; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016), alem de serem
mais sensiveis (GOLGE; KABAK, 2015b; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016) e mais precisos na
identificacdo e quantificacdo de analitos em matrizes complexas (por exemplo, produtos
alimentares) e que sejam confiaveis (TUZIMSKI; REJCZAK, 2016).
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A utilizagdo de métodos MRs surge como uma forma mais comum e eficiente de
realizar andlises de residuos de agrotdxicos em centenas de diferentes compostos, sendo
possivel medir uma faixa de LMR de 0,01 a 10 mg.kg™ (GRIMALT et al., 2016). O método
MRs é a mais reconhecida e utilizada técnica para monitoramento de residuos de agrotoxicos
em alimentos, sendo adotada por paises como Alemanha, Austrélia, Canada, Estados Unidos,
Holanda, dentre outros (ANVISA, 2013, 2014, 2016).

A fim de determinar recomendacdes que equilibram a qualidade dos dados, bem
como tempo e investimentos financeiros, tanto o preparo da amostra como estratégias de
calibracdo sdo aspectos importantes que devem ser levados em consideragdo em um método
MR (KOWALSKI; LUPO; COCHRAN, 2014). Métodos rapidos de andlise MR séo
essenciais para simplificar e minimizar os custos da preparacdo da amostra (MORRISON et
al., 2016; MACHADO et al., 2017) , reduzindo os consumiveis e 0s residuos gerados
(MORRISON et al., 2016). O método MR favorece um monitoramento rapido e eficiente
(ANVISA, 2013, 2014, 2016), em virtude do aumento da produtividade do laboratorio
(ANVISA, 2013, 2014, 2016; LOZANO et al., 2016) pela diminuicao significativa do tempo
de andlise, reduzindo os custos (ANVISA, 2013, 2014, 2016).

Além disso, as naturezas e estruturas variadas de agrotdxicos requerem diferentes
abordagens de pré-tratamento, o que acaba aumentando o trabalho de analise e diminui a
produtividade laboratorial (XU et al., 2017). Assim, em alguns casos, ainda é necessario
desenvolver métodos simples de residuo para a analise de um agrotdxico ou alguns
agrotoxicos da mesma familia quimica (GRIMALT et al., 2016).

O método QUEChERS revolucionou o modo de anélise MR de (BARRIGA et al.,
2016; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016; RAI et al., 2016; LEE et al., 2016; RIZZETTI et al.,
2016), pois se mostrou adequado para andlises de residuos em larga escala em uma grande
variedade de matrizes (BARRIGA et al., 2016; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016; MACHADO
et al., 2017), garantindo resultados exatos, precisos e baixos limites de deteccdo para uma
grande variedade de compostos (ANASTASSIADES et al., 2003; RIZZETTI et al., 2016).
Este método de pré-tratamento é muito flexivel (LI et al., 2017b; WANG et al., 2017) e
amplamente aplicado na determinacdo de varios residuos de agrotoxicos em produtos
agricolas (GOLGE; KABAK, 2015a; GIACINTI et al., 2016; HONG et al., 2016; LI et al.,
2017b, LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; XU et al., 2017).

Existe uma necessidade clara em desenvolver métodos rapidos para a

determinacdo multiresiduos dos agrotoxicos mais utilizados, com o intuito de monitorar
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residuos de agrotdxicos nos alimentos, incluindo OFs, e garantir ndo s6 a seguranca alimentar,
mas também o cumprimento das BPA (CABRERA et al. 2016; LI et al., 2017b).

2.6.2 Limite maximo de residuos (LMRS)

Com o intuito de garantir o consumo seguro dos alimentos pela populagdo, foram
estabelecidas diferentes diretrizes em todo o mundo, restringindo a ocorréncia de residuos de
agrotoxicos nos alimentos (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; LI et al., 2014;
GONZALEZ-CURBELO et al., 2017; XU et al., 2017), e assim, governos e agéncias fixaram
LMRs para os alimentos (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; BAKIRCI; LI et al.,
2014; HE et al, 2015; STACHNIUK; FORNAL, 2016; RIZZETTI et al., 2016;
GONZALEZ-CURBELO et al., 2017; CHUNG, 2018), onde os LMRs séo especificados pela
legislagdo federal de cada pais (OSHITA; JARDIM, 2012), e para cada analito e matriz
(BRITO et al., 2002; REBELO et al., 2016). O intervalo de seguranca de cada ingrediente
ativo de agrotoxico para cada cultura agricola também ¢é estabelecido por legislacdo
(OSHITA; JARDIM, 2012).

O LMR é a quantidade méaxima de residuo de agrotéxico ou afim (metabolitos e
coadjuvantes) que permanece oficialmente nos alimentos, em virtude da aplicacdo correta em
uma fase especifica, desde sua producdo até o consumo (OSHITA; JARDIM, 2012;
BARBOSA et al., 2013; BAKIRCI; LEMOS et al., 2016; MASIA et al., 2016; GERAGE,
MEIRA; SILVA, 2017). Portanto, os valores de LMR representam a concentracdo maxima do
residuo de agrotoxico que é legalmente permitido em produtos alimentares (WALORCZYK,
2014; BAKIRCI et al., 2014), e assim, possam ser legalmente comercializados (LEMOS et
al., 2016). O LMR é expresso em partes do agrotoxico (em peso), afim ou seus residuos por
milh&o de partes de alimento (em peso) (ppm ou mg.kg™) (BRASIL, 2002).

Os LMRs limitam os tipos e a quantidade de agrotdxicos que podem estar
legalmente presentes em alimentos, de acordo com os padrdes determinados por varios érgaos
reguladores, visando minimizar a exposi¢do do consumidor a ingestdo de agrotdxicos nocivos
ou desnecessarios em todo o mundo (OSHITA; JARDIM, 2012; WALORCZYK, 2014,
BAKIRCI et al., 2014), bem como promover BPA no uso de agrotoxicos (WALORCZYK,
2014). Os LMRs ndo sao limites toxicoldgicos porque nédo representam a quantidade maxima
de substancia ativa que pode prejudicar a saude dos consumidores (LEMOS et al., 2016). Para

0 LMR de determinado ingrediente ativo em um alimento ser estabelecido de forma correta,
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alem do intervalo de seguranca proposto, & preciso levar em conta as condicdes
edafoclimaticas, pragas presentes no ambiente, indicacGes de dose e forma de aplicacgdo,
sendo esse conjunto de fatores denominado de BPA (FERMAM; ANTUNES, 2009).

Normalmente os limites estabelecidos pelo Codex Alimentarius sdo usados
quando ndo existem limites estabelecidos para um produto no pais, sendo que também podem
ser aplicados em produtos similares (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017). Os LMRs sdo
estabelecidos para cada agrotoxico e exigidos para cada cultura alimentar, considerando-se o
IDA (FERMAN; ANTUNES, 2009), apds ser demonstrado que os residuos sdo seguros para
0s consumidores, e com base na avaliagdo rigorosa de cada agrotdxico legalmente autorizado
(MASIA et al., 2016), sendo o LMR utilizado como base para o célculo da exposicdo e
avaliacdo do risco alimentar (GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017).

No Brasil, a ANVISA é a responsavel por estabelecer os LMRs (QUEIROZ;
FERRACINI; ROSA, 2012; OSHITA; JARDIM, 2012; REBELO et al., 2016; FOOD
SAFETY BRAZIL, 2018), usando dados de toxicidade de cada composto (BARBOSA et al.,
2013; LEMOS et al., 2016; REBELO et al., 2016; GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017), sendo
estabelecidos somente os LMRs para as culturas vegetais in natura (FOOD SAFETY
BRAZIL, 2018). Atualmente existem 518 ingredientes ativos de uso autorizado no Brasil,
onde cada um possui sua respectiva monografia contendo um compilado de informagdes, com
nome comum e quimico, classe de uso, classificagdo toxicoldgica e dados agronémicos, tais
como as culturas agricolas com uso autorizado, e seus respectivos LMRs vigentes (ANVISA,
2017).

Para Lemos et al. (2016) um valor acima do LMR de um agrotoxico em um
produto ndo implica necessariamente a existéncia de um risco para a salde, que poderia ser
avaliado por outros parametros, como o IDA, mas em um estudo com amostragens
estatisticamente significativas, um grande nimero de amostras que excedem o LMR pode
indicar um risco potencial para a salde e a necessidade de avaliagdo dos riscos para a saude.

As metodologias analiticas para a determinacdo de substancias tdxicas em
alimentos devem ser capazes de quantificar residuos em concentracdes muito baixas, assim
como identifica-los de maneira inequivoca, garantindo que os LMRs sejam respeitados
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

2.6.3 Indice de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA)
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O IDA é um pardmetro de seguranga utilizado para estabelecer os LMRs
(DUBUGRAS; PEREZ-GUTIERREZ, 2008; FERMAM; ANTUNES, 2009; ANVISA, 2016;
GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017). O IDA permite estimar a carga de residuos que podem ser
ingeridas em relacéo ao peso corporal ao longo da vida sem riscos a saude, obtidos atraves de
estudos toxicoldgicos (GERAGE, MEIRA,; SILVA, 2017). O IDA é a quantidade méaxima que
ingerida diariamente durante toda a vida, parece nao apresentar risco significativo a saide em
relacdo aos conhecimentos atuais, sendo expressa em miligrama (mg) do agrotdxico por
quilograma (kg) de peso corpéreo (mg.kg™ p.c.) (FERMAM; ANTUNES, 2009; ANVISA,
2016).

Assim como os LMRs, o IDA € estipulado para cada ingrediente ativo de
agrotoxico, e determinada com base em estudos nas propriedades fisico-quimicas,
metabolicas, farmacoldgicas (FERMAM; ANTUNES, 2009) e toxicologicas (FERMAM,;
ANTUNES, 2009; ANVISA, 2016) do agrotdxico, proveniente dos estudos efetuados com
animais de laboratorios e executados com procedimentos reconhecidos em nivel internacional
(FERMAM; ANTUNES, 2009). No Brasil, a ANVISA é o6rgao responsavel por estabelecer o
IDA de cada ingrediente ativo de agrotdxico para cada cultura (QUEIROZ; FERRACINI;
ROSA, 2012).

Em uma pesquisa realizada por Meira (2016) em escolas de S&o Paulo, na qual
dos 272 agrotoxicos estudados, foram encontrados 9 acima do IDA estabelecida pela
ANVISA, onde a maioria dos agrotoxicos foram classificados como muito toxicos, com 3
compostos no grupo de OFs (o acefato, a diazinona e o terbuf6s). Em outra pesquisa feita por
(GERAGE, 2016), na regido Nordeste, dos 283 agrotoxicos considerados na pesquisa, 62
compostos excederam o valor do IDA estabelecida pela ANVISA, dentre estes compostos
foram encontrados os OFs clorpirifds e dissulfotom (GERAGE, 2016).

A Tabela 2.4 apresenta os valores do IDA em relagdo as suas respectivas agéncias
reguladoras. Para o Brasil os valores foram obtidos a partir das monografias autorizadas de
cada ingrediente ativo (IA) publicadas no site da ANVISA (ANVISA, 2017), os valores no
ambito internacional foram obtidos nos seus respectivos sites (CODEX ALIMENTARIUS,
2016; EC, 2017; EPA, 2016).

Tabela 2.4 — Valores do IDA e suas respectivas agéncias reguladoras.
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Agrotoxico ANVISA Codex Alimentarius EC EPA
(mg.kg™ p.c) (mg.kg™ p.c) (mg.kgY/dia) (mg.kg/dia)
Clorpirifés 0,0100 0,0100 0,0010 0,0030
Diclorvos - 0,0040 0,00008
Dissulfotom 0,0003 0,0003 - 0,0010
Etoprofds 0,0004 0,0004 0,0004 0,0003
Fenclorfos - - -
Protiofos - - - 0,0001

Fonte: CODEX ALIMENTARIUS (2016), EPA (2016), ANVISA (2017), EC (2017).

2.6.4 Programas de Analise de Residuos em Alimentos

Uma vez que os agrotoxicos sdo um dos grupos mais perigosos de compostos
quimicos devido as suas propriedades toxicas, persisténcia no meio ambiente e capacidade de
bioacumulacdo, a inspecdo rigorosa dos residuos nos alimentos pelos 6rgdos estaduais
apropriados ou outras instituicdes ¢ considerada de grande importancia (SLOWIK-
BOROWIEC, 2015).

Com o objetivo de estruturar um servigo para avaliar a qualidade dos alimentos e
implementar acbes de controle de residuos, em 2001 foi criado o Projeto de Anélise de
Residuos de Agrotdxicos em Alimentos, que se transformou em programa através da
Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n°® 119 de 19 de maio de 2003, e passou a ser
desenvolvido anualmente no ambito do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS)
(ANVISA, 2011, 2013, 2014, 2016). A criacdo do Programa de Andlise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA) permitiu que o pais tivesse uma nocdo mais clara dos
niveis de agrotdxicos presentes em seus produtos agricolas (ANVISA, 2006).

De acordo com o PARA de 2016, o programa conta com a participacdo de 27
Unidades Federativas envolvidas na amostragem e na tomada de ac¢Ges ap6s a divulgacdo dos
resultados, onde as andlises sdo realizadas por quatro Laboratdrios Centrais de Satde Publica
(Lacen GO, MG, RS e PR) e por um laboratério privado contratado por processo licitatorio.

O PARA monitora periodicamente diversos alimentos in natura com a finalidade
de investigar a presenca de agrotdxicos, e assim, promover a saude da populagédo brasileira
(QUEIROZ; FERRACINI; ROSA, 2012). Com o PARA ¢ possivel verificar se os alimentos
comercializados no varejo apresentam niveis de residuos de agrotoxicos dentro dos LMR

estabelecidos pela ANVISA e que estdo publicados em monografia especifica para cada
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agrotoxico; conferir se os agrotdxicos utilizados estdo devidamente registrados no pais e se
foram aplicados somente nas culturas para as quais foram autorizados (ANVISA, 2013,
2014); estimar a exposicdo da populacdo a residuos de agrotdxicos em alimentos de origem
vegetal e, consequentemente, avaliar o risco a saude dessa exposicao (ANVISA, 2014,). Desta
forma, o PARA ajuda na seguranca alimentar (ANVISA, 2014, 2016), prevenindo
intoxicacBes agudas ou crbnicas que podem surgir da exposi¢cdo dietética indevida aos
agrotoxicos (OSHITA; JARDIM, 2012; ANVISA, 2014), possibilitando ainda tracar um
diagnostico da utilizacdo de agrotoxicos nos alimentos de origem vegetal abrangidos pelo
programa (ANVISA, 2013, 2014).

A escolha dos alimentos monitorados pelo PARA baseia-se nos dados de consumo
obtidos na Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) (ANVISA, 2013, 2014; 2016; GERAGE,
MEIRA; SILVA, 2017) realizada pelo IBGE (ANVISA, 2016), na disponibilidade dos
alimentos nos supermercados das diferentes unidades da Federacdo (ANVISA, 2013, 2014,
2016) e nos agrotoxicos com maior indice de deteccdo nos alimentos (ANVISA, 2016), onde
o0 cronograma de amostragem é aprovado antecipadamente no decorrer das reunides nacionais
do Programa (ANVISA, 2013, 2014, 2016).

Os PARAs confirmam porque o pais fica no topo do consumo de agrotdxicos
principalmente para a producdo de commodities, pois sdo encontrados residuos em
quantidades maiores do que as recomendadas por lei, além de substancias ndo autorizadas em
alimentos consumidos diariamente pela populacdo brasileira (JARDIM; CALDAS, 2012;
GERAGE, MEIRA; SILVA, 2017).

O PARA mostra que ainda persiste 0 uso de agrotoxicos de uso banido no Brasil,
como por exemplo, o clorpirifés (ANVISA, 2009, 2010, 2013, 2016; TRECHA; LOVATTO;
MAUCH, 2017). Os residuos de alguns agrotoxicos ndo recomendados e de uso restrito
também podem ser encontrados em frutas e vegetais devido a fontes indiretas, como culturas
adjacentes, solo e aguas de irrigacdo (LORENZ et al., 2014).

O PARA recomenda que os consumidores adquiram alimentos certificados e,
desta forma, rastredveis até o produtor rural, e que ele adote as BPA, com o intuito de reduzir
a consumo de residuos de agrotdxicos e evitar danos a satde (ANVISA, 2013, 2014, 2016).
Segundo o PARA de 2016, das detecgdes irregulares por grupo quimico, as amostras
analisadas que apresentraram agrotoxicos do grupo dos OFs, das 4.824 estudadas, 3.088

foram regulares e 1.736 irregulares, o que representa 35,98% de deteccdes.
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2.6.4.1 Pimentdo no PARA

As analises de pimentdo comecaram em 2008, cujos resultados foram divulgados
no PARA de 2009, sendo encontrado um elevado numero de amostras com IAs néo
autorizados (ANVISA, 2009; JARDIM; CALDAS, 2012), mas eram permitidas na cultura do
tomate, indicando um desvio de uso dos produtos, e assim, devido a similaridade boténica, e a
incidéncia de pragas, bem como de doencas entre as culturas, foi sugerido a urgente
necessidade da analise da grade de IA autorizados para a cultura do pimentdo, para que fosse
determinada uma acgdo imediata na adocdo das BPAs no cultivo desta cultura (ANVISA,
2009). Os resultados insatisfatorios descrevem as amostras que apresentaram IA de
agrotoxicos acima do LMRs autorizado ou residuos de IAs ndo permitidos para uma
determinada cultura (ANVISA, 2009).

Como pode ser visto na Tabela 2.5, 0 nimero de amostras analisadas de pimentdo
aumentou com o decorrer dos anos, mas o0 numero de amostras insatisfatorias ainda
permaneceu alto, onde o nimero de agrotéxicos ndo autorizados identificados aumentou
consideravelmente ao longo dos anos. O clorpirifés foi encontrado nas amostras
insatisfatorias desde o inicio das analises de agrotoxicos nos pimentdes. Em 2010, o pimentdo
foi a cultura que apresentou o maior nimero de amostras com resultados insatisfatorios
(91,8%) (MOURA, 2015; ANVISA, 2011). O uso indiscriminado de agrotoxicos em
pimentdo permaneceu alto no PARA 2011/2012 depois da analise de varios lotes em todo o
Brasil, onde 90,0% das amostras dos frutos tiveram resultados insatisfatorios (ANVISA,
2013).

De acordo com o PARA relativo ao ano de 2016, os agrotdxicos acefato,
clorpirifés e carbendazim foram os que apresentaram maior indice de detec¢des irregulares,
sendo que apresentaram maior numero de deteccBes para as quais nao existem LMR
estabelecido, onde dos agrotoxicos detectados em concentragdes iguais ou superiores a 0,01
mg.kg™, das 243 amostras de pimentdo analisadas, em 46 (18,9%) foi detectado o clorpirifés e

em uma (0,46%) foi detectado o diclorvos.



Tabela 2.5 - Porcentagem de amostras de pimentdo insatisfatorias nos ultimos anos no PARA.

Ano Ano de N° de amostras Total de amostras NA Amostras com N° de Amostras N° de amostras
referente publicacio analisadas insatisfatorias (%) clorpirifos coletadas no CE insatisfatorias no CE
2008 2009 101 64,36 18 - - -
2009 2010 165 80,0 107 23 6 5
2010 2011 146 91,8 124 30 6 5
2011 2013 213 90,0 178 30 9 8
2012 2013 - - - - - -
2013 2016 - - - - - -
2014 2016 243 88,9 214 46 * *
2015 2016 - - - - - -

Fonte: ANVISA (2009, 2010, 2011, 2013, 2016).

(-) andlises néo realizadas, (*) ndo informado.
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2.7 Preparo de amostras para extracao de residuos de agrotoxicos

A analise de contaminantes ambientais pode ser desafiadora devido a grande
quantidade de substancias quimicas potenciais que requerem monitoramento, onde os atuais
esforcos de triagem tendem para a analises quimicas multiclasse e multirresiduo
(MORRISON et al., 2016), onde o estagio de preparacdo da amostra é considerado um dos
passos mais importantes para a anélise de alimentos (COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014;
WILKOWSKA; BIZIUK, 2011; RIZZETTI et al., 2016; PIRSAHEB et al., 2017), evitando
resultados erréneos (FENIK; TANKIEWICZ; BIZIUK, 2011; COSTA; CALDAS; PRIMEL,
2014; WILKOWSKA; BIZIUK, 2011; RIZZETTI et al., 2016; XU et al., 2017). Assim, a
preparacdo da amostra desempenha um papel essencial para a analise de residuos de
agrotoxicos, incluindo a remocdo de interferentes e a pré-concentracdo do analito, onde
geralmente, a extracdo pode definir o uso de duas fases imisciveis para separar as espécies-
alvo de uma fase para a outra (KAILASA; WU; HUANG, 2013).

As matrizes de alimentos sdo extremamente complexas (MIN et al., 2012;
FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014; HAN et al.,
2016; MUNOZ et al., 2017) e possuem inlimeros componentes com diferentes propriedades
fisicas e quimicas (HAN et al., 2016). Além disso, os agrotoxicos pertencem a diferentes
grupos quimicos com diversidade em propriedades fisico-quimicas (ARIAS et al., 2014; RAI
et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2017), sendo importante considerar essas propriedades do
analito, como a baixa estabilidade de agrotoxicos especificos durante a extracdo da amostra,
carater idnico ou alta polaridade, onde 0s novos agrotoxicos sdo mais polares, pois estes tém
menos impacto no meio ambiente (GRIMALT et al., 2016). O preparo da amostra é
constantemente a parte mais critica na analise de residuos de agrotoxicos (KAILASA; WU,;
HUANG, 2013; CHOWDHURY et al., 2013; SAPAHIN; MAKAHLEH; SAAD, 2015) em
virtude das diversas substancias extraidas (CHOWDHURY et al., 2013).

O preparo da amostra precisa extrair os analitos das matrizes complexas
(PRESTES et al., 2009; LI et al., 2014; SLOWIK-BOROWIEC, 2015; HAN et al., 2016;
PIRSAHEB et al., 2017; MUNOZ et al., 2017), bem como ser capaz de promover o
enriquecimento (concentracdo) dos analitos de interesse (KAILASA; WU; HUANG, 2013;
PRESTES et al., 2009; ARIAS et al., 2014; LI et al., 2014; FARAJZADEH et al., 2016), e
minimizar a quantidade de componentes interferentes da matriz no extrato final (LI et al.,
2014; SLOWIK-BOROWIEC, 2015; HAN et al., 2016; PIRSAHEB et al., 2017; MUNOZ et
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al., 2017; LI et al., 2014), gerando uma amostra apropriada para analise quantitativa
(MORRISON et al., 2016). Diversas técnicas de preparacdo de amostras sdo usadas na analise
de agrotdxicos e a selecdo do método apropriado ird depender da complexidade e da natureza
da matriz, das propriedades dos analitos e das técnicas analiticas disponiveis (TUZIMSKI,
REJCZAK, 2016).

Mesmo com melhorias tecnolégicas em ferramentas analiticas, o pré-tratamento
antes da andlise instrumental é fundamental para evitar interferéncias durante a analise dos
analitos (MIN et al.,, 2012). A complexidade do tratamento da amostra esta ligada aos
potenciais interferéncias da matriz e a técnica de separacao utilizada (GRIMALT et al., 2016).
Além disso, a determinacdo de residuos de agrotoxicos em matrizes de alimentos é um
desafio, principalmente por causa da baixa concentracdo dos analitos (WILKOWSKA,;
BIZIUK, 2011; MIN et al., 2012; SOUSA et al., 2013b; BANDEIRA et al., 2014; LI et al.,
2014; (FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014;
RIZZETTI et al., 2016; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017) e as grandes
quantidades de substancias interferentes que podem ser co-extraidas juntamente com 0s
analitos e, na maioria das vezes, prejudicam os resultados da andlise (WILKOWSKA,;
BIZIUK, 2011; BANDEIRA et al., 2014; RIZZETTI et al., 2016). Para Stowik-Borowiec
(2015) a selecdo do procedimento adequado de preparacdo da amostra desempenha um papel
fundamental na prevencdo do efeito matriz (item 2.8.1).

Os passos criticos na determinacdo de residuos de contaminantes nos alimentos
sdo a extracdo e a limpeza da amostra (CHIESA et al., 2016). A preparacdo da amostra pode
ser tediosa, de custo excessivo e consumir grandes quantidades de solventes (SAPAHIN;
MAKAHLEH; SAAD, 2015; MORRISON et al., 2016).0s métodos convencionais de
extracdo de amostras para residuos de agrotoxicos em produtos agricolas exigem muitas
quantidades de solventes, demasiada mao-de-obra (RAI et al., 2016; WU, 2017), oferecem
poucas taxas de recuperacdo, geracao de grandes quantidades de residuos que podem levar a
intoxicacdo humana e a carcinogenicidade (WU, 2017), tendéncia a formar emulsdo, co-
extracdo de compostos interferentes, bem como dificuldade em usar uma ampla faixa de
polaridade de agrotoxicos para extrai-los em um Unico passo de extracdo (WILKOWSKA;
BIZIUK, 2011; RAI et al., 2016).
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2.7.1 QUEChERS

O método QUEChERS foi desenvolvido por Anastassiades et al. (2003) com a
finalidade de simplificar a preparacdo da amostra. Atualmente, ele € uma das técnicas mais
comuns de preparo de amostras para analise de agrotoxicos (CABRERA et al. 2016; MUNOZ
etal., 2017; GIACINTI et al., 2017; JIANG et al., 2017; MACHADO et al., 2017; UCLES et
al., 2017). O método QUEChERS tornou-se um dos métodos de preparo de amostras mais
comuns para a extracdo de agrotdxicos, tanto em alimentos de origem vegetal (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011; FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-
LUIZ, 2014; SILVA et al., 2014a; CABRERA et al. 2016; GIACINTI et al., 2016;
MORRISON et al., 2016; WANG et al., 2017; CLOUTIER et al., 2017; GUEDES et al.,
2016; MARTINS et al., 2018) quanto de origem animal (PRESTES; ADAIME; ZANELLA,
2011; WANG et al., 2017).

O método tornou-se popular devido ao uso minimo de etapas analiticas
tradicionais, solventes e vidrarias (HE et al., 2015; GRIMALT et al., 2016; BARBOSA et al.,
2017; CLOUTIER et al., 2017). Este procedimento foi amplamente aceito, sendo um método
muito Util na extracdo de agrotoxicos multirresiduo (TUZIMSKI; REJCZAK, 2016;
BARRIGA et al., 2016; RIZZETTI et al., 2016; RAI et al., 2016; BARBOSA et al., 2017) e
multiclasses em produtos alimentares (TUZIMSKI; REJCZAK, 2016; RIZZETT] et al., 2016;
WILKOWSKA,; BIZIUK, 2011; RAI et al., 2016; BARBOSA et al., 2017), tanto que foi
aceito por muitas agéncias reguladoras devido as suas vantagens de flexibilidade, robustez e
alto grau de seletividade e sensibilidade na analise rotineira de agrotoxicos em produtos
alimentares (RAI et al., 2016; ZOCCALI et al., 2017).

A partir da abordagem original do QUEChERS foram feitos ajustes que levaram a
dois métodos oficiais: o primeiro publicado pela AOAC (Associacdo de Quimicos Analiticos
Oficiais) com o uso de um tampao de acetato (AOAC Official Method 2007.01) e o segundo
publicado pelo Comité Europeu de Normalizacdo, baseado no uso de um tampéo de citrato
[CEN, Método Padrdo UNE-EN 15662] (CEN2008) (OSHITA; JARDIM, 2012;
CERQUEIRA; CALDAS; PRIMEL, 2014; RESTREPO et al., 2014; COSTA; CALDAS;
PRIMEL, 2014; GOMEZ-ALMENAR; GARCIA-MESA, 2015; GOLGE; KABAK, 2015b;
HE et al., 2015; GRIMALT et al., 2016; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016; ZOCCALI et al.,
2017; WU, 2017). Cada uma possui suas proprias modificacbes de acordo com a matriz e
analitos a serem estudados (RESTREPO et al., 2014).
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As modificacbes sdo testadas para melhorar o método (LEHOTAY;
MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005; LI et al., 2016; UCLES et al., 2017; LI et al., 2017b) e
consequentemente aumentar o nimero de agrotoxicos que possam ser determinados (UCLES
et al., 2017). O método QUEChERS baseia-se em trés etapas: extracdo, particdo e limpeza
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011; MUNOZ et al., 2017; DONG et al., 2017). A
Figura 2.10 apresenta o esquema dos estagios das principais versées do método QUEChERS.

O método original (Figura 2.10a) envolve a extracdo com ACN (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011; GOLGE; KABAK, 2015b; HAN et al., 2016; RIZZETTI et al.,
2016; GRIMALT et al., 2016; WANG et al., 2017; LI et al., 2017b; URBAN; LESUEUR,
2017), sequida de uma particdo provocada pela adicdo da mistura de sais (MgSO, e NaCl)
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011; LI et al., 2013; LI et al., 2014; RIZZETTI et al.,
2016; Ll et al., 2017b; URBAN; LESUEUR, 2017) e por fim uma limpeza usando extracdo de

Figura 2.10 — Esquema dos estagios das principais versdes do método QUEChERS: a)
original; b) acetato e c) citrato.

() (b) (e
Quechers (original) Quechers (acetato) Quechers (citrato)
Anastassiades et al.,2003 Lehotay et al.,2005 Anastassiades et al.,2007

|

! |
- mm =
| |
|

1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgSO,
+ + +
25 mg PSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Anilise cromatografica

Fonte: Adaptado de Prestes, Adaime e Zanella (2011).
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fase solida dispersiva (d-SPE) (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011; LI et al., 2013;
GOLGE; KABAK, 2015b; HAN et al., 2016; LEE et al., 2016; GRIMALT et al., 2016;
WANG et al.,, 2017) com uma amina primaria secundaria (PSA) (PRESTES; ADAIME;
ZANELLA, 2011; LEE et al., 2016; GRIMALT et al., 2016; WANG et al., 2017).

As frutas e os vegetais apresentam um pH natural que varia entre 2,5 e 6,5, onde
uma faixa de pH entre 4 e 5 proporciona boas recuperacbes ( > 70%) para agrotoxicos
sensiveis a0 meio acido, além de garantir estabilidade para aqueles agrotoxicos sensiveis ao
meio alcalino (PRESTES et al.,, 2009). Desta forma, as modificacfes foram feitas
principalmente em relacdo ao pH, usando condi¢es de tamponamento relativamente forte
com acetato, e outra em condigdes mais fracas de tamponamento com citrato (COSTA;
CALDAS; PRIMEL, 2014). O ajuste do pH esta relacionado a presenca de co-extrativos na
fase organica, visto que uma maior presenca de gordura e acidos graxos € observada quando a
extracdo é efetuada em meio &cido (PRESTES et al., 2009).

O principal objetivo do uso do tampdo é ampliar a aplicabilidade da abordagem a
agrotoxicos especificos, que sofrem ionizacdo (ZOCCALI et al., 2017) e/ou degradacdo
durante a extracdo, dependendo do pH da matriz (PRESTES et al., 2009; ZOCCALI et al.,
2017). Normalmente, os agrotoxicos sdo estaveis em pH acido, todavia alguns compostos
podem apresentar baixos percentuais de recuperacdo, em virtude de estarem protonados e
solubilizados na fase aquosa, ndo sendo recuperados na etapa de particdo (PRESTES et al.,
2009).

No QUEChERS acetato o efeito tamponante (pH 4,8) é promovido pela adicdo do
acetato de sddio, enquanto que no QUEChERS citrato é usado uma mistura de citrato de sédio
diidratado com hidrogenocitrato sesquihidratado como responsaveis pelo efeito tamponante
(pH 5,0 - 5,5) (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011). O acetato de sddio esta presente de
forma natural em varias frutas e vegetais, logo, a utilizacdo deste tampdo evita que novos
reagentes sejam utilizados e que acontecam interferéncias indesejaveis (PRESTES et al.,
2009).

As modificacbes foram introduzidas no método original com o objetivo de
melhorar as recuperacgdes de alguns agrotoxicos problematicos ou para a analise de matrizes
complexas (MIN et al., 2012). Além disso, modificagdes de d-SPE também foram sugeridas
atraves do uso de varios sorventes, como octadecilsilano (C18) e negro de carbono grafitizado
(GCB — Graphitized Carbono Black), bem como diferentes combinagdes (CERQUEIRA,
CALDAS; PRIMEL, 2014).
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Com o QUEChERS é possivel a andlise de agrotdxicos em matrizes complexas
(FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014; LEE et al.,
2016; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016; DONG; XIAO, 2017). Este método possibilita obter
alta recuperacdo (OSHITA; JARDIM, 2012; LORENZ et al., 2014; BARGANSKA;
SLEBIODA; NAMIESNIK, 2014; LI et al., 2014; DONG et al., 2017; UCLES et al., 2017)
de uma ampla faixa de agrotoxicos (LI et al., 2014; DONG et al., 2017; UCLES et al., 2017)
com diferentes polaridades e volatilidades em uma grande variedade de matrizes (LI et al.,
2014; UCLES et al., 2017).

Andrascikova e Hrouzkova (2013) deduziram que a escolha do método
QUEChERS é dependente da interagdo matriz/analito, ndo havendo um Unico método
apropriado para todos 0s agrotdxicos no que se refere a recuperacéo e sensibilidade. Contudo,
segundo os autores, em termos de linearidade, 0 método citrato mostrou ser o mais adequado.

O método QUEChERS apresenta varias vantagens em comparacdo com 0S
métodos de extracdo convencionais, como simplicidade (LI et al., 2013; LORENZ et al.,
2014; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017), baixo custo (MIN et al., 2012;
LORENZ et al., 2014; HOU et al., 2014; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA,
2017), flexibilidade (JAHANMARD; ANSARI; FEIZI, 2016), resultados com alta preciséo
(BARRIGA et al., 2016), robustez (LEHOTAY et al., 2007), alto grau de seletividade
(JAHANMARD; ANSARI; FEIZI, 2016) e sensibilidade (JAHANMARD; ANSARI; FEIZI,
2016) alto rendimento (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017), alta
eficiéncia de extracdo (HOU et al.,, 2014), garante excelente limpeza de extratos
(BARGANSKA; SLEBIODA; NAMIESNIK, 2014), pode isolar efetivamente os analitos de
uma matriz (DONG et al., 2017), e remover melhor os co-extratos do extrato bruto (LORENZ
et al., 2014; DONG et al., 2017), onde muitas dessas vantagens sdo resultado da combinacéo
com a anélise em CG -EM (KO et al., 2014).

Quando o método de preparacdo QUEChERS é combinado com CG-EM, ele
fornece anélises com boa sensibilidade e seletividade (LI et al., 2017b), permitindo a
determinacdo rapida e concreta de agrotoxicos e seus residuos nos alimentos (BARRIGA et
al., 2016). Como qualquer outro método, o QUEChERS também apresenta desvantagens,
como baixo fator de enriquecimento (RAI et al., 2016; WANG et al., 2017), e a perda de
agrotoxicos OFs durante a fase de limpeza (CUNHA; FERNANDES, 2011; RAI et al., 2016).
Nos topicos seguintes serdo abordados a extracdo, particdo e limpeza levando-se em

consideracdo o método QUEChERS-citrato que foi escolhido para ser utilizado nesta tese.
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2.7.1.1 Extracéo

O pré-tratamento da amostra para extrair e concentrar os analitos das matrizes
complexas € um passo importante para a analise de agrotoxicos (LU et al., 2013). Apesar dos
avancos nas técnicas de separagdo e deteccdo, a extracdo ainda € o alicerce do processo
analitico (FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014).
Porém, isolar os analitos de todos os co-extrativos (interferentes) presentes na matriz € um
processo bastante complexo, principalmente devido a decorréncia da semelhanca fisico-
quimica entre os analitos e os interferentes presentes na matriz (BANDEIRA et al., 2014).

A seletividade do procedimento de extracdo é muito importante, pois através dela
é possivel obter boas recuperacdes para uma ampla gama de substancias (PRESTES et al.,
2009; CHOWDHURY et al., 2013). A extragdo com solvente ¢ o método (JOKANOVIC,
2012; WALORCZYK, 2014) mais utilizado na andlise de residuos de agrotoxicos em
produtos agricolas (WALORCZYK, 2014), sendo que o tipo de matriz e as propriedades dos
compostos alvo (DONG et al., 2017), como a polaridade dos agrotdxicos, tem um grande
impacto na extracdo de agrotoxicos dos alimentos (MIN et al., 2012; XIAN et al., 2016). O
solvente de extracdo apropriado deve ser escolhido de acordo com o principio de que a
substancia similar é mais provavel que seja dissolvida (XIAN et al., 2016; DONG et al.,
2017). Na extragdo de agrotdxicos de amostras solidas, o solvente de extragdo deve ter uma
alta capacidade de dissolucdo dos possiveis agrotdxicos presentes e boa permeabilidade na
matriz (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017).

As caracteristicas da matriz, bem como as propriedades dos compostos alvo
também devem ser levadas em consideracdo (XIAN et al., 2016; DONG et al., 2017). Outros
fatores que devem ser observados, é que o solvente de extracdo deve apresentar seletividade
durante a extracdo, a particdo e a limpeza (clean-up), além de possuir a capacidade de extrair
um amplo espectro de agrotoxicos com diferentes polaridades, compatibilidade com
diferentes técnicas cromatograficas, baixo custo, seguranca, € nem tdo menos importante levar
em consideracdo a legislacdo ambiental (PRESTES et al., 2009).

Conforme as estruturas e polaridades quimicas, os agrotoxicos sdo facilmente
soltveis em solventes organicos como n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona,
metanol e ACN (LU et al., 2013). Uma vez que existe um grande numero de substancias
interferentes existentes em vegetais, tais como aglcar, pigmentos, cera e proteinas, que

também sdo facilmente sollveis na ACN e influenciam adversamente a sensibilidade e
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contaminam o instrumento, é preciso a selecdo de um solvente de extracdo adequado é
particularmente importante (LU et al., 2013).

Além da escolha do solvente (PRESTES et al., 2009), outro ponto fundamental no
desenvolvimento de um método de extracdo multirresiduo é a escolha da quantidade de
amostra, que seja a menor possivel, mas que garanta representatividade estatistica ao
resultado final (LEHOTAY et al., 2007; PRESTES et al., 2009), sendo as 10 g utilizada no
método QUEChERS-citrato uma quantidade ideal quando comparada a quantidades de 15 a
100 g normalmente utilizadas em outros métodos multirresiduo (PRESTES et al., 2009).

A ACN é considerada o solvente mais adequado para a extracdo de muitos
residuos de agrotdxicos e proporciona maiores recuperagdes com o minimo de co-extrativos
das matrizes (LEE et al., 2016). A ACN é o solvente mais usado (PRESTES et al., 2009; LI et
al., 2016) por causa de sua capacidade de promover a extracdo em uma Unica fase quando em
contato com a matriz (PRESTES et al., 2009), polaridade intermediaria (LI et al., 2016) e
miscibilidade adequada com &gua (PRESTES et al., 2009; WANG et al., 2017), 0 que permite
a penetracdo na fracdo aquosa das amostras (WANG et al., 2017), podendo ser facilmente
separada da agua presente na amostra por adicdo de sais (ANASTASSIADES et al., 2003;
PRESTES et al., 2009; LI et al, 2016; WANG et al., 2017) e -centrifugacdo
(ANASTASSIADES et al., 2003).

Além disso, em relacdo a outros solventes, como alcoois, a ACN ndo extrai tantos
materiais interferentes como lipidios (PRESTES et al., 2009; ANASTASSIADES et al., 2003;
RAI et al., 2016; LI et al., 2016; WANG et al., 2017), ceras e pigmentos (PRESTES et al.,
2009; ANASTASSIADES et al., 2003; LI et al., 2016; WANG et al., 2017). Geralmente, a
ACN tem potencial para extrair uma ampla gama de agrotdxicos (PRESTES et al., 2009;
ANASTASSIADES et al., 2003; BASTOS et al., 2012; RAI et al., 2016) com diferentes
polaridades (PRESTES et al., 2009; BASTOS et al., 2012; RAl et al., 2016).

A extracdo com ACN possui a grande vantagem de n&o diluir o extrato da amostra
e proporcionar a separagdo das fases aquosa e organica (SCHENCK et al., 2008; PRESTES et
al., 2009). Quando comparada a outros solventes de extracdo como acetato de etila e acetona,
a ACN apresenta problemas por possuir grande volume de expansdo durante vaporizacdo no
cromatografo a gas e consideravel toxicidade (PRESTES et al., 2009).

Apesar da ACN poder fornecer altas recuperac¢des para 0s agrotoxicos com uma

ampla gama de polaridades, a extragdo com solvente ndo satisfaz o requisito de anélise devido



81

a muitas substancias co-extraidas, sendo necessario a combina¢do com um passo de limpeza
para purificar a solucdo extraida (LU et al., 2013).

Na execucdo do método QUEChERS-citrato sdo adicionados 10 mL do solvente,
resultando em uma relacdo de 1,0 g de amostra por 1,0 mL de solvente, sem levar em
consideracdo a etapa de evaporacdo, onde este valor é considerado baixo ao verificar outros
métodos de extracdo, nos quais a relacdo entre amostra e solvente é de 2 a 5 g por 1,0 mL no
extrato final. Com a instrumentacdo analitica disponivel atualmente, esta relacdo ¢é
considerada apropriada ja que valores de LD entre 10 e 100 pg.kg™ sio obtidos para a maioria
dos agrotdxicos comumente analisados (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al.,
2009).

2.7.1.2 Particdo (salting out)

Outra parte da etapa de extracdo é a particdo (salting out) (TUZIMSKI;
REJCZAK, 2016; LI et al., 2017b), que é feita via d-SPE (GRIMALT; DEHOUCK, 2016;
LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). O sorvente é escolhido com a
finalidade de reter componentes indesejados da matriz e possibilitar que os analitos de
interesse permanegam na fase organica (TUZIMSKI; REJCZAK, 2016).

Ap0s a extracdo inicial com ACN, ocorre a adigdo do sulfato de magnésio anidro
(MgSQ,) (LI et al., 2014; WALORCZYK, 2014; LI et al., 2017b) e cloreto de sddio (NaCl)
(ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009; LI et al., 2014; LOZOWICKA,;
RUTKOWSKA,; JANKOWSKA, 2017; LI et al., 2017b) para induzir a separacdo em um
camada aquosa e uma camada organica (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al.,
2009; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; LI et al., 2017b), ou seja, a
separacdo do extrato da agua (LI et al., 2014) e aumentar a recuperacdo dos agrotoxicos
(GRIMALT; DEHOUCK, 2016). Este passo € a combinacdo de uma extracdo e uma particdo
liquido-liquido (LI et al., 2017b).

O MgSO, anidro é usado como agente de secagem (SURMA et al., 2017),
promovendo a parti¢do liquido-liquido da agua presente na amostra (KO et al., 2014). Ele
possui maior capacidade de remover &gua quando comparado a outros sais
(ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009), sendo capaz de reduzir o volume da
fase aquosa (PRESTES et al., 2009; CERQUEIRA; CALDAS; PRIMEL, 2014) e sua

hidratagdo é uma reacdo altamente exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40
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e 45 °C da amostra durante as etapas de extracdo/particdo, o que favorece a extragéo,
principalmente dos compostos apolares (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al.,
2009; CERQUEIRA; CALDAS; PRIMEL, 2014). Segundo Oshita e Jardim (2012) a etapa de
remocdo de agua gera um extrato final de menor polaridade, facilitando a precipitacdo de co-
extrativos ou interferentes polares, e assim, permitindo a injecdo direta do extrato final no CG.

O NacCl ¢ adicionado para favorecer a transferéncia de compostos polares para a
fase organica, e assim, obter maiores percentuais de recuperacdo desses analitos (PRESTES et
al., 2009). A adicdo do NaCl pode diminuir a solubilidade dos analitos e beneficiar a
separacdo de fases (LI et al., 2013) e aumentar a forga i6nica da fase aquosa e, portanto,
aumentar as recuperacbes (WANG et al., 2017). Quando a quantidade de NaCl é
excessivamente grande, a viscosidade da solucdo da amostra aumenta, enfraquecendo a
transferéncia do analito para o solvente de extracdo (LI et al., 2013).

Melhores percentuais de recuperacdo para analitos polares s&o obtidos
dependendo da natureza do solvente usado na etapa de parti¢do, ja que a adicdo dos sais reduz
a solubilidade destes compostos na fase agquosa, assim como a quantidade de &gua na fase
organica e vice-versa (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009).

A diferenca de polaridade das duas fases ird influenciar diretamente a particdo de
agrotoxicos entre as duas fases (LI et al., 2017b). Para ajustar a porcentagem de agua na fase
organica, e assim, ajustar a polaridade das duas fases é feita a adicdo de quantidades
adequadas de MgSO, e NaCl (ANASTASSIADES et al., 2003; LI et al., 2017b). Deve haver
uma adequacdo entre as quantidades de NaCl e MgSO, uma vez que 0 aumento na
concentracdo de NaCl pode resultar em uma diminuicdo na recuperacdao de compostos polares
(ANASTASSIADES et al., 2003), pois quanto mais NaCl é adicionado ao sistema, mais
completa se torna a separacao de fases e menos dgua permanece na fase organica, que se torna
menos polar e, portanto, menos sujeita a compostos polares (ANASTASSIADES et al., 2003).

O MgSO, induz maior particionamento de agrotdxicos relativamente polares do
que o NaCl e outros sais, além de remover mais agua dos extratos finais, mas também
provoca a particdo de co-extrativos da matriz polar para fase organica, 0 que gerou a
necessidade da adi¢cdo de um pouco de NaCl (ANASTASSIADES et al., 2003; HAN et al.,
2016).

Agrotdxicos sensiveis ao meio basico e acido requerem um pH especial, portanto
0 pH é um parametro muito importante (PRESTES et al., 2009; LORENZ et al., 2014;
LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). A otimiza¢ao do pH € necessario
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para melhorar a sensibilidade do método aumentando os niveis de detecgdo e recuperacdo
(LORENZ et al., 2014). O tamponamento é uma consideracdo relevante para obtencdo de
altas recuperacbes de uma maior variedade de agrotéxicos independentemente do pH da
amostra (GONZALEZ-CURBELO et al., 2014). Com o0 uso de um tamp&o durante a extracio
a maioria das frutas e vegetais pode ser estudada (PORTOLES et al., 2014).

O método QUEChERS-citrato utiliza uma mistura de citrato de sodio dihidratado e
hidrogenocitrato sesquihidratado para estabelecer o efeito tamponante (PRESTES; ADAIME;
ZANELLA, 2011). A adicdo dos sais de tampao de citrato gera valores de pH entre 5,0 € 5,5
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA,
2017), que corresponde a uma faixa que permite uma extracdo quantitativa e a protecéo de
compostos alcalinos e dcidos (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017).

2.7.1.3 Limpeza (clean-up)

A complexidade da matriz da amostra pode provocar dificuldades na
quantificacdo de agrotoxicos, sendo fundamental a realizacdo de uma etapa de limpeza do
extrato obtido, (PRESTES et al., 2009; BASTOS et al., 2012; DOMINGUEZ et al., 2014;
MORRISON et al., 2016; JIANG et al., 2017), uma vez que a presenca de co-extrativos pode
afetar a resposta do sistema cromatografico (CHOWDHURY et al., 2013; CERQUEIRA,;
CALDAS; PRIMEL, 2014; WALORCZYK, 2014; MORRISON et al., 2016; TUZIMSKI;
REJCZAK, 2016; MUNOZ et al., 2017) e atrapalhar a quantificacio (MORRISON et al.,
2016). Os co-extrativos podem co-eluir com os analitos alvo e obstruir o sistema de CG-EM
(CHOWDHURY et al., 2013).

A limpeza reduz os co-extrativos (PRESTES et al., 2009; ARIAS et al., 2014; KO
et al., 2014; CABRERA et al. 2016; MUNOZ et al., 2017; DONG et al., 2017; URBAN;
LESUEUR, 2017), diminuindo o efeito matriz (PINHO et al.,, 2012; CERQUEIRA;
CALDAS; PRIMEL, 2014; COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014; KOWALSKI; LUPO;
COCHRAN, 2014; FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ,
2014; CABRERA et al. 2016; MUNOZ et al., 2017) e a necessidade de manutencio do
sistema cromatografico (PRESTES et al., 2009; ARIAS et al., 2014; COSTA; CALDAS;
PRIMEL, 2014), além de melhorar o desempenho cromatografico (URBAN; LESUEUR,
2017), ajudando na quantificacdo dos analitos (ARIAS et al., 2014), pois melhora os limites

de deteccéo e evita sobreposi¢des de picos (KO et al., 2014). Além disso, a limpeza promove
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a robustez e a confiabilidade dos resultados (PRESTES et al., 2009; CERQUEIRA,
CALDAS; PRIMEL, 2014; MUNOZ et al., 2017) obtidos pelo sistema cromatogréfico, visto
que componentes nao-volateis (GRUPTA, 2006; PRESTES et al., 2009) ou polares
(GRUPTA, 2006) presentes na matriz podem ficar retidos no conjunto injetor-insersor
(GRUPTA, 2006; PRESTES et al., 2009) e também na coluna cromatografica, modificando a
resposta do sistema (PRESTES et al., 2009). Deste modo, uma limpeza eficaz promove uma
vida atil maior para os insersores, tanto quanto para as colunas cromatograficas, diminuindo
assim, a contaminacéo do sistema cromatografico (PRESTES et al., 2009).

Os procedimentos de limpeza da amostra tém sido um constante desafio, sendo
que o método QUEChERS tem sido aplicado com sucesso para uma grande variedade de
produtos alimentares (LI et al., 2013; SOUSA et al., 2013b; RESTREPO et al., 2014; SILVA
et al., 2014b; PAZ et al., 2015; GOLGE; KABAK, 2015a; GOLGE; KABAK, 2015b;
GUEDES et al., 2016; DONG; XIAO, 2017; CUNHA; OLIVEIRA; FERNANDES, 2017,
GIACINTI et al., 2017; ROMANELLI et al., 2017).

No método QUEChERS a etapa de limpeza envolve a metodologia d-SPE baseada
nos principios da SPE (extracdo em fase sélida), mas a fase sélida é adicionada diretamente
ao extrato sem condicionamento, e a limpeza é facilmente realizada por agitacdo e
centrifugacdo (PRESTES et al., 2009; GRIMALT; DEHOUCK, 2016).

Uma vez que a limpeza ocorre apds o processo de extracdo, ndo ocorre melhora na
eficiéncia de extracdo, ela apenas diminui a interferéncia no equipamento devido a remocao
dos co-extrativos da matriz (MORRISON et al., 2016). Para Cabrera et al. (2016) a principal
vantagem da d-SPE é a versatilidade no estabelecimento de novos meétodos, uma vez que
permite o uso de diferentes quantidades e/ou misturas de sorventes. Atualmente, o d-SPE é a
principal forma selecionada para realizar a limpeza (GRIMALT; DEHOUCK, 2016; URBAN;
LESUEUR, 2017, EOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; UCLES et al.,
2017). Nos Estados Unidos, os limites regulamentares para concentracdes de residuos de
agrotoxicos em frutas e vegetais geralmente se enquadram na faixa pg.kg™, onde é utilizado
tipicamente a abordagem QUEChERS com a limpeza d-SPE (LI et al., 2016).

Uma porgdo do extrato é purificada (PRESTES et al., 2009; TUZIMSKI,
REJCZAK, 2016) no metodo QUEChERS usando sorventes como a PSA, o C18 e o GCB
(BASTOS et al., 2012; HOU et al., 2014; GIACINTI et al., 2016; JIANG et al., 2017,
SURMA et al., 2017; WANG et al., 2017; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA,
2017). Além disso, é utilizado MgSO, anidro (GIACINTI et al., 2016; LOZOWICKA,;
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RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017) para a eliminacdo de agua (CABRERA et al. 2016;
GIACINTI et al., 2016), gerando um extrato final de menor polaridade, e assim, facilitando a
precipitacdo de co-extrativos polares (PRESTES et al., 2009). O uso adequado de sorvente (s)
é fundamental para a remocéo de interferéncias da matriz, que podem afetar negativamente o
desempenho cromatografico (L1 et al., 2014). Para obtencao de extratos mais limpo no passo
de limpeza do D-SPE tem sido feito o uso de diferentes quantidades ou novas combinac6es de
materiais (ZOCCALI et al., 2017).

A PSA é o principal sorvente usado com o intuito de remover gorduras
(CABRERA et al. 2016; RIZZETTI et al., 2016; SURMA et al., 2017), pigmentos (GUEDES
et al., 2016; CABRERA et al. 2016; RIZZETTI et al., 2016; SURMA et al., 2017), acidos
organicos polares (GRIMALT; DEHOUCK, 2016; CABRERA et al. 2016; RIZZETT]I et al.,
2016; SURMA et al., 2017; JIANG et al., 2017), acidos graxos (ARIAS et al., 2014;
MORRISON et al., 2016; WANG et al., 2017; MUNOZ et al., 2017; JIANG et al., 2017;
URBAN; LESUEUR, 2017), agucares (MORRISON et al., 2016; GRIMALT; DEHOUCK,
2016; CABRERA et al. 2016; RIZZETTI et al., 2016; SURMA et al., 2017; WANG et al.,
2017; MUNOZ et al., 2017; DONG et al., 2017; JIANG et al., 2017; URBAN; LESUEUR,
2017), carboidratos (RESTREPO et al., 2014; MUNOZ et al., 2017), pigmentos polares
(MORRISON et al.,, 2016) e outros co-extrativos que formam ligacdes de hidrogénio
(MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004; MUNOZ et al., 2017), sem reter os agrotoxicos (WANG
etal., 2017).

A PSA €é normalmente usada com o intuito de remover impurezas polares em
decorréncia de sua forte interacdo com alguns pigmentos polares (ANASTASSIADES et al.,
2003; JIANG et al., 2017). Ele pode atuar tanto como uma fase polar (WANG et al., 2017,
LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017) quanto como um permutador de
anions fraco (MORRISON et al., 2016; WANG et al., 2017; LOZOWICKA; RUTKOWSKA,;
JANKOWSKA, 2017) com a capacidade de remover muitos co-extrativos das matrizes
(WANG et al., 2017; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). Os grupos
amino secundarios e primarios presentes na PSA lhe conferem uma estrutura bidentada
(OSHITA; JARDIM, 2012; PRESTES et al., 2009; RIZZETTI et al., 2016), o que resulta em
um alto efeito quelante (PRESTES et al., 2009; OSHITA; JARDIM, 2012; ARIAS et al.,
2014; RIZZETTI et al., 2016), responsavel pela forte retencdo de é&cidos gordurosos
(PRESTES et al., 2009; RIZZETTI et al., 2016; WANG et al., 2017) e outros compostos
polares presentes na matriz (PRESTES et al., 2009; RIZZETT] et al., 2016).
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O uso de PSA pode causar algumas preocupacOes, especialmente para as
recuperagOes de certos agrotoxicos (ZAINUDIN et al., 2015), ja que compostos com
caracteristicas acidas podem ser retidos, diminuindo as taxas de recuperacdo (ARIAS et al.,
2014). A adicdo de PSA aumenta o pH dos extratos, atingindo valores acima de 8 (oito), o que
pode comprometer a estabilidade de alguns agrotoxicos ao meio basico (LOZOWICKA;
RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; UCLES et al., 2017), isso ocorre devido a
hidrolizacdo desses agrotdxicos, tornando necessario usar acido formico apos a etapa de
limpeza para reduzir o pH, um passo adicional indesejavel (UCLES et al., 2017). A adicéo de
acido ao solvente de extracdo pode causar um aumento considerdvel na resposta do detector,
supostamente bloqueando os locais ativos no revestimento do liner, evitando adsorcéo e/ou
diminuindo a degradacdo do agrotoxico nos solventes e extratos da matriz (VALLES et al.,
2012).

O C18 é utilizado para adsor¢do de compostos ndo polares (LI et al., 2014; HOU
et al., 2015; WANG et al., 2015; GRIMALT; DEHOUCK, 2016; JIANG et al., 2017; DONG;
XIAO, 2017; URBAN; LESUEUR, 2017), como lipidios (WALORCZYK, 2014; GRIMALT;
DEHOUCK, 2016; DONG; XIAO, 2017; WANG et al., 2017; SURMA et al., 2017; UCLES
et al., 2017, LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017), amido, agucar e outras
interferéncias (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017), pigmentos e
componentes aromaticos (XIAN et al., 2016; DONG; XIAO, 2017), sendo utilizado para
melhorar a eficiéncia da limpeza em amostras com > 2% de gordura (CABRERA et al. 2016).

O GCB possui excelente retencdo de moléculas com estruturas planares, em
funcdo disso é muito Gtil na limpeza de matrizes pigmentadas (LI et al., 2014), sendo usado
para limpeza adicional com a finalidade de remover esteroides (LI et al., 2014; GRIMALT,;
DEHOUCK, 2016; SURMA et al., 2017), clorofila (BASTOS et al., 2012; SLOWIK-
BOROWIEC, 2015; SURMA et al., 2017; WANG et al., 2017) e carotenoides (CABRERA et
al. 2016; MUNOZ et al., 2017). A clorofila ¢ uma interferéncia problematica na analise de
agrotoxicos por causa de suas caracteristicas ndo volateis (CABRERA et al. 2016), mas o
GCB permite a remo¢do da mesma, melhorando a seletividade (SLOWIK-BOROWIEC,
2015). De acordo com Prestes et al. (2009), apesar da clorofila ndo interferir diretamente na
analise cromatografica dos agrotoxicos, ela fica retida no insersor do injetor, aumentando a
necessidade de troca deste e das manutengdes da coluna cromatogréafica.

O GCB pode reter alguns agrotdxicos coplanares (por exemplo,
hexaclorobenzeno) (HAN et al., 2016) e planares (LI et al., 2014; LOZOWICKA;
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RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). Uma forte retencdo de agrotoxicos planares pode
ocorrer por causa da grande area de superficie com grupos altamente polares o que favorece a
formacdo de ligacBes de hidrogénio, que promove forte retencdo de agrotoxicos planares,
resultando em baixas recuperagdes (WILKOWSKA; BIZIUK, 2011; KOLBERG et al., 2011,
CABRERA et al. 2016). Assim, aumentar a quantidade de GCB pode causar a perda desses
agrotoxicos, por isso, € dificil conseguir simultaneamente uma boa limpeza e uma
recuperacdo satisfatoria destes agrotoxicos com limpeza por PSA e GCB (L1 et al., 2014).

Os parametros Uteis para avaliar a eficacia do passo de limpeza sdo o efeito matriz
e a recuperacdio (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). A escolha
adequada dos sorventes é fundamental para eliminar as interferéncias da matriz, ao mesmo

tempo em que assegura boas recuperacdes dos analitos alvo (WALORCZYK, 2014).

2.8 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

O monitoramento de residuos de agrotoxicos € realizado por meio de uma
extracdo (OSHITA; JARDIM, 2012; WALORCZYK, 2014), seguida de limpeza
(WALORCZYK, 2014), e associada a uma técnica analitica instrumental (OSHITA,;
JARDIM, 2012), para obtengdo de maior seletividade e detectabilidade (CHIARADIA,
COLLINS; JARDIM, 2008). A cromatografia € uma das técnicas analiticas mais utilizadas e
de melhor desempenho (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008) e pode ser combinada a
diferentes sistemas de deteccdo (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; WALORCZYK,
2014; BLANKSON et al., 2016).

A CG se destaca na quimica analitica pela capacidade de realizar analises
qualitativas e quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas, biolégicas e de alimentos
(RIBANI et al., 2004). A CG ja vem sendo aplicada a décadas na analise multirresiduo de
agrotoxicos (OSHITA; JARDIM, 2012; QUEIROZ; FERRACINI; ROSA, 2012;
WALORCZYK, 2014; JAHANMARD; ANSARI; FEIZI, 2016; WU, 2017) e seus
metabolitos em frutas e vegetais (PIRSAHEB et al., 2017), uma vez que possui um excelente
poder de resolucdo, facilitando a analise de diversos analitos numa mesma amostra (OSHITA,
JARDIM, 2012).

A EM ¢é uma das formas de detec¢do mais comumente acopladas a CG na analise
de residuos de agrotéxicos (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; SHARMA et al.,
2010; SOUSA et al., 2013a; LORENZ et al., 2014; GIACINTI et al., 2017). Para Chiaradia,
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Collins e Jardim (2008) a combinacdo da CG com a EM é relativamente simples, pois as
caracteristicas de funcionamento do CG sdo suficientemente compativeis com a necessidade
de alto vacuo do EM. Segundo Stachniuk e Fornal (2016) EM é uma técnica analitica chave
que permite a identificacdo de varios grupos de compostos quimicos, incluindo os
agrotoxicos. De acordo com Chiaradia, Collins e Jardim (2008) o acoplamento de um
cromatdgrafo a EM combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de
separacdo) com as vantagens da EM (obtencdo de informacdo estrutural, massa molar e
aumento adicional da seletividade) (CUI et al., 2016).

A Figura 2.11 apresenta o esquema de um CG-EM, onde o gas de arraste mais
comum é o hélio, embora o argdnio, o nitrogénio e o hidrogénio também possam ser
empregados (SKOOG et al., 2005). A CG acoplada ao EM se destaca devido ao alto poder de
separacdo (SHARMA et al., 2010), sensibilidade (SHARMA et al., 2010; QUEIROZ;
FERRACINI; ROSA, 2012; BLANKSON et al., 2016), seletividade (SHARMA et al., 2010;
QUEIROZ; FERRACINI; ROSA, 2012; MASIA et al., 2016; BLANKSON et al., 2016; WU,
2017), capacidade de identificacdo e quantificacdo de agrotoxicos (SHARMA et al., 2010),

melhora da precisdo dos resultados em termos qualitativos e quantitativos (WU, 2017).

Figura 2.11 — Esquema de um CG-EM.
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O CG-EM permite a identificacdo seletiva e rotineira de muitas espécies de
agrotoxicos em baixos niveis (QUEIROZ; FERRACINI; ROSA, 2012; KAILASA; WU,
HUANG, 2013; RIZZETTI et al., 2016), como por exemplo, partes por trilhdo (ppt) ou
concentragdes mais baixas (KAILASA; WU; HUANG, 2013). Com a EM é possivel atingir
baixos limites de quantificagdo na ordem de ppm (requisitos regulatérios) e a especificidade
adicional necessaria ao analisar simultaneamente véarios analitos (CUI et al., 2016), fazendo
com que a CG-EM seja comumente usada quando se deseja analisar a conformidade de
amostras com com os limites maximos de residuos (LMRS), uma vez que esta técnica fornece
informagdes tanto qualitativas quanto quantitativas (SAVANT et al., 2010). A CG-EM tem
sido uma das diferentes tecnologias relatadas para a determinacdo de agrotoxicos OFs
(SHARMA et al., 2010; XIN et al., 2013; L1 et al., 2017a).

Todo EM constitui-se de trés componentes basicos: uma fonte de ions, um
analisador, onde ocorre a separa¢do dos ions de acordo com sua relacdo (m/z) e um detector
no qual os ions sdo contados (STACHNIUK; FORNAL, 2016). No acoplamento da EM é
obtido o cromatograma de massas constituido de todos os ions produzidos pelo EM ou apenas
pelos ions de interesse (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). O cromatograma com
todos os ions produzidos pelo espectrdmetro de massas é chamado de cromatograma de ions
totais (CIT) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; STACHNIUK; FORNAL, 2016),
fornecendo o espectro de massa completo a partir do intervalo m/z predefinido
(STACHNIUK; FORNAL, 2016).

As formas de ionizacdo mais empregadas no acoplamento CG-EM, sdo a
ionizagdo por impacto de elétrons (IE) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
LANCAS, 2009; WALORCZYK, 2014) e a ionizagdo quimica (1Q) (CHIARADIA,
COLLINS; JARDIM, 2008; LANCAS, 2009), onde a IE &, de longe, a mais popular, pois
fornece um grande nimero de ions, que permitem a identificacdo da substancia em analise
(LANCAS, 2009).

A alta sensibilidade e seletividade, capacidade de detectar muitos agrotdxicos de
varias classes quimicas em matrizes muito complexas em uma unica corrida (STACHNIUK;
FORNAL, 2016), faz com que a CG-EM com IE seja uma das técnicas mais frequentemente
empregadas para a analise de agrotoxicos multirresiduos em alimentos (PORTOLES et al.,
2014; STACHNIUK; FORNAL, 2016; GUEDES et al., 2016; BARBOSA et al., 2017) para
estudos estruturais, onde o uso de H, ou He como fase mdvel ndo interfere na formagdo de
ions de interesse (LANCAS, 2009).



90

Para um analito ser analisado em CG, ele deve possuir ndo apenas uma
volatilidade consideravel (HAJSLOVA; CAJKA, 2008; STACHNIUK; FORNAL, 2016) em
temperaturas abaixo de 350 a 400 ° C, (HAJSLOVA; CAJKA, 2008), ou ser passivel de
derivatizacdo para garantir sua volatilidade (STACHNIUK; FORNAL, 2016), mas também
precisa ser capaz de suportar altas temperaturas sem se degradar e ndo reagir com outros
compostos presentes no sistema de CG (HAJSLOVA; CAJKA, 2008).

Assim, a CG-EM ¢ adequada para analise de compostos volateis (CHIARADIA,
COLLINS; JARDIM, 2008; SLOWIK-BOROWIEC, 2015; JAHANMARD; ANSARI;
FEIZI, 2016), semivolateis, de baixa polaridade, baixa massa molecular (LANCAS, 2009) e
termicamente estaveis nas temperaturas relativamente elevadas usadas no processo de
separacao cromatografica, que sao requisitos necessarios para que compostos sejam ionizados
por meio de IE e 1Q (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

As opcdes convencionais de injecdo da amostra em um CG sdo split, splitless,
splitless pulsada e cold on-column (HAJSLOVA; CAJKA, 2008). A injecdo a quente com
(split) ou sem divisdo de fluxo (splitless) é uma das técnicas mais empregadas na injecao da
amostra na CG (HAJSLOVA; CAJKA, 2008; PINHO et al., 2009), devido a facilidade de
operacio (HAJSLOVA; CAJKA, 2008). A injecdo splitless é utilizada apenas em analises
quantitativas de analitos tragos (HARRIS, 2001; HAJSLOVA; CAJKA, 2008; HARRIS,
2010) Nesse tipo de injecdo ocorre a vaporizacdo da amostra no injetor aquecido logo apos
sua introducdo no sistema (PINHO et al., 2009). A principal limitacdo da injecdo splitless é
que ela sofre da potencial degradacédo térmica e adsorcdo de analitos susceptiveis que podem
resultar tanto no aumento da resposta induzida pela matriz quanto na sua diminuicdo
(HAJSLOVA; CAJKA, 2008).

A CG-EM quadrupolo é um dos instrumentos mais comuns na analise de
agrotoxicos em alimentos (HE et al., 2015; GUEDES et al., 2016; BARBOSA et al., 2017)
devido ao custo relativamente baixo quando comparado a outros equipamentos (CAMINO-
SANCHEZ et al., 2011; SOUSA et al., 2013a; RESTREPO et al., 2014; BARBOSA et al.,
2017; MASIA et al., 2016). O CG (liners e pré-colunas) e o EM (fonte) devem ser submetidos
a manutencdo regular, para garantir que a sensibilidade e a reprodutibilidade do método
permanecam altas (GIACINTI et al., 2017).
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2.8.1 Efeito matriz

A determinacdo dos residuos de agrotdxicos nas matrizes de alimentos é um
desafio devido a sua complexidade (COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014; WILKOWSKA,;
BIZIUK, 2011; RIZZETTI et al., 2016; WU, 2017), propriedades quimicas diversas, baixa
concentragdo de analitos e a grandes quantidades de substéncias interferentes que podem ser
co-extraidas com os analitos (COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014; WILKOWSKA; BIZIUK,
2011; RIZZETTI et al., 2016).

A determinacéo de residuos de agrotéxicos em nivel de traco pode ser prejudicada
muitas vezes devido a interferéncia da matriz (FREITAS; LANCAS, 2009; KO et al., 2014;
SEOWIK-BOROWIEC, 2015), pois em uma amostra real, durante o processo de extracéo
com solvente, véarias substancias podem ser capturadas e co-extraidas (PRESTES et al., 2009;
ROMANELLI et al., 2017; WU, 2017), e mesmo ap6s a limpeza ainda podem ficar alguns
residuos de co-extrativos da matriz (HAJSLOVA; CAJKA, 2008; CHOWDHURY et al.,
2013), que acabam gerando quantificacdo imprecisa, diminuicdo da robustez do método,
baixa detecgdo do analito e até mesmo resultados falsos positivos ou negativos (HAJSLOVA;
CAJKA, 2008), afetando até mesmo o limite de deteccdo (PRESTES et al., 2009;
ROMANELLI et al., 2017; WU, 2017). Alguns exemplos dessas substancias séo compostos
como agucares, pigmentos, proteinas (WU, 2017), materiais gordurosos, ceras, dentre outros
(KO et al., 2014).

Assim, os procedimentos de preparacdo da amostra ainda sdo um obstaculo ao
desenvolvimento de um método analitico eficiente (SILVA et al., 2017), pois 0s constituintes
ou co-extrativos presentes na amostra (REBELO et al., 2016; SILVA et al., 2017) podem ser
responsaveis por propiciar a imprecisdo e/ou a inexatiddo na quantificacdo dos analitos como
0s agrotoxicos (SILVA et al., 2017). Esse tipo de interferéncia é conhecido como efeito
matriz (SLOWIK-BOROWIEC, 2015; SILVA et al., 2017, LOZOWICKA; RUTKOWSKA;
JANKOWSKA, 2017), e pode diminuir ou aumentar o sinal analitico detectado
(DOMINGUEZ et al., 2014; GIACINTI et al., 2016; CHATTERJEE et al., 2016; SILVA et
al., 2017, LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017, LI et al., 2017b;
ALCANTARA et al., 2018).

Embora o surgimento de novos métodos e ferramentas analiticas ocorra de forma
continua, o efeito matriz ainda € uma das maiores dificuldades na andlise de residuos de

agrotoxicos, influenciando de forma desfavoravel a determinacdo quantitativa e qualitativa do
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analito, especialmente na andlise de amostras complexas (SLOWIK-BOROWIEC, 2015;
LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; ALCANTARA et al., 2018). O efeito
matriz pode afetar a exatiddo (GIACINTI et al., 2016; SILVA et al., 2017), a precisdo
(GUEDES et al., 2016; GIACINTI et al., 2016; SILVA et al., 2017), diminuir a robustez do
método, gerar resultados falsos positivos ou falsos negativos (GIACINTI et al., 2016) e até
mesmo afetar o limite de deteccdo (PRESTES et al.,, 2009; ROMANELLI et al., 2017,
PANUWET et al., 2016; WU, 2017).

Em uma amostra real, mesmo apos a limpeza ainda ficam alguns residuos de co-
extrativos da matriz (HAJ SLOVA; CAJKA, 2008; CHOWDHURY et al., 2013), que acabam
gerando quantificagdo imprecisa, diminuicdo da robustez do método, baixa deteccdo do
analito e até mesmo resultados falsos positivos ou negativos (HAJSLOVA; CAJKA, 2008).

Os compostos presentes na matriz podem competir com o analito em estudo
(GRIMALT et al., 2016), podendo serem identificados como um analito que ndo esta
realmente presente, ou serem confundidos com o analito e eluir no mesmo tempo de retengéo,
causando a cobertura/mascaramento do pico do analito (WALORCZYK 2014,
CHATTERIJEE et al., 2016; DONG et al., 2017), resultando no comprometimento da
seletividade e especificidade do método (GRIMALT et al.,, 2016). O efeito matriz €
amplamente descrito como sendo uma das principais fontes de erro na analise multirresiduo
em CG-EM (PAZ et al., 2015; BARBOSA et al., 2017; GUEDES et al., 2016).

2.8.1.1 Efeito Matriz na Quantificacdo de Agrotoxicos por CG

O efeito matriz depende da amostra (PINHO et al., 2009; (FRENICH, ROMERO-
GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014; SEOWIK-BOROWIEC, 2015;
ALCANTARA et al., 2018), do procedimento de extracdo, da técnica de determinacéo
(FRENICH, ROMERO-GONZALEZ; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, 2014), do tipo de co-
extrativo (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017), concentragdo do analito
(SLOWIK-BOROWIEC, 2015; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017) e das
propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos(polaridade, peso molecular, estabilidade
térmica, temperatura de ebulicdo, etc.) (SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005; POOLE, 2007;
PINHO et al., 2012; SILVA et al., 2017; ALCANTARA et al., 2018), podendo ocorrer

interacdes entre os analitos e co-extrativos da matriz (REBELO et al., 2016), bem como
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interacdo com componentes do CG (PRESTES et al., 2009). De acordo com Stachniuk e
Fornal (2016) o efeito matriz € significativamente mais tipico em matrizes mais complexas.

Na CG o efeito matriz pode ser causado pelo nimero e tipos de sitios ativos
localizados no liner (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003; PRESTES et
al., 2009; YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015;
CHATTERIJEE et al., 2016) e na coluna (PRESTES et al., 2009), estrutura quimica do analito
(ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003; PRESTES et al, 2009;
YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015) (capacidade de ligacéo
de hidrogénio) e condigdes do instrumento (ANASTASSIADES; MASTOVSKA;
LEHOTAY, 2003; YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015;
PANUWET et al., 2016), concentracdo, quantidade e tipo de matriz (ANASTASSIADES;
MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003; PRESTES et al, 2009; YUDTHAVORASIT;
MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015 YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN;
LEEPIPATPIBOON, 2015), temperatura de injecdo e tempo de interacdo (PRESTES et al.,
2009), mas o efeito matriz ocorre principalmente por causa de interacdes entre os analitos e 0s
sitios ativos do liner (ANASTASSIADES et al., 2003; SOUSA et al., 2013a;
YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015).

Os sitios ativos se referem a grupos silandis livres e metais potencialmente
presentes na superficie de revestimentos do liner (ANASTASSIADES et al., 2003;
HAJSLOVA;  ZROSTLIKOVA, 2003; YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN;
LEEPIPATPIBOON, 2015; PANUWET et al., 2016), mesmo em liners de vidro de alta
qualidade (PANUWET et al., 2016).

A injecdo a quente com ou sem divisdo de fluxo (split/splitless) é uma das
técnicas mais empregadas na injecdo da amostra na CG (PINHO et al., 2009), porém esta
técnica é a mais propensa ao efeito matriz devido as condi¢Bes de temperatura elevada, na
qual os sitios ativos do liner tendem a promover adsor¢do dos analitos ou mesmo catalisar
processos de degradagdo térmica dos agrotoxicos (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003;
PINHO et al., 2009).

O efeito matriz no CG é observado quando uma diferenga consideravel na
resposta cromatografica é obtida entre os padrbes preparados no solvente e aqueles
preparados no extrato da matriz (SOUSA et al., 2013a). Embora os agrotoxicos sejam
injetados na presenca de matriz, pode ocorrer o aumento (SOUSA et al., 2013g;
YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015; COSTA; CALDAS;
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PRIMEL, 2014; DOMINGUEZ et al., 2014; GIACINTI et al., 2016; CHATTERJEE et al.,
2016; PANUWET et al., 2016; LtOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017) ou a
diminuicao da resposta cromatografica (SOUSA et al., 2013a; COSTA; CALDAS; PRIMEL,
2014; DOMINGUEZ et al., 2014; GIACINTI et al., 2016; CHATTERJEE et al., 2016;
LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017), através de interagdes entre os
agrotoxicos e co-extrativos da matriz, por meio da ionizacdo na interface do EM, levando a
erros de medi¢cdo (REBELO et al., 2016).

A eluicdo de impurezas volateis com 0 mesmo tempo de retencdo do analito pode
resultar em multiplas consequéncias desfavoraveis, o mais pronunciado sendo (HAJSLOVA;
ZROSTLIKOVA, 2003):

(i) o pico do analito é mascarado, gerando um resultado falso negativo;

(ii) a impureza é confundida como sendo o analito, que na realidade esta ausente,
resultando em falso positivo;

(iii) o sinal do detector aumenta, causando a superestimacédo do resultado;

(iv) extincdo do sinal do detector, gerando subestimacéo do resultado, onde este
problema é grave para o detector de fotometria de chama (FPD) classico, mas melhoria

significativa é fornecida pela FPD pulsada.

E importante avaliar os efeitos da matriz na anélise de residuos de agrotoxicos
utilizando o método CG, uma vez que os efeitos da matriz podem variar substancialmente
com as diferentes matrizes e as propriedades dos agrotoxicos alvos, gerando imprecisao

inesperada de resultados qualitativos e quantitativos (HOU et al., 2014).

2.8.1.2 Aumento da Resposta Cromatografica

O aumento da resposta cromatografica, que ¢ mais comum na analise de CG
(COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014), ocorre devido a competicdo dos compostos da matriz
com os sitios ativos da coluna (ANASTASSIADES et al., 2003; MASTOVSKA; LEHOTAY;
ANASTASSIADES, 2005; SOUSA et al.,, 2013a; COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014,
YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015; GIACINTI et al., 2017)
ou do liner (SOUSA et al, 2013a; COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014,
YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015; GIACINTI et al., 2017).
O aumento induzido pela matriz € um fenbmeno comumente encontrado na analise por CG de
agrotoxicos em alimentos (SCHENCK; LEHOTAY, 2000). O efeito matriz positivo &
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evidenciado quando a inclinacdo da curva padrdo no extrato € maior do que no solvente puro
(SOUSA et al., 2012).

O aumentando do sinal, em comparacdo com a injecdo em solvente puro, ocorre
principalmente pelo fato dos co-extrativos da matriz tenderem a também bloquear os sitios
ativos (HAJSLOVA; CAJKA, 2008; HOU et al., 2014; SLOWIK-BOROWIEC, 2015;
PANUWET et al., 2016; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). O bloqueio
de sitios ativos impede a degradacdo térmica/adsorcdo do analito alvo (PANUWET et al.,
2016), fazendo com que os analitos alvo sejam eluidos mais rapidamente (HAN et al. 2016;
PANUWET et al., 2016) e com uma forma de pico mais nitida devido a diminuicdo das
interacBes entre eles e os locais ativos (PANUWET et al., 2016; ALCANTARA et al., 2018),
e assim, mais particulas do analito chegam ao detector (ANASTASSIADES et al., 2003;
LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; ALCANTARA et al., 2018).

Normalmente, os compostos propensos ao realce cromatografico induzido por
matriz s&o analitos termol&beis ou polares, e sdo capazes de fazer ligacBes de hidrogénio
(SCHENCK; LEHOTAY, 2000; HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003; PANUWET et al.,
2016), mas compostos ndo polares, como por exemplo, piretréides, também podem sofrer tal
realce (PANUWET et al., 2016).

2.8.1.3 Diminuicdo da Resposta Cromatogréfica

A supressdo da resposta cromatografica, que € menos comum na analise de CG,
ocorre quando os agrotdxicos interagem e co-eluem com os compostos da matriz (COSTA,
CALDAS; PRIMEL, 2014) durante o mesmo tempo de retencdo (SLOWIK-BOROWIEC,
2015), e como os compostos da matriz ndo estdo no nivel de traco (COSTA; CALDAS;
PRIMEL, 2014), pode ocasionar a cobertura/mascaramento do pico do analito (SLOWIK-
BOROWIEC, 2015), aumentando o sinal de base do cromatograma e, consequentemente,
produzindo uma supressdao do sinal cromatografico do agrotdéxico (COSTA; CALDAS;
PRIMEL, 2014). O efeito matriz negativo é evidenciado quando a inclinacdo da curva padréo
no extrato é menor do que a curva padréo no solvente puro (SOUSA et al., 2012).

A resposta também pode ser diminuida se 0s componentes ndo volateis da matriz
se acumularem no liner do injetor e/ou na coluna (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2000;
YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015; SLOWIK-BOROWIEC,

2015; GIACINTI et al., 2017), criando sitios ativos adicionais também podem ser formados a
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partir de co-extrativos ndo volateis que se depositam na entrada do sistema cromatogréfico
durante repetidas anélises (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2000; YUDTHAVORASIT;
MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015).

Na analise de CG, os analitos (semi) polares ou termicamente sensiveis podem se
decompor nos locais ativos no liner e coluna, dando perdas e formas de pico distorcidas
(HOU et al., 2014). Os componentes da matriz também podem se acumular no liner e criar
sitios ativos capazes de reagir com os analitos, diminuindo a quantidade do analito que chega
ao detector (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2000; YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN;
LEEPIPATPIBOON, 2015; GIACINTI et al., 2017).

2.8.1.4 Atenuacao do efeito matriz

Em comparacdo com padrbes de calibracdo em solvente puro
(YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015; GIACINTI et al.,
2017), o aumento do sinal (YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON,
2015; GIACINTI et al., 2016; CHATTERJEE et al., 2016) leva a uma superestimacdo das
concentracdes de agrotdxicos que refletem a adsor¢do de componentes da matriz co-extraida
no injetor e na coluna, ja a diminuicdo do sinal, leva a uma subestimacdo das concentracdes
de agrotdxicos que refletem adsorcdo de analito nos locais ativos do injetor, coluna e/ou
detector (GIACINTI et al., 2016; CHATTERJEE et al., 2016).

Varios métodos foram propostos para corrigir o efeito matriz (SLOWIK-
BOROWIEC, 2015; PANUWET et al, 2016; LOZOWICKA; RUTKOWSKA;
JANKOWSKA, 2017), incluindo o uso de protetores de analitos (PINHO et al., 2012;
GUEDES et al., 2016; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; DONG et al.,
2017), otimizacdo dos parametros de injecdo (ANASTASSIADES; MASTOVSKA;
LEHOTAY, 2003; SEOWIK-BOROWIEC, 2015; LOZOWICKA; RUTKOWSKA;
JANKOWSKA, 2017) e separagao (SLOWIK-BOROWIEC, 2015), padrfes internos
marcados isotopicamente (LI et al., 2017b), calibracdo por adi¢do de padrdo (PINHO et al.,
2012; PANUWET et al., 2016; STACHNIUK; FORNAL, 2016; REBELO et al., 2016; LI et
al., 2017b), calibragdo por adi¢do de padrio interno (SLOWIK-BOROWIEC, 2015; REBELO
et al., 2016; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017) ¢ calibragdo combinada
a matriz (STACHNIUK; FORNAL, 2016; GRIMALT et al., 2016; BARBOSA et al., 2017,
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REBELO et al., 2016; GIACINTI et al., 2016; RIZZETTI et al., 2016; HAN et al., 2016;
LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; LI et al., 2017Db).

Amostras complexas com baixa concentracdo dos analitos possuem maior efeito
matriz e demandam o uso da calibracdo combinada a matriz, uma vez que ela garante maior
precisdo, tornando alguns métodos capazes de determinar maior quantidade de analitos
(REBELO et al., 2016). A calibracdo combinada a matriz é conhecida como a maneira mais
eficaz e precisa para lidar com os efeitos da matriz na deteccdo de agrotoxicos em matrizes
complexas (SHEN et al., 2011; XU et al., 2017). Como na utilizacdo de protetores de analitos,
a calibragdo combinada a matriz mascara os sitios ativos no sistema de CG (SLOWIK-
BOROWIEC, 2015)

A calibracdo combinada a matriz € uma abordagem prética e razoavelmente eficaz
usada para compensar os efeitos da matriz nos métodos CG-EM para anélise de residuos de
agrotoxicos (GIACINTI et al., 2016), principalmente por ser um método relativamente barato,
simples (GUEDES et al., 2016), e gerar resultados confiaveis na quantificagdo dos residuos
de agrotdxicos (COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014), sendo por isso, o0 método usado
majoritariamente (BAKIRCI et al., 2014; STACHNIUK; FORNAL, 2016; GRIMALT et al.,
2016; BARBOSA et al., 2017; LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017).

A calibracdo combinada a matriz é gerada pela adi¢do de solu¢des padrdo aos
extratos da matriz sem residuo do analito (YUDTHAVORASIT, MEECHAROEN;
LEEPIPATPIBOON, 2015; STACHNIUK; FORNAL, 2016), mas as limitacdes incluem
indisponibilidade frequente de amostra sem analitos alvo (KOWALSKI; LUPO; COCHRAN,
2014; YUDTHAVORASIT; MEECHAROEN; LEEPIPATPIBOON, 2015) e comportamento
dependente de cada tipo de amostra. Antes da obtencdo dos padrdes desejados de precisao e
exatiddo dos dados laboratoriais, o efeito matriz deve ser caracterizado e controlado
(PANUWET et al., 2016).

Ao trabalhar com amostras de alimentos muitos métodos usam o QUEChERS para
diminuir o efeito matriz (SAMPAIO et al., 2013), bem como o uso do preparo de padrdes
usando uma matriz apropriada em vez de solvente puro, com o intuito de evitar recuperacoes
baixas ou altas dos analitos (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). Nao
existe uma técnica de extracdo Unica e métodos de limpeza que eliminem completamente o
efeito da matriz, mas as metodologias QUEChERS séo aplicadas em muitos laboratérios, com
bons resultados e altas recuperacGes, em varias extraces de matrizes complexas como: solo,
amostras bioldgicas e alimentos (DOMINGUEZ et al., 2014).
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Valores de efeito matriz entre -20 e 20% podem ser considerados insignificantes,
pois essa variabilidade estd préxima dos valores do CV da repetibilidade (FERRER et al.,
2011; LOZANO et al., 2012; WALORCZYK, 2014; SLOWIK-BOROWIEC, 2015; SANTE,
2017; RIZZETTI et al., 2016).

2.9 Validacdo de métodos analiticos

O primeiro nivel e primeira ferramenta de garantia da qualidade de um sistema de
qualidade laboratorial é a validacdo de um procedimento analitico (MAPA, 2011b). Ao
realizar o desenvolvimento de um método para anélise de agrotoxicos € preciso sempre incluir
a validacdo do método, sobretudo se for aplicado a uma matriz e ndo somente a estudos com
solugdes padrdo (BRITO et al., 2002). Um dos objetivos da validacao € verificar a precisdo do
método de quantificagdo escolhido, uma vez que os métodos de quantificacdo sdo propensos a
erros (KRUVE et al., 2015).

Na validacdo € feito uma avaliacdo para prever a eficiéncia de um método
desenvolvido, adaptado ou implementado (BRITO et al.,, 2003; RIBEIRO et al., 2008).
Assim, por meio da validacdo, é possivel garantir que um método gere informacdes confidveis
e interpretaveis (BRITO et al., 2002; BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004). Segundo o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade (INMETRO), a validagdo é
necessaria sempre que um método existente for modificado ou quando um método totalmente
novo for desenvolvido (INMETRO, 2003). A validacdo do método permite provar que um
método analitico é aceitavel para a finalidade pretendida (HARRIS, 2010). Assim, um
processo de validacdo bem estabelecido e documentado disponibiliza para as agéncias
reguladoras comprovacGes de que 0s métodos e os sistemas sdo adequados para 0 USO
desejado (RIBANI et al., 2004).

A validacdo de um método é um processo longo, que requer um grande nimero de
experimentos analiticos, bem como célculos estatisticos (RIBEIRO et al., 2008). Ela precisa
avaliar a relacdo entre os resultados experimentais e as questdes que o método se propde a
responder, e assim, demonstrar que o método analitico é adequado para o seu propdsito
(BRITO et al., 2003; MAPA, 2011a). As medic¢Ges quimicas devem mostrar qualidade através
de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade (RIBANI et al., 2004; MAPA,
2011a), pois dados analiticos ndo confidveis podem causar decisbes graves e prejuizos

financeiros irremediaveis (RIBANI et al., 2004). E importante que os efeitos da matriz sejam
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investigados e conduzidos durante a validacdo e implementacdo de um método, pois podem
resultar em medic¢Oes imprecisas dos analitos (PANUWET et al., 2016).

Os parametros estudados na validacdo certificam que o modelo proposto é
confiavel e atende as especificacdes impostas pela industria e 6rgéos de fiscalizacdo nacionais
e internacionais (BRAGA; POPPI, 2004). Os parametros analiticos normalmente usados para
validacdo de métodos de separagdo sdo: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de
deteccdo e limite de quantificacdo (RIBANI et al., 2004). Dependendo da técnica analitica
empregada ou com o protocolo de validacdo a ser seguido, a estimativa destes parametros
pode variar (RIBEIRO et al., 2008).

Para permitir que os laboratérios tenham livre escolha de métodos, e
consequentemente, instigar o desenvolvimento continuo dos métodos analiticos, a DG
SANTE fornece orientacdo para os laboratorios na validacdo de métodos de andlise de
residuos de agrotoxicos nos alimentos e alimentos para animais (GRIMALT; DEHOUCK,
2016). No Brasil, a ANVISA e o INMETRO sdo os dois 6rgdos que regulamentam a
validacdo de métodos analiticos (RIBEIRO et al., 2008), verificando a competéncia dos
laboratdrios de ensaios, bem como disponibilizando guias e manuais para o procedimento de
validacdo (RIBANI et al., 2004).

Além do uso de métodos oficiais, laboratorios desenvolvem e validam seu proprio
método para a analise de residuos de agrotéxicos, uma vez que dependendo da técnica
analitica adotada, podem ser utilizadas abordagens diferentes para o tratamento das amostras
(GRIMALT; DEHOUCK, 2016). Porém, mesmo ao usar a mesma técnica, diferentes
configuragdes ou equipamentos podem ser selecionados, tornando dificil alcangar um método
analitico universalmente aceito (GRIMALT; DEHOUCK, 2016). Na literatura existem muitas
aplicacGes que foram validadas com sucesso para um grande numero de agrotdxicos em
matrizes complexas (GIACINTI et al., 2016; CLOUTIER et al., 2017; DONG; XIAO, 2017,
DONG et al., 2017; JIANG et al., 2017, LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA,
2017; MACHADO et al., 2017; PIRSAHEB et al., 2017; SRIVASTAVA et al., 2017; WANG
et al., 2017; WU, 2017; ZOCCALI et al., 2017). Segundo Brito et al. (2003) deve-se salientar
que o método pode ser considerado validado, apesar de alguns parametros ndo se
enquadrarem nos limites estabelecidos na literatura, mas que sejam conhecidos

criteriosamente e, portanto, adequados aos objetivos do estudo a ser realizado.
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2.9.1 Seletividade

A seletividade é a primeira etapa no desenvolvimento e validacdo de um método
instrumental de separacao, pois outras figuras de mérito como linearidade, exatidao e preciséo
poderdo ser comprometidas caso a seletividade ndo seja atestada (RIBANI et al., 2004).

De acordo com MAPA (2011) a seletividade é a extensdo na qual um
procedimento analitico pode determinar analito (s) particular (es) em mistura (s) ou matriz
(es) sem a interferéncia de outros componentes de comportamento similar (isémeros,
metabdlitos, produtos de degradacéo, substancias enddgenas, entre outras). Assim, um método
instrumental que possui seletividade é capaz de avaliar, de forma inequivoca, os analitos na
presenca de componentes que podem interferir na determinacdo de uma amostra complexa
(RIBANI et al., 2004; ZAINUDIN et al., 2015). A analise de um analito deve utilizar técnicas
confirmatdrias, j& que substancias diferentes podem resultar em respostas semelhantes em
determinadas condi¢des (BRITO et al., 2003), onde com a seletividade é possivel garantir que
0 pico de resposta é exclusivamente do analito (RIBANI et al., 2004).

A seletividade de um método analitico pode ser feita pela comparacdo entre os
sinais (resposta instrumental) do composto de interesse na matriz sem a presenca do analito,
com a resposta obtida na matriz com uma quantidade conhecida do analito (padrédo) (MAPA,
2011b). Todavia, detectores modernos (arranjo de diodos ou espectrdmetro de massa) também
permitem avaliar a seletividade (MAPA, 2011b; RIBANI et al., 2004; GUEDES et al., 2016).

Nos procedimentos cromatograficos € preciso adotar as precaucdes necessarias
para assegurar a resolucdo e adequada separacao (pureza) dos picos cromatograficos (MAPA,
2011a), como por exemplo, testes de resolugdo de pico para demonstrar que 0 pico
cromatografico é atribuido a um sé componente, que pode ser feito através do uso do detector
de EM (MAPA, 2011a; GUEDES et al., 2016). Assim, a EM acoplada a cromatografia pode
ser altamente seletiva, (MAPA, 2011Db), pois possibilita estimar a seletividade por meio da
comparagdo do espectro do pico obtido na separacdo em relagdo ao de um padrdo (MAPA,
2011b; RIBANI et al., 2004), garantindo uma indicacdo da presenca do composto
puro(RIBANI et al., 2004) através do grau de similaridade. O aumento da seletividade e
melhora da sensibilidade podem ser alcangados com o uso do modo CIE na CG-EM, onde a
presenca do analito na amostra é detectada pela analise do espectro de massa do mesmo
(GUEDES et al., 2016).
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2.9.2 Linearidade

A linearidade reflete a capacidade de um método em fornecer resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma dada faixa analitica
(BRITO et al., 200; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008; MAPA, 2011a ; MAPA,
2011b), em que a equacdo matematica que representa esta dependéncia € denominada curva
analitica ou curva de calibracdo (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008), que podem ser
adequadamente ajustadas pela equacdo de uma reta (fungédo afim) (MAPA, 2011b). Assim, a
linearidade corresponde ao ajuste da curva de calibracdo (RIBEIRO et al., 2008).

No gréfico de calibracdo é feita a suposicdo de que a resposta instrumental esta
linearmente relacionada com a concentracdo do padrdo (BRITO et al., 2003). Assim, um
numero suficiente de calibradores (solu¢bes-padrdo) deve ser usado para definir de forma
apropriada esta relacdo entre a concentracdo e a resposta (BRITO et al., 2003), sendo
necessario no minimo cinco valores compreendidos no intervalo definido (BRITO et al.,
2003; RIBANI et al., 2004; MAPA, 2011b), para que sejam obtidos dados estatisticos de
interseccdo, da equacdo de regressdo linear, o coeficiente de correlacdo ou de determinacéo,
bem como a concentracdo estimada dos calibradores (BRITO et al., 2003).

As curvas de calibragdo podem ser elaboradas de trés formas (MAPA, 2011b):
curva de calibragéo do analito em solucéo, curva de calibragdo da matriz branca fortificada ou
curva de calibracdo do extrato da matriz branca fortificado. Para fazer a quantificacdo €
necessario conhecer a relacdo entre a resposta medida e a concentracdo do analito, onde a

equacdo da reta que relaciona as duas variaveis € dada pela equacéo (2.1) (INMETRO, 2017):

y=ax+b (2.1)

Onde:

y: resposta medida (sinal instrumental como absorbancia, altura ou area do pico,
etc.);

X: concentracao;

a: coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica = sensibilidade);

b: coeficiente linear (interse¢do com o eixo y, quando x = 0).
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Uma vez conhecidos os coeficientes a e b, eles poderdo ser usados para predizer a
concentracdo da espécie de interesse em amostras a partir do seu sinal analitico (RIBEIRO et
al., 2008). O método dos minimos quadrados é usado para fazer o ajuste de qualquer equacéo
matematica, onde a melhor curva fornece o menor valor para a soma quadratica dos residuos
obtidos entre o sinal analitico medido e o sinal analitico predito, para um conjunto de n pontos
experimentais (RIBEIRO et al., 2008).

A regressao linear é usada para estimar os coeficientes de uma curva analitica a
partir de um conjunto de pontos experimentais, que aléem dos coeficientes de regresséo a e b,
também fornece o coeficiente de correlagdo R (RIBANI et al., 2004). A linearidade pode ser
demonstrada pelo R do gréfico analitico (BRITO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2008), onde o
ideal é obter um valor estatisticamente igual a 1 (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).
Valores relativamente pequenos de R estdo relacionados com um ajuste ndo linear entre
valores de x e y, enquanto um ajuste linear com R=1 mostra que todos os pontos da curva
estdo em cima de uma reta com inclinagcdo positiva (RIBEIRO et al., 2008). A ANVISA
recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90
(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2017).

O R ¢ a adequacdo do ajuste da curva (RIBEIRO et al., 2008), sendo um bom
indicativo do quanto uma reta pode ser considerada adequada como modelo matematico
(INMETRO, 2017), onde as seguintes consideracbes podem ser feitas em relacdo a
linearidade de um grafico (BRITO et al., 2003):

R =1 (correlacdo perfeita)

0,91 <R < 0,99 (correlacédo fortissima)
0,61 <R < 0,91 (correlacéo forte)

0,01 <R < 0,30 (correlacéo fraca)

R = zero (correlagdo nula)

Muitas vezes é dificil detectar visualmente os desvios da linearidade, bem como o
R pode frequentemente gerar uma medida superficial da correlacdo (RIBANI et al., 2004,
INMETRO, 2017). Assim, 0s testes estatisticos sdo Uteis para julgar as diferencas numéricas
resultantes de erros aleatorios inevitaveis de todas as medidas ou dos erros sistematicos, uma
vez que os resultados experimentais raramente concordam exatamente com aqueles previstos
por um modelo tedrico (SKOOG et al., 2005).
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A auséncia de teste pode levar a erros significativos durante a quantificacdo de
residuos de agrotoxicos (GUEDES et al., 2016). A linearidade pode ser verificada através de
testes estatisticos de significancia da regressdo linear atraves do teste-F (variancia) e dos
parametros de calibracdo por meio do teste-t de Student (médias) (RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2017). O teste-t &€ uma ferramenta estatistica usada com frequéncia para comparar
resultados de diferentes experimentos (HARRIS, 2010). Ele requer que os desvios padrédo dos
conjuntos de dados comparados sejam iguais, onde o teste-F é utilizado para avaliar essa
(SKOOG et al., 2005). A comparacao estatistica é utilizada para determinar o efeito matriz
através da inclinagdo da curva de calibragdo dos agrotoxicos no solvente e no extrato da
matriz (DOMINGUEZ et al., 2014).

2.9.2.1 teste-F

O teste-F é empregado na andlise de regressdo linear (SKOOG et al., 2005),
podendo ser aplicado no caso de comparar apenas duas curvas (PINHO et al., 2012). Ele é
baseado na hipotese nula de que as variancias das duas curvas consideradas sao iguais, ou
seja, que as quantidades numeéricas que estdo sendo comparadas sao de fato similares, e deste
modo, verificar se as curvas séo significativamente diferentes uma da outra (SKOOG et al.,
2005).

O teste-F é comparado com o valor de F obtido a partir de uma tabela estatisitica,
onde os valores de F ao considerar um intervalo de confianca de 95%, onde se Fcarculado >
Frabelado Para 95% de confianca, a regressao linear é significativa, porém, se Fcaculado < Ftabelado,
nédo existe relacdo linear entre 0s eixos x e y, mesmo com um bom valor de R (SKOOG et al.,
2005). O grau de liberdade (GL) de cada curva de calibracdo é dado por: GL = N-2, N é 0
nimero de pontos de curva (LIGIERO et al., 2009; HARRIS, 2010; GUEDES et al., 2016;
GOMES et al., 2017).

2.9.2.2 Teste de Student (teste-t)

O teste-t é usado quando existe um numero pequeno de resultados, onde também é
usada a hipotese nula (SKOOG et al., 2005). O teste-t é importante para avaliar a
significancia estatistica dos coeficientes a e b das curvas de calibracdo (GUEDES et al.,

2016).0 teste de significancia dos pardmetros de calibracdo das curvas é baseado no teste de
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hip6tese aplicando o parametro t de Student (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002;
GOMES et al., 2017). Os desvios para os coeficientes angulares e lineares das equacOes de
regressao sdo usados para avaliar a significancia estatistica de um parametro, onde o valor de
tcaic (Valor de t calculado) é obtido através da razéo entre o valor de cada parametro e o0 seu
respectivo desvio (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

O teste-t é comparado com o valor de t obtido a partir de uma tabela estatistica,
onde tcaiculado > ttanelado COM UM nivel de confianca de 95%, o parametro é significativo e deve
ser mantido na equacdo da reta, mas Se tipelado > fealculado, O Parametro de calibracdo ndo é
significante devendo ser excluido (SKOOG et al., 2005, BARBOSA et al., 2017; SILVA et
al., 2017; NASCIMENTO et al., 2017).

2.9.3 Preciséo

A precisdo é a estimativa da dispersdo de resultados provenientes de ensaios
independentes que sdo repetidos em uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes,
em condigdes estabelecidas (INMETRO, 2003; RIBEIRO et al., 2008; MAPA, 2011b),
avaliando a proximidade entre vérias medidas realizadas na mesma amostra (BRITO et al.,
2003). Através da precisdo é possivel descrever a reprodutibilidade de um resultado, onde sua
medicdo serd precisa se ao repetir uma medida varias vezes os valores estiverem de acordo
uns com os outros (SKOOG et al., 2005; HARRIS, 2010).

A precisdo em validacdo de métodos pode ser expressa de trés formas diferentes:
precisdo intermediaria (ou reprodutibilidade interna ou reprodutibilidade intralaboratorial),
reprodutibilidade e repetitividade (BRITO et al., 2002; BRITO et al., 2003; ANVISA, 2003;
RIBEIRO et al., 2008; MAPA, 2011b). A precisao intermediaria é demonstrada pela variacao
entre resultados obtidos em dias diferentes pelo mesmo laboratério ou em um mesmo dia,
enquanto a reprodutibilidade € avaliada em diferentes laboratérios, em diversas localidades do
mundo, utilizando 0 mesmo conjunto de amostras, sendo que os dois tipos usam ensaios de
recuperacdo (BRITO et al., 2002; BRITO et al., 2003).

A repetitividade define a precisdo dos resultados obtidos em medicdes sucessivas
de uma mesma amostra (INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008),
realizadas nas mesmas condicdes de medicéo, conhecidas como condigdes de repetitividade,
que s@o efetuadas com o mesmo procedimento (INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004),

dentro do mesmo laboratério, por um mesmo analista e com a mesma instrumentacéo (BRITO
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et al., 2002; BRITO et al., 2003; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2008) sob mesmas condicGes e com repeticdes em curto espago de tempo (BRITO et al.,
2002; BRITO et al., 2003; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004).

Outro tipo de precisdo é a instrumental, que ndo deve ser confundida com
repetitividade, na qual séo feitas injecOes sequenciais repetidas da mesma amostra,
normalmente 10 ou mais vezes, onde a média dos valores da &rea do pico ou altura do pico é
usada para determinacao da estimativa do desvio padrdo relativo (DPR) de todas as injecGes
(RIBANI et al., 2004). A precisdo é expressa quantitativamente através do desvio padrdo
(INMETRO, 2003; BRITO et al., 2003) ou do DPR (INMETRO, 2003; RIBEIRO et al.,
2008), onde o0 DPR é também conhecido como coeficiente de variagdo (CV) (BRITO et al.,
2003; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008). Quanto menor o CV
mais preciso é um conjunto de medic¢des (HARRIS, 2010).

O valor maximo aceitavel para o CV ird depender da metodologia empregada, da
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método (ANVISA,
2003). Nos métodos de andlise de tracos ou impurezas sdo admissiveis CVs de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004). Em andlise de residuos de
agrotoxicos considera-se que o método é preciso quando os CVs possuem valores menores
que 20% (BRITO et al., 2002; BRITO et al., 2003), devido aos baixos niveis de concentracao
(BRITO et al., 2002).

2.9.4 Exatidao

A exatiddo constitui a chave para o propoésito da validacdo (AMARANTE
JUNIOR et al., 2001; BRITO et al., 2003), sendo a concordancia entre o valor real do analito
na amostra e o estimado pelo processo analitico (BRITO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2008) e
correlaciona-se com o erro absoluto de uma medida (RIBEIRO et al., 2008). Ela é definida
como a propor¢do da quantidade do analito, presente ou adicionada na por¢do analitica do
material teste, que € extraida e susceptivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004). A
precisdo expressa o erro total incluindo erro sistematico (veracidade) e erro aleatorio
(repetibilidade e precisdo intermediaria) para cada nivel de concentragdo (CHEVALLIER et
al., 2015).

A exatidao pode ser determinada através do calculo do erro absoluto ou relativo
(AMARANTE JUNIOR et al., 2001; BRITO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2008). A
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Conferéncia Internacional sobre Harmonizacgdo-ICH (1996) determina que devem ser feitos
ensaios em triplicata para trés niveis de concentracdo, onde a ANVISA também adotada esta
recomendacdo (RIBANI et al., 2004). As formas mais usadas para examinar a exatidao de um
método sdo: materiais de referéncia certificados (MRCs) (AMARANTE JUNIOR et al., 2001;
BRITO et al., 2003; RIBANI et al.,, 2004, RIBEIRO et al., 2008; MAPA, 2011b),
comparacdo do método proposto com um método de referéncia (AMARANTE JUNIOR et
al., 2001; BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004), adi¢do de padrdo (RIBANI et al., 2004;
ELLISON; THOMPSON, 2008) e ensaios de recuperacdo (AMARANTE JUNIOR et al.,
2001; BRITO et al., 2002; BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

Os MRCs sdo ferramentas valiosas para o desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos para melhorar as medicGes e o controle de qualidade em laboratérios
analiticos (TOLOSA; CASSI; HUERTAS, 2018). Eles sdo materiais de referéncia que
possuem um certificado indicando o valor de concentracdo de uma dada substancia, ou outra
grandeza para cada parametro e uma incerteza associada (RIBANI et al., 2004). Quando
disponiveis, os MRCs sdo os materiais de avaliacdo favoritos, por estarem rigorosamente
associados com padrdes internacionais (AMARANTE JUNIOR et al., 2001; BRITO et al.,
2003) e por apresentarem caracteristicas semelhantes as das amostras (AMARANTE JUNIOR
etal., 2001).

Os MRCs sdo disponibilizados por organismos reconhecidos e confiaveis, como:
LGC (“Laboratory of the Government Chemist” - UK), NIST (“National Institute of
Standards and Technology” - USA), USP, FAPAS (“Food Analysis Performance Assessment
Scheme” - UK), etc. (RIBANI et al., 2004). A analise com MRC é a opcédo preferencial para
fornecer evidéncias do desempenho do método, mas MRCs com 0s niveis apropriados de
analitos raramente estdo disponiveis (SANTE, 2017). O alto custo dos MRCs e a abrangéncia
limitada de matrizes e analitos restringem seu uso (AMARANTE JUNIOR et al., 2001;
BRITO et al., 2003).

A exatiddo também pode ser estabelecida através da comparacdo dos valores
obtidos pelo método proposto com valores obtidos para as mesmas amostras com outro
método validado (método com exatiddo e precisdo avaliadas) (AMARANTE JUNIOR et al.,
2001; BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004), avaliando o grau de proximidade entre 0s
resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, 0 grau de exatiddo do método testado em
relacdo ao de referéncia (RIBANI et al., 2004). Nem sempre se encontra método de referéncia

preexistente, impossibilitando a utilizagdo desse tipo de proposta (BRITO et al., 2003).
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A adicdo de padrdo é usada quando for dificil ou impossivel preparar um branco
da matriz sem o analito, por exemplo, a anélise de S-caroteno em amostras de maméo, nas
quais este analito sempre estara presente (RIBANI et al., 2004). A principal desvantagem
desse método é o fato de ser altamente trabalhoso e consumir tempo (pessoal e aparato), ja
que varios acréscimos precisam ser feitos e, geralmente, o ajuste da concentracdo adicional é
necessario durante a conducéo das analises, ndo sendo um meétodo econémico (KRUVE et al.,
2015). A adicao de padrao néo corrige o efeito de matriz "translacional™, que ocorre quando a
linha de base a partir da qual o sinal analitico deve ser medido é afetada pela matriz, também
conhecido como um efeito de linha de base ou plano de fundo, sendo independente da
concentracdo do analito e ocorrendo mesmo quando o analito estd ausente (ELLISON;
THOMPSON, 2008).

2.9.4.1 Ensaios de recuperacao

O ensaio de recuperacdo figura como o método mais usado para validacdo de
processos analiticos (BRITO et al., 2003). As medic¢Ges de recuperacdo sdo as mais comuns
em virtude da dificuldade em da obtencdo de MRCs (que, para certas aplicagfes, nem
existem) (RIBANI et al., 2004). De acordo com MAPA (2011) caso ndo haja MRC
disponivel, a determinacdo da recuperacdo deve ser feita por meio da matriz branca
fortificada, e na falta de uma matriz branca pode-se usar uma amostra de ensaio com baixa
concentracdo do analito. Segundo 0 MAPA (2011) nédo se deve confundir a recuperacdo com a
eficiéncia de extracdo ou de digestdo da amostra, pois a recupera¢do mede a tendéncia total do
procedimento analitico e, portanto, € uma expressao de sua veracidade.

O objetivo da recuperacdo é corrigir o resultado da analise dos erros sistematicos
provenientes dos efeitos de extracdo ou digestdo, bem como das perdas advindas de todas as
etapas do trajeto analitico realizados até a leitura da resposta instrumental, como por exemplo,
limpeza (clean-up), diluicbes ou pré-concentracdo, derivatizacdes, secagens, etc. (MAPA,
2011b). O erro sistematico ocorre pela perda do analito em razdo da baixa recuperacdo da
extragdo, medidas volumétricas imprecisas ou substancias interferentes na amostra (entre
outros) (BRITO et al., 2003).

Na recuperacéo é realizada a "fortificacdo™ da amostra, ou seja, adi¢éo de solucbes
com diferentes concentracfes conhecidas do analito de interesse seguida pela determinacédo da

concentracdo do analito adicionado (BRITO et al., 2003). A concentracdo em que o analito é
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adicionado na amostra controle é chamada de “nivel de fortifica¢do”, que depende do
proposito do estudo a ser realizado (BRITO et al., 2002). Para Ribani et al. (2004) a limitacao
do procedimento de recuperacdo é que o analito acrescentado ndo esta, necessariamente, na
mesma forma que a presente na amostra, podendo provocar, por exemplo, na presenca de
substancias adicionadas em uma forma que proporcione melhor deteccdo, resultando em
avaliagOes excessivamente otimistas da recuperacao.

Os ensaios de recuperacdo sdo expressos em termos de porcentagem da
quantidade medida da substancia em relacdo a quantidade adicionada na matriz em um
determinado nimero de ensaios (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004). A exatiddo deve
ser examinada em trés niveis de concentracao, alta, intermediaria e baixa, e no minimo com
determinagfes em triplicata (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008; ANVISA, 2003),
uma vez que a eficiéncia do método varia em fungdo da concentracdo do analito, onde na
maioria das vezes, a dispersdo dos resultados aumenta com a diminui¢cdo da concentracao,
podendo haver uma diferenciagdo substancial da recuperacgdo a altas e baixas concentragdes
(RIBANI et al., 2004).

Apesar dos intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise de residuos
geralmente estarem entre 70 e 120%, com DPR de até + 20% (BRITO et al., 2002; ANVISA,
2003; BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004; MAPA, 2011b; CERQUEIRA; CALDAS;
PRIMEL, 2014; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016; LOZOWICKA; RUTKOWSKA;
JANKOWSKA, 2017), dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode
ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15% (RIBANI et al.,, 2004; CERQUEIRA;
CALDAS; PRIMEL, 2014). Um intervalo padrdo pratico de 60-140% pode ser usado para
recuperacdes individuais na analise de rotina (MAPA, 2011b; SANTE, 2017; LOZOWICKA,;
RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017; ZOCCALI et al., 2017).

2.9.5 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, em uma amostra em determinadas
condicdes experimentais (BRITO et al., 2003; ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). O
limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito, que pode ser medida na
amostra conforme condicGes experimentais estipuladas (BRITO et al., 2003; RIBANI et al.,

2004). O LD e o LQ podem ser calculados através de trés formas diferentes: método visual,
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método relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica (ANVISA,
2003; RIBANI et al., 2004).

No método visual o LD é estipulado utilizando a matriz com adicdo de
concentracdes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo que se possa distinguir entre
sinal analitico e ruido pela visualizacdo da menor concentracdo visivel (detectavel), onde este
procedimento também pode ser realizado por meio do instrumento utilizando parametros de
deteccdo no método de integracdo, enquanto para o LQ considera-se a menor concentragdo
visivel (quantificavel) (RIBANI et al., 2004).

O método da relagdo sinal-ruido somente pode ser aplicado em metodologias
analiticas que mostram o ruido da linha de base, onde é feita a comparacéo entre a medicéo
dos sinais de amostras em baixas concentragdes conhecidas do analito na matriz e a matriz
isenta do analito (branco), para que possa ser estabelecida uma concentracdo minima na qual
0 analito pode ser facilmente detectado (LD) ou quantificado (LQ) (RIBANI et al., 2004). O
LD é equivalente a concentragdo do analito que produz relagdo sinal/ruido igual a 3
(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004), ja o LQ a relacdo sinal/ruido equivale a 10 (RIBANI
et al., 2004).

No método baseado nos parametros da curva analitica € usada a curva na matriz
(RIBANI et al., 2004), onde no célculo do LD ou LQ €é usada a inclinacdo (slope) ou
coeficiente angular da curva analitica e a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode
ser a estimativa do desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdao ou do
coeficiente linear da equacdo (RIBANI et al., 2004), outra forma, é o uso do desvio padrdo da
amostra que apresenta resultado de menor quantidade do analito (ANVISA 2003; HUBER,
2003; SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011). Este método proporciona melhores resultados ao
nivel de tragos, e quando o branco ndo gera sinal, pode-se adotar para o valor de “s” o desvio
padrdo do menor nivel da curva analitica (INMETRO, 2017).

Tanto o LD quanto o LQ podem sofrer alteracbes devido as condicbes
cromatograficas, sendo que picos maiores acabam por aumentar a relagdo sinal-ruido,
originando resultados de LD e LQ mais baixos. Assim, a melhor forma para resolver o
problema do calculo do LD e LQ é usar o método baseado nos parametros da curva analitica,
pois ele € estatisticamente mais confidvel, sendo que a concentracdo correspondente ao LQ

deve estar contida na curva analitica (RIBANI et al., 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, os experimentos realizados foram executados no Laboratdrio
Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN) da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), em parceria com o Laboratério de Andlises de Tragos (LAT) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.1 Reagentes, solventes e materiais utilizados

v" Acetonitrila (ACN) 99,9% grau UV/HPLC/Espectroscopico (TEDIA);

v n-hexano 97% grau UV/HPLC/Espectroscépico (VETEC);

v Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q UV3® (resistividade de 18,2
MQ cm);

v Amina primaria secundaria (PSA) com tamanho de particulas de 40 pm (Sigma
Aldrich, 50 g);

v Negro de carbono grafitizado (GCB) (Sigma Aldrich, 50 g);

v" Citrato de sodio tribasico P. A. (Vetec, 500 g);

v" Sulfato de magnésio anidro P. A. (Vetec, 500 g);

v" Cloreto de Sodio (NaCl) P. A. (Sigma Aldrich, 500 g);

v Hidrogenocitrato de sédio sesquihidratado 99% P. A. (Sigma Aldrich, 50 g);

v’ Detergente faixa neutra (pH 6,5 a 7,5);

v" Frascos de vidro (vial) com capacidade de 2 mL;

v' Gas hélio (He): usado como fase movel (99,99%);

v Mix padrdo analitico de 6 agrotdxicos OFs (clorpirifds, diclorvos, dissulfotom,
etoprofés, fenclorfés e protiofés) 2,0 x 10° pg.L? em n-hexano:acetona (9:1) (Sigma-
Aldrich);

v Tubos para centrifuga, tipo Falcon, capacidades 15 e 50 mL de fundo c6nico,
em plastico polipropileno;

v Tubos de eppendorf;

v’ Pipeta graduada, juntamente com péra;

v' Becker;

v’ Espatula;

v Micropipeta automatica.



111

3.2 Limpeza das vidrarias

Para lavagem das vidrarias, foram utilizados detergente faixa neutra (pH 6,5 a
7,5), 4gua destilada e agua ultra purificada em sistema Milli-Q. No processo de secagem das

vidrarias foi adotada a exposi¢do das mesmas ao ar livre.
3.3 Preparo das solucgdes estoque para analise em CG-EM

A partir da solugdo padrédo mix dos OFs (2,0 x 10° pg.L™) foi preparada a soluco
padrdo estoque dos agrotdxicos. Inicialmente, transferiu-se para um baldo volumétrico de 10
mL um volume de 50 pL da solucdo padrdo mix e aferiu-se volume o final com n-hexano,
com a finalidade de obter uma solucéo de 1,0 x 10* pg.L ™. Em seguida, transferiu-se para um
bal&o volumétrico de 5 mL, um volume de 500 pL da solugdo de 1,0 x 10* pg.L™ e aferiu-se o
volume final com n-hexano, obtendo-se uma solucdo padrdo estoque de trabalho de
concentragdo igual a 1,0 x 10° pg.L™Y. As transferéncias dos volumes para os baldes
volumétricos foram realizados com o auxilio de micropipetador automatico. O esquema deste

procedimento pode ser visualizado através da Figura 3.1.

Figura 3.1 — Esquema do preparo das solucGes estoque para anélise em CG-EM.

Micropipetador
Automatico

T

|| [ D]
|| [n-]

LH} 50 uL 500 pL
=i _— _—
Solugdo Padrio Mix , Solucdo Padrdo Sohigdo Padrdo
2.0x 105pgL-! 1.0x 10%pgL? 1.0x 10°pgL-?

Fonte: Autor (2018).
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3.4 Preparo das solucdes padrao e obtencao das curvas analiticas

Com o intuito de posterior verificacdo de possiveis componentes da amostra que
possam interferir positivamente ou negativamente no sinal referente aos agrotoxicos
analisados no estudo, foram construidas curvas de calibracdo no solvente e na matriz. Em
decorréncia das diferentes sensibilidades dos analitos em estudo, optou-se por trabalhar em
uma ampla faixa de concentracdo, utilizando solucdes padrdo desde 0,015 a 1500 ug.L™?,
totalizando-se 11 pontos. As solucGes padrao preparadas para o estudo foram de 15, 25, 50,
75, 100, 150, 200, 250, 500, 1000 e 1500 pg.L™.

3.4.1 Curva analitica no solvente

A Figura 3.2 mostra 0 esquema de preparo das solucGes padrfes de 15 a
200 pg.L™? para construcdo da curva analitica no solvente através de transferéncias de
aliquotas da solugdo estoque de 1,0 x 10% pg.L ™, preparada de acordo com o item 4.3. J4 a
Figura 3.3, apresenta o preparo dos padrdes de concentracdes mais elevadas (250 a 1500
ng.L™) a partir da solugdo de 1,0 x 10* ug.L™ (item 4.3). Os padrdes foram injetados no CG-
EM em triplicatas.

3.4.2 Curva analitica na matriz
3.4.2.1 Procedimento de extracdo e limpeza pelo método QUEChERS-citrato

Para Prestes et al. (2009) uma das possibilidades de se obter amostras sélidas
homogéneas € através do corte das amostras em pedacos menores seguido de processamento
em homogeneizadores. Assim, a amostra de pimentdo organico, incluindo as sementes, foi
previamente triturada, com o auxilio de um processador doméstico (liquidificador caseiro)
como mostra a Figura 3.4, e armazenada em um recipiente de vidro previamente limpo de

acordo com o item 3.2.



Figura 3.2 — Esquema do preparo das solucBes padrdes a partir da solucdo padréo de 1,0 x 10% pg.L™.
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Fonte: Autor (2018).
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Figura 3.3 — Esquema do preparo das solucdes paldrc”)es a partir da solucéo padréo de 1,0 x 10*
Mg.L™.

||

Micropipetador

Solicio Padrio Automatico
1,0x 10%pgL-? |
125 uL 250 uI 500 uL

/

—J1a0 .
w0

[T

Sohigdo Padrio Solugdo Padrio Sohigdo Padrio Solugdo Padrdo
250 pg Lt 500 pg L 1000 pg L1 1500 pg L
Fonte: Autor (2018).

Figura 3.4 — Processo de trituracdo e armazenamento da amostra para curva na matriz.

Fonte: Autor (2018).

O método QUEChERS-citrato, oficialmente designado [CEN, Método Padrdo
UNE-EN 15662] (CEN2008) (OSHITA; JARDIM, 2012; CERQUEIRA; CALDAS;
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PRIMEL, 2014; RESTREPO et al., 2014; COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014; GOMEZ-
ALMENAR; GARCIA-MESA, 2015; GOLGE; KABAK, 2015a; GOLGE; KABAK, 2015b;
HE et al., 2015; TUZIMSKI; REJCZAK, 2016; ZOCCALI et al., 2017; WU, 2017), foi
utilizado como procedimento de preparo da amostra por ser bastante eficiente na extracdo de
agrotoxicos em matrizes vegetais.

A Figura 3.5 esquematiza 0 processo de obtencdo do extrato primério para
construcdo da curva na matriz, onde foram pesados 10 g de amostra em um tubo Falcon com
capacidade de 50 mL e em seguida adicionou-se 10 mL de ACN (grau cromatografico) de
acordo com a propor¢do descrita pelo método (1,0 mL de ACN para 1,0 g de amostra),
seguida de agitacdo por 1 minuto em agitador vortex. Apos a agitacao, adicionou-se a mistura
de sais denominada QUEChERS (4,0 g de sulfato de magnésio anidro; 1,0 g de cloreto de
sodio; 1,0 g de citrato de sodio tribasico e 0,5 g de hidrogenocitrato de sodio sesquihidratado),
este processo foi realizado lentamente, sendo que a medida que a adicdo era realizada
procedia-se com a agitacdo em vortex, evitando assim, que houvesse a formacdo de nédulos.

Em seguida centrifugou-se por 10 minutos a 3000 rpm (rotacdo por minuto).

Figura 3.5 — Esquema da obtencdo do extrato primario da matriz.

1 min em agitador

10 g de amostra tipo vértex
e ‘ )
: ] 10 mL de acetonitrila Adigao dos sais
£ BalaneaAnaltica do QuEChERS

de Precisio

Centrifugagdo
por 10 min a 3000 rpm

=
3000 w0

Fonte: Autor (2018).
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A centrifugacdo foi usada com o intuito de separar completamente a fase trifésica,

como pode ser vista na Figura 3.6.

Figura 3.6 — Formacdo das trés fases na etapa de extragdo apds centrifugacéo.

Extrato do pimentado
em acetonitrila

Sais do tampdo
nao dissolvido

Solidos do
pimentdo

Fonte: Autor (2018).

A Figura 3.7 mostra o procedimento de limpeza do extrato (clean-up), efetuado
logo apos a etapa de extracdo, onde uma aliquota de 1,0 mL foi transferida para um tubo
Falcon de capacidade de 15 mL, o qual continha 150 mg de MgSO, anidro, 150 mg de PSA e
50 mg de GCB. Para promover a dispersdo dos adsorventes no extrato priméario da matriz foi
realizada uma agitacdo por 1 min, em seguida centrifugou-se por 10 minutos a 3000 rpm
(rotacdo por minuto), onde 0,5 mL do extrato foi transferido para um tubo de eppendorf.

No entanto, o extrato final apresenta-se em ACN, que ndo é adequada para analise
em cromatografia a gas no modo splitless, decorréncia de seu grande volume de expansao
durante a vaporizacdo (ANASTASSIADES et al., 2003; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2004;
LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005; PRESTES et al., 2009; HAJSLOVA;
CAJKA, 2008; BASTOS et al., 2012; GUEDES et al., 2016), o que pode vir a interferir nos
detectores seletivos e favorecer a degradacdo de alguns agrotdxicos (LEHOTAY;
MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005; HAJISLOVA; CAJKA, 2008; BASTOS et al., 2012),
bem como sobrecarregar o liner (HAJSLOVA; CAJKA, 2008). Por isso, apds o processo de
clean-up, extrato foi evaporado e o solvente substituido, por n-hexano (solugdes padroes),
mais adequado a CG (PRESTES et al., 2009; BASTOS et al., 2012), através de uma etapa
de ressuspensdo, e também com a finalidade de manter o extrato final mais parecido com a

solugdes padrdes.



Figura 3.7 — Esquema do procedimento de limpeza (clean-up).
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1,0 mL do extrato
do pimentdo

0,5 mL
do extrato limpo

T

1 min em agitador
tipo vortex

Centrifugacdo
por 10 min a 3000 rpm

Fonte: Autor (2018).

A Figura 3.8 mostra a centrifuga a vacuo modelo SpeedVac (Marc & Therc)

utilizada para o procedimento de evaporacdo de 0,5 mL do extrato que foi transferido para um

tubo de eppendorf depois da limpeza. O extrato permaneceu 1 h e 20 min a temperatura de 40

°C. A Figura 3.8 mostra a centrifuga a vacuo modelo SpeedVac (Marc & Therc) utilizada

para o procedimento de evaporacgédo de 0,5 mL do extrato que foi transferido para um tubo de

eppendorf depois da limpeza. O extrato permaneceu 1h e 20min a temperatura de 40 °C.
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Figura 3.8 — Procedimento de evaporacdo do solvente ACN.

Extrato seco

Fonte: Autor (2018).

Em seguida, como apresentado na Figura 3.9, foi realizada a adigéo de 0,5 mL de
cada uma das 11 solucdes padrfes preparadas anteriormente, agitada no vortex durante 1 min
e transferida para um vial para posterior injecdo no sistema cromatografico. O procedimento
da Figura 3.9 foi realizado em 11 eppendorfs, com o intuito de preparar 11 niveis de
concentracdo dos agrotoxicos na matriz do pimentdo. As amostras foram injetadas no CG-EM

em triplicatas.

Figura 3.9 — Procedimento de ressuspensdo para obtencdo do extrato de 200 ug.L™ para
injecdo no sistema cromatogréfico.
Micropipetador
Automatico

Solucdo padrao
200 pg.L!

Fonte: Autor (2018).
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3.4.2.2 Efeito matriz

E importante que os efeitos da matriz sejam investigados e gerenciados durante a
validacdo e implementacdo de um método, pois podem levar a medicdes imprecisas de
compostos alvo (PANUWET et al., 2016). Para avaliar a existéncia do efeito matriz no
extrato de pimentdo nas andlises por CG-EM foram construidas as curvas de calibragdo no
solvente e na matriz. O célculo do efeito matriz foi realizado através da equacdo (3.1),
mediante comparacdo dos coeficientes angulares obtidos pelas duas curvas de calibracéo
(MAPA, 2011b; ARIAS et al., 2014; PIZZUTTI et al.,, 2016; GUEDES et al., 2016;
GIACINTI et al., 2016; GIACINTI et al., 2017; ZOCCALI et al., 2017; NASCIMENTO et
al., 2017; ALCANTARA et al., 2018):

(b — bs) x 100
b (3.1)

(%) efeito matriz =

Onde:
bm = coeficiente angular da curva na matriz;

bs = coeficiente angular da curva no solvente.
3.5 Condicdes cromatograficas

O método cromatogréfico foi desenvolvido no sistema CG (modelo HP7890B,
Agilent) acoplado a um Espectrémetro de Massa quadrupolo (5977A, Agilent). A Figura 3.10
mostra o equipamento utilizado no estudo. O gas de arraste usado foi o gas hélio (99,99%) na
vazéo de 1,0 mL.min™, coluna capilar HP5-S da Agilent com dimensées de 30 m x 0,25 mm
d.i. (didmetro interno) e 0,25 um de espessura de filme da fase estacionaria com composicéao
5% fenil e 95% polidimetilsiloxano (ndo polar). O injetor operou no modo splitless (sem
divisdo de fluxo) e o espectrdmetro de massa no modo de ionizacdo por impacto de elétrons
(IE) a 70 eV, com fonte de ions a 240 °C e temperatura da linha de transferéncia de 240°C.

Foram realizados trés testes para atingir uma programacédo mais adequada, com o
intuito de obter a separacdo ideal dos picos dos agrotdxicos em estudo, onde primeiro foi
injetado 1,0 pL da solucdo padrdo de 1,0 x 10° pg.L* com a Temperatura do Injetor (TI)
mantida a 170 °C, depois foi injetado 3,0 pL da solugdo padréo de 1,0 x 10° ug.L™* com a
Temperatura do Injetor (TI) mantida a 240 °C, e por Gltimo foi injetado 5,0 yL da solucéo
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padrdo de 1,0 x 10° pg.L™ com a Temperatura do Injetor (TI) mantida a 240 °C. A
programacéo de temperatura foi: temperatura inicial de 100 °C durante 1 min, seguindo com
aquecimento de 12 °C/min até 165 °C, aumentando-se a temperatura com aquecimento de 10
°C/min até 300 °C permanecendo por 2 min., equivalente a um tempo de corrida de 21,9
minutos, como mostra a Figura 3.11. Essas condi¢des foram escolhidas de acordo com o
estudo de Lu et al. (2013) e Alcéntara et al. (2018).

Figura 3.10 — CG-EM utilizado no estudo (EMBRAPA - Fortaleza).
’ i N

Fonte: Autor (2018) — 21/06/2016.

Figura 3.11 — Programacdo de temperatura utilizado no estudo.
400

350/ Programacao de Temperatura

300°C / 2 min

—
&) 300
e
E 250 -
£
(-1
= 200 -~ 10 °C / min até 300 °C
2
E 150 |
—~ 12 °C / min até 165 °C

100 -

50 100°C/lmin
Corrida Total: 21,9 min

0 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (min)

Fonte: Autor (2018).
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3.6 Amostragem

Com o intuito de realizar uma analise qualitativa e quantitativa dos agrotoxicos
em estudo, foram comprados aleatoriamente pimentbes organicos (verdes - comercialmente
mais comuns) e ndo organicos (trés cores diferentes: vermelho, amarelo e verde) na cidade de
Fortaleza-CE. Das amostras coletadas, 18 eram ndo orgénicas (6 verdes, 6 vermelhos e 6
amarelos) e 7 organicas (verdes — comercialmente mais comuns). O Quadro 3.1 mostra 0s
pontos de coleta das amostras analisadas.

A Figura 3.12 apresenta os trés tipos de pimentdo ndo organicos (verde, vermelho
e amarelo) apos a etapa de extracao, seguida pela centrifugacao para as amostras, mostrando a

separacdao completa da fase trifasica.

Figura 3.12 — Formacdo das trés fases na etapa de extracdo apés centrifugacdo para as
amostras ndo organicas.

_—_

Fonte: Autor (2018).



Quadro 3.1 — Pontos de coleta das amostras analisadas.

Amostras

Né&o organica Organica
Local Bairro Data de coleta Local Bairro Data de coleta Selo
NP1 Parquelandia 09/06/2016 OP1 Parquelandia 05/08/2016 TECPAR CERT
NP2 Centro 09/06/2016 OP2 Centro 23/08/2016 Fruit Essence
NP3 Aldeota 22/06/2016 OP3 Joaquim Tavora 23/08/2016 TECPAR CERT
NP4 Agua Fria 09/06/2016 OP4 e OP5 Dionisio Torres 03/08/2016 -
NP5 Joaquim Tavora 09/06/2016 OP6 Cidade dos Funcionarios 08/03/2016 TECPAR CERT
NP6 Dionisio Torres 22/06/2016 OP7 Cambeba 02/08/2016 -

Fonte: Autor (2018).

NP1: ndo organica ponto 1, OP1: organica ponto 1, (-) ndo possui marca, so lojas especificas de produtos organicos.
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3.7 Paréametros de validacdo do método CG-EM

A validacdo do método analitico compreendeu o estudo dos parametros de:
seletividade, linearidade, exatidao, preciséao, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacao
(LQ), de acordo com as recomendacdes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abasteciento
(MAPA), através do Manual de Garantia da Qualidade Analitica: Residuos e contaminantes
em alimentos (MAPA, 2011b). Para este estudo foi usada uma amostra organica de pimentao
adquirida no supermercado S&o Luiz na Avenida Oliveira Paiva, Cidade dos Funcionarios da
marca TECPAR CERT.

3.7.1 Seletividade

A anélise foi realizada através do cromatograma de ions totais (CIT) no modo
Scan, monitorando uma ampla gama de ions (40 — 400 m/z). Através do cromatograma de
ions extraidos (CIE), foram selecionados os principais fragmentos do espectro de massa de
cada analito (um de quantificacdo e dois de confirmacdo) para obter o cromatograma apenas
do composto de interesse, melhorando a sensibilidade e seletividade. Além disso, observou-se
a similaridade do espectro de massa de cada composto com o espectro do padréo presente na
biblioteca do programa Agilent MassHunter Qualitative Analysis.

3.7.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através do coeficiente de correlacdo R obtido da
regressdo linear dos coeficientes da curva de calibracdo na matriz (ANVISA, 2003;
NASCIMENTO et al., 2017), que haviam sido preparadas conforme subitem 3.4.1 e 3.4.2,
respectivamente. Com o intuito de um bom ajuste linear da faixa de concentracdo analisada
considerou-se a aproximacao do coeficiente de correlagdo com 1 (um). Também foram feitos
testes estatisticos para conferir a significancia da regressao linear e dos parametros de
calibracdo da curva escolhida para quantificacdo dos analitos nas amostras reais (GOMES et
al., 2017; BARBOSA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2017; ALCANTARA et al., 2018).
Os testes foram realizados atraves de célculos estatisticos do desvio padrdo dos valores do

coeficiente angular (a) e linear (b), e dos desvios verticais (no eixo y) segundo as equacoes
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(3.2), (3.3) e (3.4), respectivamente (SKOOG et al., 2005, GOMES et al., 2017,

NASCIMENTO et al., 2017; ALCANTARA et al., 2018):

2= syn

a D

2= sEY(x2)

b=""7p

2= Y(d?)

Y o n-=2
Onde:

sa = Desvio padréo do coeficiente angular;
s» = Desvio padréo do coeficiente linear;
sy = Desvio padréo no eixo y;

x; = Valores individuais de X;

n = numero total de pontos da curva;

d; = Desvio vertical de cada ponto;

D = Determinante dada da seguinte forma:

Z(xzi) zxi
in n

(3.2)

(3.3)

(3.4)

Apos obtencdo dos valores de S, Sy € Sy, utilizou-se o teste-t para os parametros

de calibracdo e o F-teste para a analise de regressdo linear, através das equacdes (3.5) e (3.6)
(SKOOG et al., 2005, GOMES et al., 2017; SILVA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2017,
ALCANTARA et al., 2018), onde o F-teste foi calculado usando a ferramenta PROJ.LIN do
Microsof Excel® (SKOOG et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2017; ALCANTARA et al.,

2018):
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" _ a—a
calc,a — Sa (35)
_b-8
tcalc,b - T (36)
Onde:

tealea = valor de ¢ calculado para o coeficiente angular;
o= 1 (¢ o coeficiente angular teorico);
tealep = valor de ¢ calculado para o coeficiente linear;

S =0 (¢ o coeficiente linear tedrico).

Para avaliar a significancia estatistica dos parametros de regressao a e b, modelos
obtidos experimentalmente para as curvas de calibracdo, é preciso compara-los com valores
teoricamente esperados, com a = 1 e f = 0 (BRITO et al., 2002; GOMES et al., 2017,
NASCIMENTO et al., 2017). O parametro € significativo e deve ser mantido na equacéo da
reta Se tearculado > tabelado COM UM nivel de confianca de 95%, mas se teaiculado < ttabelado, O
parametro de calibracdo ndo é significativo devendo ser excluido (SKOOG et al., 2005,
BARBOSA et al., 2017; SILVA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2017; ALCANTARA et
al., 2018). Da mesma forma, se Fcaiculado > Franelado Para 95% de confianca, a regressao linear é
significativa, caso contrario, se Fcaiculado < Ftabelado, NA0 eXiste relagdo linear entre 0s eixos X €
y, mesmo com um bom valor de R (SKOOG et al., 2005, BARBOSA et al., 2017; SILVA et
al., 2017; NASCIMENTO et al., 2017; ALCANTARA et al., 2018).

3.7.3 Exatidao

Os estudos de exatiddo foram executados por meio de ensaios de recuperacdo
realizados com triplicata bioldgica em seis niveis de fortificagdo da amostra organica de
pimentdo (ANVISA, 2003), cujas injecdes no CG-EM foram em duplicata para cada
triplicata. Os niveis de fortificacdo foram de 110, 150, 250, 500, 1000 e 1500 pg.L™. O modo
de preparo das amostras para recupera¢do seguiu 0 mesmo procedimento do item 4.4.2, a
diferenca foi que aos 10 g de amostra foram adicionados quantidades adequadas da solucéo
padrdo 1,0 x 10* pg.L™ para fazer a fortificacdo juntamente com a ACN. A Figura 3.13
mostra a parte que foi modificada, onde posteriormente acrescentou-se um volume de ACN
até completar 10 mL, correspondendo a 9,89, 9,85, 9,75, 9,5, 9,0 e 8,5 mL.



Figura 3.13 — Adicao da solugo padréo 1,0 x 10* pg.L™* para recuperacio.

0.11 mL

g |[0)D)]

Solugdo Padrio
1.0x 10*pgL-!

0.15mL 0.25 mL

Micropipetador
Automatico

0.5mL

1.0mL 1.5mL

VAV NN

4

Ed

&

Fonte: Autor (2018).
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Para o calculo da porcentagem (%) recuperada utilizou-se a equacdo (3.7)
(BRITO et al., 2002; BRITO et al., 2003; MAPA, 2011b; CUI et al., 2016; DONG et al.,
2017; ALCANTARA et al., 2018), usada quando a recuperacio é obtida a partir de
fortificacbes de matriz branca (MAPA, 2011b; ALCANTARA et al., 2018):

(¢ — C;)x 100
Ca

(%)Recuperagio = (3.7)

Onde:
Cr = Concentragdo do analito na amostra contaminada intencionalmente;
C; = Concentracdo do analito na amostra ndo contaminada intencionalmente;

C. = Concentragdo adicionada.
3.7.4 Precisao

A preciséo foi efetuada pelo método da repetitividade: mesmo analista, mesmo
equipamento e num mesmo dia, realizando 10 injecdes da solugdo padrdo de 1,0 x 10° pug.L™
no sistema cromatografico (ALCANTARA et al., 2018). Posteriormente, 0 CV para cada
analito foi calculado através das areas obtidas (RIBANI et al., 2004; ALCANTARA et al.,
2018), utilizando a equacdo (3.8) (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2008; ALCANTARA et al., 2018):

S
(%) CV = u~ 100 (3.8)

Onde:
S = desvio-padrdo das varias medidas;

M = média das varias medidas.
3.7.5 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram estimados

usando a curva na matriz através do metodo baseado no desvio padrdo de uma amostra com
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concentracdo mais baixa do analito (ANVISA, 2003; HUBER, 2003; SHRIVASTAVA,
GUPTA, 2011), como mostram as equagdes (3.9) e (3.10):

3.3xS,
LD = (3.9)
LQ = 10x S, 3.10)
m :
Onde:
Sh = desvio padrdo da amostra que apresentou resultado de menor quantidade do
analito;

m = coeficiente angular da curva de calibragéo.
3.8 Conversdo da relacdo massa/volume (pug.L™?) para relagdo massa/massa (mg.kg™)

Depois da obtencdo dos resultados a partir da curva de calibracdo, é preciso fazer
uma padronizacdo para que figuem de acordo com unidades estabelecidas pelas legislacGes.
Como demonstrado na Figura 3.14, durante o procedimento do método QUEChERS, o residuo
é ressuspenso com o mesmo volume que foi evaporado. Assim, a concentracdo do analito

adquirida apos tratamento dos dados através da curva calibracdo é aquela do extrato primario.

Figura 3.14 — Esquema de obtencéo da concentracéo do analito no extrato em ug.L™.

0,5 mL para £
1 mL do extrato eppendorf apos '
do pimentdo . limpeza
Evaporagdo
do solvente

Ressuspensdo com 35
0,5 mL de hexano

Fonte: Autor (2018).
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Com a concentracdo do analito no extrato primario em pg.L™ e aplicando a
equacdo (3.11), é possivel obter a concentracdo estimada do analito no pimentio em mg.kg™
(ALCANTARA et al., 2018).

Cext(ng L") x V (L)

Cp =
F m, (Kg)x 1000

[mg Kg™'] (3.11)

Onde:

Cr = Concentracdo do analito na amostra (mg/Kg);

Cex = Concentraco do analito no extrato em pg.L™;

V = Volume do extrato em litros (10 mL do extrato priméario = 0,01 L);
m, = Massa de amostra pesada (cerca de 0,01 kg);

1000 = Fator de conversao de ‘ug’ para ‘mg’.



130

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Andlise cromatogréafica por CG-EM

A injecdo no modo splitless (sem divisdo de fluxo), foi utilizada por ser mais
indicada para a determinacdo de compostos em concentracdo de niveis traco (HARRIS, 2001;
SKOOG et al., 2005; HAJSLOVA; CAJKA, 2008; HARRIS, 2010; BAI et al., 2017), que
representa concentracdes abaixo de 0,01 % na amostra (SKOOG et al., 2005; HARRIS,
2010), mas pode ocasionar a perda de componentes menos volateis (HARRIS, 2010). Assim,
foram realizados testes para encontrar as melhores condi¢fes cromatograficas, uma vez que as
mesmas podem influenciar na separagdo e identificacdo dos agrotoxicos (GUEDES et al.,
2016; ALCANTARA et al., 2018).

Como os analitos estudados possuem propriedades fisico-quimicas distintas uns
dos outros, a otimizacao dos parametros cromatograficos ajuda a obter uma melhor eficiéncia
de separacdo, bem como evitar a degradacdo dos agrotdxicos. Além disso, um agrotoxico
pode influenciar na determinagdo do outro (PINHO et al., 2012). Através da otimizagdo dos
parametros cromatograficos é possivel aumentar a resposta instrumental (SABIN et al., 2011),
onde um dos fatores que determina o aumento de sensibilidade é o sistema de injecdo (SABIN
et al., 2011; PINHO et al., 2012). Assim, foram feitos testes de otimizagdo da temperatura de
injecdo (TI) e do volume de injecdo (V). Os testes com a Tl e o VI ajudam a verificar o
volume de expansdo apropriado, minimizando a ocorréncia do fendmeno denominado
backflash, que ocorre quando o volume de solvente expandido na fase gasosa excede o
volume efetivo do liner (SABIN et al., 2011; BAI et al., 2017). A escolha errada das
configuracdes de volume de injecdo pode levar a separacdes ineficazes e picos com formatos
ruins (BAl et al., 2017).

Inicialmente foi testada uma Tl de 170°C com VI de 1,0 pL como mostra o
cromatograma da Figura 4.1la, nessas condi¢fes os picos relacionados aos agrotdxicos
aparecem com baixa intensidade e pouca resolucéo, dificultando a identificagdo dos analitos.
Ao aumentar a Tl para 240°C e o VI para 3,0 uL, ocorre uma melhora na intensidade dos
picos cromatograficos, porém a resolugdo ainda ndo estd adequada para identificacdo e
quantificacdo dos agrotéxicos, como pode ser visto na Figura 4.1b. As condicbes escolhidas
para o estudo dos seis agrotoxicos OFs nas amostras de pimentdo organicas e ndo organicas

foram T a 240°C com VI de 5,0 uL, como mostra a Figura 4.1c, uma vez que Se mostraram
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mais vidveis na separacao e detec¢do dos analitos, com picos simétricos e com alta resolucdo
cromatogréafica. A eluicdo de todos os agrotdxicos ocorreu em um tempo menor do que 15

minutos.

Figura 4.1 — Cromatogramas de ions totais (CIT) obtidos apés injecdo de 1 pL do mix de 1,0
x 10% pg.L™ no modo Scan (a) TI a 170°C e VI de 1,0 uL, (b) TI a 240°C e VI de 3,0 uL ¢ (c)
TI a240°C e VIde 5,0 uL.
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Nota: Tr = Tempo de retencdo
Tr = 4,8 min (Diclorvos); Tr = 9,1 min (Etoprofos); Tr = 10,9 min (Dissulfotom);
Tr = 12,0 min (Fenclorfos); Tr = 12,7 min (Clorpirifos) e Tr = 14,3 min (Protiofos).

Fonte: Autor (2018).
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E possivel observar a formacgdo de dois picos que indicam o diclorvés. Alguns
agrotoxicos OFs (por exemplo, metamidofds e ometoato) tendem a mostrar o pico deformado
(cauda) através da interacdo ou adsorcdo em locais ativos na entrada do injetor ou da fase
estacionaria durante a separacdo em CG (CHAMKASEM et al., 2013; HE et al., 2015).
Metamidofos e ometoato possuem uma alta polaridade, onde ao observar a polaridade (Kow)
do diclorvés na Tabela 2.3, ele é o agrotoxico mais polar dentre os seis agrotéxicos estudados,
indicando que agrotoxicos com maior polaridade tendem a sofrer deformacéo do pico. Essa
cauda costuma ser obtida para o primeiro composto de eluicdo, podendo ser explicado pela
espessura inadequada do filme que reveste a coluna cromatografica para um composto
relativamente volatil ou um desajuste de polaridade com a fase estaciondria (HALLOUM et
al., 2017).

A elevada TI (240°C) também pode estar degradando o diclorvos que apresenta
ponto de degradacdo (PD) de 190°C e pressdo de vapor (PV) de 2100 mPa a 25°C (maior
volatilidade), ocasionando a presenca dos dois picos. Mesmo assim, como sera visto adiante,
ele mostrou boa sensibilidade e seletividade, sendo possivel fazer uma identificacdo do

diclorvés.

4.2 Aplicacdo do método QUEChERS-citrato no preparo das amostras

A extracdo com ACN, seguida da adicdo do sulfato de magnésio anidro (MgSQ,)
e cloreto de sodio (NaCl) induziu a separagdo em uma camada aquosa € uma camada organica
como mostrado anteriormente na Figura 3.6. O MgSQO, anidro promoveu a parti¢do liquido-
liquido da &gua presente na amostra, onde foi observado um aquecimento logo apds a adicdo
dos sais. Esse aquecimento € relativo a sua reacdo altamente exotérmica de hidratacdo que
resulta no aquecimento entre 40 e 45°C da amostra durante as etapas de extracao/particao,
favorecendo a extracdo, principalmente dos compostos apolares (ANASTASSIADES et al.,
2003; PRESTES et al., 2009; CERQUEIRA; CALDAS; PRIMEL, 2014).

A porc¢do purificada usando a PSA, o GCB, o0 MgSO,4 e o NaCl promoveu a
limpeza do extrato, como evidenciado na Figura 3.7, através da mudanga de coloragdo do
extrato final para incolor. O metodo de extragdo mostrou-se eficiente, mesmo ap6s a adicédo

da etapa de evaporagdo da ACN e posterior resuspensdo do extrato em solvente n-hexano.
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4.3 Seletividade

A seletividade da CG-EM pode ser ajustada pela selecdo de ions moleculares e de
fragmentos apropriados para evitar interferéncias de materiais co-extraidos da amostra
(ALDER et al., 2006). O CIE de cada analito a partir do CIT pode ser obtido gragas a
detectores modernos como o EM, bastando apenas selecionar o fragmento exato do espectro
de massa do analito alvo, gerando assim, ganho de seletividade e sensibilidade (ALDER et
al., 2006; CAJKA; HAJSLOVA; MASTOVSKA, 2008; ALCANTARA et al., 2018), uma
vez que um espectro de massa obtido sob as condi¢des de CIE pode ser interpretado para
fornecer informagoes estruturais (CAJKA; HAJ SLOVA; MASTOVSKA, 2008).

Para analise dos dados obtidos na CG-EM foi usado o programa Agilent Mass-
Hunter (Qualitative Analysis B.06.00), onde o primeiro passo foi restringir os critérios de
pesquisa da biblioteca no programa para reduzir o numero de candidatos provaveis,
minimizando as possibilidades de falsos positivos e negativos relatados pelo software. Ao
usar o modo CIE foram selecionados trés fragmentos: ion de quantificacdo, ion de
identificacdo e ion de confirmacdo. O ion de quantificacdo é o pico de maior intensidade,
também conhecido como pico base (CAJKA; HAJ SLOVA:; MASTOVSKA, 2008; LU et al.,
2013; Dominguez et al., 2014), o ion de quantificacdo foi selecionado considerando que é um
fragmento de alto peso molecular (Dominguez et al., 2014), onde o espectro é geralmente
normalizado para a abundancia (intensidade) deste pico (isto €, sua intensidade é atribuida a
100%) (CAJKA; HAJSLOVA; MASTOVSKA, 2008).

A Tabela 4.1 apresenta os fragmentos utilizados para obtencdo do CIE dos
agrotoxicos estudados neste trabalho, bem como os de dois outros estudos com diferentes
matrizes, onde os fragmentos escolhidos para gerar o CIE de cada composto foram escolhidos
tomando como base 0s usados por Lu et al. (2013) e Alcéantara et al. (2018). A escolha da
faixa de 40 — 400 m/z, para 0 monitoramento dos agrotoxicos neste trabalho, foi realizada de
forma que todos os agrotoxicos estudados apresentassem os fragmentos correspondentes aos
dois trabalhos usados como orientacéo.

Lu et al. (2013) determinou simultaneamente 73 agrotoxicos (oraganofosforados,
organoclorados, carbamatos e piretroides), usando 6 tipos diferentes de solventes para
extracao, dentre eles a ACN, em frutas e vegetais frescos atraves de analises em CG-EM/EM,
fazendo uso de uma coluna DB-5MS da J&W Scientific Folsom (30 m x 0.25 mm x0.25 pm),

onde a determinagdo qualitativa dos analitos foi baseada em pares de ions caracteristicos e
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tempo de retencdo, usando o modo de monitoramento de multiplas reacbes (MRM). Apenas
os ions de confirmacdo foram diferentes do trabalho de Lu et al. (2013).

Alcantara et al. (2018) fez a determinagdo simultdnea de 8 agrotdxicos
organofosforados no sapoti atraves de analises em CG-EM, fazendo uso de uma coluna HP5-
S da Agilent (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), onde a determinacédo qualitativa e quantitativa dos
analitos foram baseadas na escolha de fragmentos para obter o CIE a partir do CIT no modo
Scan. Alcantara et al. (2018) selecionou os fragmentos de acordo com o pico base, o segundo
fragmento mais intenso e o correspondente ao ion molecular para cada agrotoxico estudado.
Nesta Tese foi feito 0 uso do mesmo procedimento de Alcéntara et al. (2018), onde as Unicas
diferencas do trabalho foram a matriz escolhida, no caso, o pimentdo e a quantidade de

agrotoxicos, que foram seis.

Tabela 4.1 — Fragmentos utilizados para obtencdo do CIE de cada agrotdxico.

Fragmentos (m/z) Fragmentos (m/z) Fragmentos (m/z)
Agrotoxico Esta Tese Luetal. (2013) Alcantara et al. (2018)
CG-EM (Pimentéo) CG-EM/EM (Pimenta vermelha) CG-EM (Sapoti)
Clorpirifos 97, 197%, 349 97, 1979, 314 97, 197%, 351
Diclorvés 109%, 185, 220 109%, 185, 79 109%, 185, 221
Dissulfotom 88% 97, 274 88? 89, 186 88% 97, 274
Etoprofos 97, 158°, 242 139,158% 200 97, 158?242
Fenclorfés 125, 285% 320 79, 2857 320 125, 285% 320
Protiofos 1622, 267, 344 113?267, 309 1622, 267, 345

Fonte: Autor (2018).

(*) fon de quantificagéo.

O CIT dos seis agrotdxicos estudados é apresentado na Figura 4.2 (a), onde é
possivel observar que ndo existe uma seletividade adequada, havendo comprometimento da
resolucdo dos picos dos agrotoxicos devido a presenca de outros picos de varios componentes
da matriz. Ao usar o CIE, a informacdo espectral referente a um Unico agrotoxico pode ser
obtida, e o espectro experimental foi comparado com o espectro disponivel no programa
Agilent Mass-Hunter (Qualitative Analysis B.06.00). Todos os CIE exibiram picos de tempo
de retencdo similares aos padrdes, bem como apresentaram diferencas inferiores ao limite
maximo de 0,1 min, em conformidade com a diretriz SANTE da Uni&o Européia (SANTE,
2017; Hakme et al., 2017).
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A Figura 4.2 (b) mostra o CIE do clorpirifés, em que ao selecionar 0s seus
respectivos fragmentos houve um ganho de seletividade para o composto, possibilitando a
comparagdo com o espectro de massa do clorpirifés fornecido pela biblioteca de dados do
programa Agilent Mass-Hunter (Qualitative Analysis B.06.00), como apresentado na Figura
4.2 (c).

Ao analisar a Figura 4.2 (c), nota-se que o ion molecular ou de confirmacdo do
clorpirifés nao foi similar ao trabalho de Lu et al. (2013). Isso ocorreu porque em alguns
casos a fragmentacao pode ser muito extensa, deixando pouco ou nenhum vestigio de um ion
molecular, o que torna a determinagdo da massa molecular dificil ou mesmo impossivel. Em
tais casos, as técnicas de ionizacdo suaves (como ioniza¢do quimica) sdo tipicamente
aplicadas levando a uma formacdo aprimorada do ion molecular (pseudo) (CAJKA,;
HAJSLOVA; MASTOVSKA, 2008). Assim, a transicio que gerou sinal mais intenso
(corresponde ao ion produto mais abundante) foi utilizada para analise de quantificacdo
(GOLGE; HEPSAG; KABAK, 2018) e a menos intensa para confirmagéo.

Os CIE obtidos para cada agrotoxico no extrato de pimentdo, bem como seus
respectivos espectros de massa sdo apresentados na Figura 4.3, onde foram selecionando o0s
principais fragmentos do espectro de massa de cada analito (um ion de quantificacdo e dois de
identificacdo) com o intuito de obter o cromatograma apenas para um composto de interesse.

Ao utilizar a ferramenta cromatograma de IE, o0 método mostrou-se seletivo para
cada agrotoxico e apresentou uma melhora da sensibilidade. Essa ferramenta foi utilizada para
a construcdo de curvas de calibracdo na matriz, para analise qualitativa e quantitativa nas

amostras reais.
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Figura 4.2 — (a) CIT no modo Scan dos agrotdxicos na matriz do pimentdo em concentracao
de 1500 pg.L™, (b) Cromatograma de IE para o clorpirifés e (c) Espectro de massa do

clorpirifés.
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Figura 4.3 — Espectros de massa e cromatogramas de IE de cada agrotoxico na matriz do

piment&o na concentracéo de 1500 pg.L™.
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4.4 Efeito matriz

Apesar do efeito matriz ndo poder ser totalmente eliminado (DOMINGUEZ et al.,
2014; PANUWET et al., 2016), estratégias de minimizacdo ou compensacdo devem ser
minuciosamente avaliados como parte de qualquer desenvolvimento e validagdo de método
analitico (PANUWET et al., 2016). Assim, é importante que os efeitos da matriz sejam
investigados e gerenciados durante a validacdo e implementacdo de um método, pois podem
levar a medicgdes imprecisas de compostos alvo (PANUWET et al., 2016).

O estudo do efeito matriz também foi realizado devido ao modo de injecdo
splitless usado nas analises, que é mais propenso ao efeito matriz, promovendo adsorcéo dos
analitos ou mesmo catalisando processos de degradacdo térmica dos agrotdxicos
(HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003; PINHO et al., 2009). Além disso, mesmo o uso de
técnicas cromatograficas acopladas @ EM produzirem métodos muito confidveis para a
determinacdo de agrotdxicos, as interferéncias da matriz podem disputar com o analito de
interesse e danificar a seletividade e especificidade do método, aumentando ou diminuindo o
sinal do analito (GRIMALT; DEHOUCK, 2016; GUEDES et al., 2016).

Apesar do método de adi¢do de padrdo melhorar a quantificagdo dos compostos
vulneraveis ao efeito matriz, essa abordagem néo foi usada por requer muito trabalho extra, e
ainda poder levar a varios erros, visto que o efeito da matriz € dependente da concentracdo
(ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003). Os padrdes internos marcados
isotopicamente (deuterados) ndo foram utilizados por correr o risco de ndo se comportarem da
mesma forma que os compostos na matriz (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008), serem
muito caros, e possuirem uma carga adicional de desenvolvimento de condicfes analiticas
para muitos varios compostos (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003).

A gquantificacdo de agrotoxicos exigiu uma calibragdo combinada a matriz para
evitar que interferéncias pudessem mascarar a determinagdo correta dos agrotdxicos
(GOMEZ-ALMENAR; GARCIA-MESA, 2015; GONZALEZ-CURBELO et al., 2017,
BALSEBRE et al., , 2018), onde o sinal do analito é influenciado pela natureza complexa da
amostra e pelas propriedades dos co-extrativos (tamanho da molécula, polaridade,
estabilidade térmica, volatilidade, etc.) (PINHO et al.,, 2009; GUEDES et al., 2016;
ALCANTARA et al., 2018). Quando a concentracdo de um agrotoxico em uma amostra é

aproximadamente o LMR ou é detectado um agrotoxico ndo aprovado, a calibracdo
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combinada & matriz pode ser benéfica para uma quantificacdo mais precisa (WALORCZYK,
2014).

Assim, com o intuito de reduzir o efeito da matriz sobre a determinacéo
quantitativa e melhorar a precisdo da concentracdao das amostras reais, foram adicionadas uma
série de solucdes padréo no pimentio organico, variando de 15 - 1500 pg.L™, com o intuito de
criar uma curva de calibracdo combinada & matriz (WU, 2017). Os padrbes baseados no
solvente também foram analisados, e desta forma, proceder com a avaliacdo dos efeitos da
matriz (HE et al., 2015), onde os CIE de cada agrotoxico foi integrado para obter as areas dos
picos e possibilitar a construgéo das curvas de calibracdo, tanto na matriz quanto no solvente,
como mostra a Figura 4.4.

Segundo Poole (2007) a resposta observada no detector para alguns agrotoxicos
organofosforados separados por cromatografia gasosa depende das propriedades da matriz
estudada. Ao analisar as curvas analiticas na Figura 4.4, foram observados efeitos de matriz
para metade dos agrotdxicos estudados, uma vez que existem diferencas de inclinacéo entre as
curvas fortificadas no solvente e no extrato da matriz. Os valores negativos correspondem a
resposta cromatogréafica diminuida do analito na presenca do extrato em relacdo a resposta no
solvente (SOUSA et al., 2012; MORAIS; COLLINS; JARDIM, 2018).

Segundo Guedes et al. (2016) valores negativos geralmente indicam reagcdes com
o0 analito (consumo de analito, adsor¢do em colunas cromatograficas, etc). Portanto, pode ter
acontecido a adsorcdo dos agrotoxicos e componentes da matriz no liner, na coluna ou no
detector (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2000; HAJSLOVA; CAJKA, 2008; SLOWIK-
BOROWIEC, 2015; GIACINTI et al., 2017), outra possibilidade é que os agrotoxicos podem
ter interagido e co-eluido com compostos da matriz, e como esses compostos da matriz ndo
estdo no nivel de tracos, o ruido da linha de base do cromatograma aumenta, produzindo uma
supressdo do sinal do agrotoxico (DOMINGUEZ et al., 2014). Assim, o efeito matriz
negativo pode resultar dos compostos co-extraidos da matriz, geralmente estarem em maiores
quantidades do que os analitos de interesse (GIACINTI et al., 2017).

Normalmente, os OFs sdo mais propensos ao aumento cromatografico induzido
pela matriz por serem termicamente labeis (compostos quimicos pouco estaveis) (PANUWET
et al., 2016), polares ou capazes de fazer ligacdo de hidrogénio (PANUWET et al., 2016;
BALSEBRE et al., 2018).



Figura 4.4 — Distribuicdo do efeito matriz (%) para os 6 agrotoxicos em pimentao.
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Para Rutkowska, tozowicka e Kaczynski (2018) a variacdo do efeito matriz
depende de varios fatores, como as propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos, a propria
matriz e as interacdes entre elas. Os agrotdxicos com estruturas polares, por exemplo, grupos
funcionais fosfato, ttm maior probabilidade de se ligar e reagir com superficies de vidro
(liner) e metal (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003; KWON et al., 2018;
RUTKOWSKA; LOZOWICKA; KACZYNSKI, 2018) num estado gasoso aquecido, do que
os pesticidas ndo polares, por exemplo, agrotéxicos clorados (KWON et al., 2018).

Os efeitos de matriz positiva sdo mais fortes para as moléculas de agrotdxicos
com grupos funcionais especificos, como organofosfato (— P = O) e compostos hidroxi (—
OH) (GIACINTI et al.2017; KWON et al., 2018; BALSEBRE et al., 2018; RUTKOWSKA;
EOZOWICKA; KACZYNSKI, 2018). Porém, diclorvos e etoprofés com um grupo (— P = O)
sdo mais sensiveis ao efeito matriz negativo (POOLE, 2007; COSTA; CALDAS; PRIMEL,
2014).

Lemos et al. (2015) analisou OFs em pimentdo verde por CLAE-EM/EM
(Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrdmetro de massa com triplo
quadrupolo), usando o método QUEChERS-acetato, onde o diclorvos apresentou efeito matriz
de -71,3% e o etoprofés -447,0%. Kemmerich et al. (2015) analisou 81 agrotoxicos em
pimentdo (ndo especifica a cor), por CLUE-EM/EM (Cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada ao espectrébmetro de massa com triplo quadrupolo), usando 0 método QUEChERS-
citrato, em que o etoprofés apresentou efeito matriz com valor positivo (valor néao
especificado).

Clorpirifos, disulfotom, fenclorfés e protiofés tém um grupo (— P = S) que néo é
tdo suscetivel ao efeito matriz positivo (POOLE, 2007; COSTA; CALDAS; PRIMEL, 2014).
Apesar disso, o clorpirifos é tipicamente sensivel ao efeito matriz positivo (GIACINTI et al.,
2016; GIACINTI et al., 2017). Liu et al. (2016) analisou pimentdo verde, por CG-EM, usando
0 método QUEChERS com algumas otimizacdes, onde o clorpirifos apresentou valor de efeito
matriz positivo de 23.

Além disso, a natureza da amostra também pode influenciar a intensidade do
efeito da matriz, pois compostos como lipidios, pigmentos e outros componentes com alta
massa molar podem ainda estar presentes, mesmo apos a limpeza da amostra. De acordo com
Gonzalez-Curbelo et al. (2017) a influéncia da matriz é tdo importante quanto a natureza do
agrotoxico. Tal caracteristica pode ser observada atraves da Tabela 4.2 ao analisar os dados de
Alcantara et al. (2018), cuja diferenca em relacdo a esta Tese consiste apenas na matriz
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estudada (sapoti). A Tabela 4.2 evidencia a importancia do estudo do efeito matriz, pois ao
comparar os valores, somente o diclorvds apresentou efeito matriz negativo no sapoti, alem de

ser um valor maior quando comparado ao encontrado para o pimentao.

Tabela 4.2 — Comparagdo do efeito matriz (%) para 0s 6 agrotoxicos em pimentao.

Agrotxico Esta Tese Alcéntara et al. (2018) (Sapoti)
(%) (%)
Clorpirifos -65,54 39
Diclorvés -16,58 -59
Dissulfotom -13,26 218
Etoprofds -22,93 204
Fenclorfos -48,92 106
Protiofos -65,31 47

Fonte: Autor (2018).

A supressdo do sinal (efeito negativo) com valores entre = 20% e 0% sdo
considerados leves, entre £ 50% e + 20% sdo médios, enquanto superiores a + 50% sdo
classificados como fortes (CAMINO-SANCHEZ et al., 2011; LEMOS et al., 2015; LIU et
al., 2016). Neste estudo (CG-EM usando o método QUEChERS-citrato), clorpirifos e
protiofds foram os agrotdxicos que apresentaram efeito matriz forte, ja etoprofds e fenclorfos
mostram efeito matriz médio, enquanto diclorvés e dissulfotom apresentaram efeito matriz
leve, mas como os valores estdo entre + 20%, podem ser considerados insignificantes, ja que
essa variabilidade esta proxima dos valores de CV da repetitividade (FERRER et al., 2011;
LOZANO et al., 2012; WALORCZYK, 2014; SLOWIK-BOROWIEC, 2015; SANTE, 2017;
RIZZETTI et al., 2016).

Tanto o efeito matriz quanto a recuperacdo dependem do sistema de deteccédo
utilizado (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA, 2017). Lozowicka, Rutkowska e
Jankowska (2017) mostraram que na analise em CG, o detector EM/EM apresentou efeitos de
matriz menores, apresentando supressdo ou aumento na faixa de —25 a 74%, ao contrario do
UEC/NP (detector de captura de microelétrons acoplado a um detector de nitrogénio-fosforo)
(—45 a 96%).

Segundo Li et al. (2017b) quase todos 0s co-extrativos causam aumento ou
supressdo do sinal, assim, o efeito matriz deve ser considerado para obter resultados

quantitativamente precisos. Diante dos resultados obtidos para o efeito matriz no pimentéo, as
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curvas da calibracdo combinada a matriz foram usadas para determinar a linearidade, equacéo

linear, coeficiente de correlacéo e dados estatisticos sdo apresentados nos itens 4.4.1 e 4.4.2.
Assim, percebe-se que a analise no CG-EM pode ser influenciada pelas condicoes

cromatograficas, tipo de equipamento, modo de monitoramento, tipo de matriz, bem como

pelo tipo de agrotoxico em estudo.

4.5 Linearidade

A linearidade foi avaliada usando a curva de calibracdo combinada a matriz. As
curvas de calibracdo (y = ax + b) foram calculadas atraves de regressdo linear dos minimos
quadrados usando as concentragfes (eixos x) e areas dos picos (eixos y) (WU, 2017). A
Tabela 4.3 mostra as curvas de calibracdo e o coeficiente de correlagdo dos agrotoxicos. Pode-
se observar que todas as curvas possuem um valor de coeficiente de correlacdo (R) adequado
de acordo com as diretrizes da ANVISA que preconizam valores acima de 0,99 (ANVISA,

2003), sendo o valor mais baixo de 0,9937 para o protiofos.

Tabela 4.3 — Curvas de calibracdo e coeficiente de correlacdo (R) dos agrotdxicos.

Agrotéxico Equacdo linear Coeficiente de Numero de Faixa de trf;lbalho
correlacéo (R) pontos da curva (ng.L™)
Clorpirifés y =1223,18x — 82544,44 0,9947 6 50 - 1500
Diclorvés y = 1199,92x — 157264,90 0,9959 5 200 - 1500
Dissulfotom y = 2150,75x — 288580,06 0,9946 5 200 - 1500
Etoprofés y =1380,94x — 164534,18 0,9945 5 200 - 1500
Fenclorfés y =2209,49x — 189141,57 0,9947 6 100 - 1500
Protiofés y = 1133,06x — 56067,11 0,9937 7 25 - 1500

Fonte: Autor (2018).

Mesmo todos os valores de R estando de acordo com os érgdos reguladores, este
ndo deve ser o Unico pardmetro utilizado como critério de aceitagdo de linearidade da
regressao, pois para um valor R de 0,99, é possivel a existéncia de 2% de erro de ajuste do
modelo. Assim, testes estatisticos foram realizados para verificar a significancia da regressao
linear e dos parametros da curva (NASCIMENTO et al., 2017; PIMENTEL; NETO, 1995).
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4.5.1 Teste de validacdo da analise de regressao linear (significancia da regressao)

O F-teste foi aplicado para verificar a veracidade da curva analitica. Esse teste foi
efetuado apenas na curva da matriz, ja que esta foi utilizada para a analise dos agrotéxicos nas
amostras reais devido ao fato de ocorréncia de efeito matriz. A Tabela 4.4 mostra os valores
referentes ao teste estatistico.

Como 0 Feaiculado > Fravelado, €XiSte uma relacdo linear altamente significante entre
as variaveis x e y para todos os agrotéxicos na matriz do pimentdo. Geralmente, quando a
regressdo é significante, ocorre um elevado valor de Fcaculado, UMa Vez que a variagdo nos
valores de vy, decorrentes da relacdo linear, provavelmente sera maior que 0s residuos

(somatdrio dos desvios ou somatorio dos erros) (SKOOG et al., 2005).

Tabela 4.4 — Teste de linearidade das curvas analiticas preparadas na matriz, considerando
nivel de significancia de 95% para o valor de Frapelado-

Agrotéxico Fcaiculado Fabelado teste-F
Clorpirifos 1223,18 6,39 significante
Diclorvoés 1199,92 9,28 significante
Dissulfotom 2150,74 9,28 significante
Etoprofos 1380,94 9,28 significante
Fenclorfds 2209,49 6,39 significante
Protiofos 3549,90 5,05 significante

Fonte: Autor (2018).

4.5.2 Teste de significancia dos parametros de calibracdo

Para eliminar os erros quantitativos da curva de calibracdo é necessario realizar
um ajuste, porque valores negativos para o coeficiente linear (b) geralmente indicam reac6es
com os analitos (consumo do analito, adsorcdo em colunas cromatograficas, etc.) e com um
alto valor positivo indicam um processo de contaminacao (ruido de fundo, contaminacdo na
preparacdo da amostra, etc.). Assim, espera-se que as linhas de regressdo obtidas para a curva
de calibracdo (y = ax + b) passem pela origem (ponto 0,0) (LIGIERO et al., 2009; WANG et
al., 2017; GOMES et al., 2017). Aplicou-se o teste-t para os coeficientes obtidos na curva da
matriz, onde 0s valores de tcaculado d0S parametros e o valor critico tabelado teitico, COM nivel

de confianca de 95%, sdo apresentados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — Resultados do teste estatistico de significancia para os parametros da curva de calibracao.
Agrotoxico Sa tealca S, teatcb GL toL 050 teste-t Curva de calibracéo corrigida

tcalc,a > tcritico

Clorpirifos 63,33 19,30 48697,29 1,70 4 2,78 ) . y=1223,18x
calesb < Leritico

tcalc,a > t(:ritico

Diclorvds 62,77 19,10 53278,23 2,95 3 3,18 y=1199,92x

tcalc:b < tcn’tico

tcac > tcn’ ic
Dissulfotom 130,20 16,51  110516,17 2,61 3 3,18 loa ™ Tortieo y=2150,75x
tcalc:b < tcritico
, tcalc,a > tcritico
Etoprofos 83,63 16,50 70983,74 2,32 3 3,18 y=1380,94x
tcalc:b < tcritico

tcalc,a > tcritico

Fenclorfos 114,46 19,29 88321,86 2,14 4 2,78 y=2209,49x

tcalc:b < tcn’tico

tcalc,a > tcn’tico

Protiofos 56,00 19,86 40582,25 1,38 5 2,57 y=1133,06x

tcalc:b < tcn’tico

Fonte: Autor (2018). teac.: Valor de t calculado para o coeficiente angular; tcac: Valor de t calculado para o coeficiente linear; GL: grau de liberdade; tgy.gs0: teste-t com nivel

de confianga de 95%.
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De acordo com os resultados, os coeficientes lineares ndo apresentam
significancia estatistica (tca b < taico), € O parametro b pode ser excluido da equacdo (y = ax +
b) para o calculo das concentragdes dos analitos, proporcionando maior confiabilidade dos
resultados (LIGIERO et al., 2009; HARRIS, 2010; GUEDES et al., 2016; GOMES et al.,
2017). Como os resultados da andlise estatistica de significancia dos parametros de regressao
mostraram que todas as inclinagfes sdo significativas, pois teaic, a > tenico, @S €qUacOes da curva
que devem ser usadas nos célculos das concentragdes dos analitos sdo apresentadas na Gltima
coluna da Tabela 4.5.

O teste-t de Student foi utilizado a fim de reduzir erros durante a quantificagcdo
dos residuos dos agrotoxicos. Assim, as curvas de calibracdo corrigidas sdo as que devem ser

usadas para a quantificacdo dos agrotoxicos nas amostras reais, e assim, evitar erros.

4.6 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

O LD é o critério crucial para a aceitacdo de qualquer método de extracdo de
residuos de agrotoxicos (RAI et al., 2016). O LD representa as menores concentracdes dos
agrotoxicos no pimentdo que o método é capaz de detectar, enquanto o LQ é a menor
concentracdo que o método é capaz de quantificar com confiabilidade.

Os valores calculados para 0 LD e LQ de cada agrotoxico na matriz do pimentao
s80 mostrados na Tabela 4.6. Eles foram convertidos para relacdo massa/massa (mg.kg™) para

possibilitar a comparacdo com os LMRs da EC.

Tabela 4.6 - Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) para o0s seis agrotdxicos,
com os respectivos LMRs da EC para o piment&o.

Agrotoxico LD (mg.kg™) LQ (mg.kg™) ®LMRs da EC (mg.Kg™)
Clorpirifés 0,003 0,009 0,010
Diclorvds 0,035 0,117 0,010
Dissulfotom 0,039 0,130 0,010
Etoprofos 0,028 0,094 0,050
Fenclorfos 0,008 0,027 0,010
Protiofos 0,002 0,006 0,010

Fonte: Autor (2018). () EC (2017)
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Ao levar em consideracdo os valores do LMR da EC para o pimentdo, o método
poderia ser aplicado na determinacdo do clorpirifos, etoprofos, fenclorfos e protiofés, uma
vez que tais agrotoxicos apresentaram valores de LD inferiores ao estabelecido, mas somente
poderia ser aplicado na quantificagdo do clorpirifds e protiofos, pois apresentaram valores de
LQ inferiores ao estabelecido.

Quando uma substancia ndo é autorizada para um determinada cultura a
metodologia analitica empregada deve possuir um Limite Minimo de Desempenho Requerido
(LMDR) de 0,01 mg.kg™, sendo que a tomada de agdo é o LQ do método (Lemos et al., 2015;
BRASIL, 2016), onde novamente analisando o LQ, clorpirifés e protiofés foram os
agrotoxicos que apresentaram valores abaixo do estabelecido, podendo-se empregar o método
na determinacdo de residuos desses agrotoxicos ndo permitidos para essa cultura.

Como mostra 0o Quadro 2.2, nenhum dos agrotdxicos analisados nesta Tese é
autorizado para ser usado na cultura de pimentdo no Brasil, mas como eles ainda sdo
autorizados para outros tipos de culturas, o uso inadequado ainda é persistente, trazendo
sérios problemas para 0 meio ambiente e para a salde humana. Ao analisar a Tabela 2.1, é
possivel notar que em relacdo a salide humana eles sdo extremamente tdxicos (dissulfotom e
etoprofos), altamente toxicos (clorpirifds, diclorfés e protiofés) ou medianamente toxico
(fenclorfés). O Quadro 2.1 mostra que para 0 meio ambiente eles podem ser altamente
perigosos (dissulfotom e etoprof6s), muito perigosos (clorpirifés, diclorfés e protiofés) ou
perigoso (fenclorfds). Kohler e Triebskorn (2013) relataram que os agrotoxicos OFs causam
sérios problemas quando entram em contato com os animais através do meio ambiente.

A tabela 4.7 apresenta alguns artigos publicados que analisaram um ou mais dos
agrotoxicos estudados nesta Tese. Deve ser ressaltado que os valores de LD e LQ dependem
da instrumentacéo e das condicfes analiticas utilizadas (LORENZ et al., 2014). As analises de
pimentdo verde feitas por Lemos et al. (2015) foram em CLAE-EM/EM usando o método
QUEChERS-acetato. Kemmerich et al. (2015) analisou pimentdo (ndo especifica a cor) por
CLUE-EM/EM, usando o método QUEChERS-citrato. Liu et al. (2016) analisou pimentao
verde, por CG-EM, usando o0 método QUEChERS com algumas otimizagdes. Golge, Hepsag e
Kabak (2018) analisaram pimentdo verde por CL-EM/EM (Cromatografia liquida acoplada ao

espectrémetro de massa com triplo quadrupolo), usando o método QUEChERS-acetato.
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Esta Tese (2018) Lemos et al. (2015) Kemmerich et al. (2015) Liu etal. (2016) Golge, Hepsag e Kabak (2018)
(piment&o verde) (piment&o) (piment&o) (piment&o) (piment&o verde)
Agrotoxico
LD LQ LD LQ LD LQ LD LQ LD LQ
(mgkg™)  (mgkg®)  (mg.kg")  (mgkg’)  (mgkg’)  (mgkg?)  (mg.kg?) (mgkg')  (mg.kg?) (mg.kg™)
Clorpirifos 0,003 0,009 - - - - * 0,01 0,002 0,008
Diclorvos 0,035 0,117 1,05x10° 2,11x103 - - - - 0,001 0,004
Dissulfotom 0,039 0,130 - - - - - - - -
Etoprofés 0,028 0,094 1,43x10° 286x10% 143x10° 286x10° - - - -
Fenclorfds 0,008 0,027 - - - - - - - -
Protiofos 0,002 0,006 - - - - - - 0,003 0,011

Fonte: Autor (2018). (*) ndo especificado, (-) ndo analisado.
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Ao comparar os valores de LD e LQ obtidos nesta Tese com os de outros
trabalhos, nos quais todos utilizaram o método QUEChERS no preparo das amostras, € notorio
que a cromatografia liquida possui valores menores, 0 que ndo desmerece 0 uso da CG-EM,
visto que cada técnica possui seu valor agregado ao equipamento utilizado. O valor de LD
encontrado para o protiofds nesta Tese € menor do que o obtido no trabalho de Golge, Hepsag
e Kabak (2018), que usou CL-EM/EM, sendo que o LQ é ainda menor.

Apesar de Liu et al. (2016) ter analisado somente um dos agrotdxicos estudados
nesta Tese, no caso, o clorpirifés, percebe-se que o método aqui validado possui um LQ

proximo ao relatado por tal literatura, que usou a CG-EM.

4.7 Exatiddo e Precisao

O processo de fortificagdo procura simular condicbes reais, ndo interferindo
significativamente nas interagdes que ocorrem na prépria amostra, mas iSso nem sempre é
possivel, visto que a solucdo de fortificacdo é preparada com solventes organicos, geralmente
ndo presentes na matriz, tentando usar volume reduzido de solucéo de fortificacdo e condigdes
que alterem o minimo possivel a amostra (BRITO et al., 2003).

Para evitar erros quantitativos, a calibracdo combinada a matriz foi utilizada para
calcular as recuperagdes dos analitos (HE et al., 2015). Foram estudados trés niveis de
fortificacdo e, para cada nivel foram feitas triplicatas. A Tabela 4.8 mostra os agrotdxicos
estudados em termos de recuperacdo média (%) e precisdo de cada agrotoxico com o0
respectivo desvio padréo relativo DPR (%).

De acordo com os critérios estabelecidos por SANTE (2017), os valores de
porcentagem de recuperacdo variando entre 70 - 120% com uma repetibilidade associada
DPR < 20% sao considerados satisfatorios para métodos multirresiduos, mas um intervalo de
padrdo pratico de 60 - 140% pode ser usado para recuperacOes individuais em andlises de
rotina. E importante considerar que a precisio depende do nivel de concentracio do analito na
amostra; e intervalos mais altos de porcentagens de recuperacdo podem ser aceitos (50 a
120% com uma precisao de + 15%) nos casos em que o analito esta em niveis residuais ou ha
uma matriz complexa (RIBANI et al., 2004). A recuperacdo media (%) nas amostras de
piment&o variou de 36,73 a 153,99 %, com DPR (%) variando de 0,08 a 13,47%. Por se tratar

de uma amostra complexa e residuos de agrotdxicos, tais valores s@o aceitaveis.
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Tabela 4.8 - Exatiddo em termos de recuperacdo com desvio padréo relativo (DPR) e repetitividade da precisdo instrumental em termos do
coeficiente de variagéo (CV).

0,11 (mg.kg™) 0,15 (mg.kg™) 0,25 (mg.kg™)
Agrotoxico Recuperagdo Recuperacéo Recuperacéo Prec'géo
Média (%) DPR (%) Média (%) DPR (%) Média (%) DPR (%) (CVI%)
Clorpirifés 105,90 1,17 69,98 0,89 50,20 3,26 7,02
Diclorvés 133,13 1,95 131,36 2,41 81,55 13,47 9,35
Dissulfotom 153,99 3,41 119,95 7,13 84,41 5,28 16,84
Etoprofés 152,39 3,03 125,20 0,08 81,17 3,33 10,94
Fencorfos 99,91 1,82 76,14 0,99 53,04 5,64 5,63
Protiofos 64,16 1,29 50,99 1,35 36,73 3,63 8,05

Fonte: Autor (2018).
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Pode existir uma diferenca substancial nas recuperacdes a altas e baixas
concentragdes, onde na maioria das vezes a dispersdo dos resultados costuma aumentar com a
diminuigdo da concentracdo do analito (RIBANI et al., 2004), onde houve um aumento das
recuperagdbes em relacdo a diminuicdo da concentragdo de fortificacdo, sendo que a
porcentagem de recuperacdo foi melhor na menor concentracio (0,15 mg.kg™). Savant et al.
(2010) analisou uva e manga através de CG-EM/EM, cujo método de extracdo foi realizado
com etil acetado com limpeza das amostras com d-SPE (extracdo em fase sélida dispersiva), o
agrotoxico diclorvos também apresentou diminuicdo da recuperacdo com o aumento da
fortificacdo.

Para Poole (2007), tanto a quantidade como o tipo de matriz afetam a
recuperacdo, e mesmo as tendéncias gerais permanecendo verdadeiras, 0s agrotdxicos
individuais podem mostrar aumentos divergentes na recuperagdo com as mesmas condigdes
instrumentais. Sapahin, Makahleh e Saad (2015) investigaram o efeito de diferentes pesos da
amostra (0,5, 1,0, 2,0 e 3,0 g) nas recuperacdes, onde as recupera¢fes aumentaram a medida
que a massa da amostra diminuiu, sendo que as melhores recuperagdes foram obtidas quando
foi utilizada 0,5 g de amostra. Neste trabalho foram utilizadas 10g de amostra. Para Sun
(2010), a recuperacdo incomum (muito alta / baixa) esta frequentemente relacionada
diretamente a instabilidade dos analitos. A diminuicdo na recupera¢do com o aumento do
nivel de fortificacdo pode estar relacionada a perda do analito, uma vez que as amostras de
maior fortificacdo sdo analisadas posteriormente.

Segundo Sousa et al. (2013) as taxas de recuperacdo aparentemente mais elevadas
podem ser observadas em analises de agrotdxicos mais polares. Tuzimski e Rejczak (2016)
obtiveram valores médios mais baixos de recuperacdo para alguns agrotoxicos apolares, como
por exemplo, bromopropilato, com valor de Koy = 2,51 x 10°. Ao observar a polaridade (Kow)
na Tabela 2.3, o diclorvds é o agrotdxico mais polar seguido por etoprofos, dissulfotom,
clorpirifés, fenclorfos e protiofds. Os valores de recuperacdo realmente foram maiores para 0s
agrotdxicos mais polares, sendo excecdo somente o diclorvds para tal acaracteristica, onde o
mesmo deveria apresentar o maior valor de recuperagdo, como mostra a Tabela 4.8.

Sapahin, Makahleh e Saad (2015) também sugerem que baixas recuperacdes
podem estar relacionadas a baixa polaridade dos agrotdxicos, e também provavelmente
devido ao alto peso molecular, dificultando a extracdo no processo de fortificacdo em
amostras reais. Ao observar o peso molecular na Tabela 2.2, o diclorvos € o agrotdxico que

possui menor peso molecular, seguido por etoprofos, dissulfotom, fenclorfos e protiofés e



152

clorpirifés. Na Tabela 4.8 é possivel observar que diclorvos e protioféds ndo se encaixaram
com este aspecto.

Em métodos de andlise de tracos ou impurezas, a precisdo em termos de CV de
até 20% é aceitavel, dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004; SANTE,
2017). Morais, Collins e Jardim (2018) estudaram alguns fatores que podem influenciar na
recuperacdo de agrotoxicos em pimentdo verde, usando o método QUEChERS-citrato com
algumas modificacGes no preparo das amostras, onde o GCB influenciou positivamente a
limpeza dos extratos, o que minimizou os efeitos da matriz, proporcionando coeficientes de
variacdo inferiores a 20% para todos os pesticidas estudados. Os resultados para a precisdo
dos agrotoxicos no pimentdo apresentaram valores inferiores a 20%, mostrando que 0 método

proposto é preciso.

4.8 Andlises qualitativas e quantitativas de amostras de pimentdo da cidade de
Fortaleza-CE

O método desenvolvido foi aplicado na analise de amostras de pimentdo (organico
e ndo organico) de diferentes supermercados de Fortaleza — CE, como descrito no item 4.6, a
fim de monitorar clorpirifés e protiofés. O método QUEChERS/CG-EM foi aplicado em 7
amostras organicas (todas verdes) e 18 ndo-organicas (6 verdes, 6 vermelhas e 6 amarelas).

Das amostras analisadas apenas uma ndo organica verde (NP1) apresentou
contaminacdo pelo clorpirifés. A Figura 4.5 (a) apresenta o CIE da mostra NP1, indicando a
presenca do clorpirifés, onde a Figura 4.5 (b) apresenta de forma mais evidente a presenca
desse agrotoxico, enquanto a Figura 4.5 (c) mostra o espectro de massa referente ao
clorpirifos, confirmando a existéncia do mesmo na amostra analisada.

O valor encontrado na amostra de pimentdo contaminada com clorpirifés foi de
0,177 mg.Kg™, correspondendo & um valor 17,7 vezes maior do que o LMRs permitido para
cultura do pimentdo pela EC (0,010 mg.kg™), como mostrado na Tabela 4.6. O clorpirifés é
um dos agrotéxicos que é frequentemente utilizado no cultivo de frutas e vegetais, sem
necessariamente ser autorizados para uso em algumas culturas (LORENZ et al., 2014). Esse
agrotoxico é comumente detectado em analises de alimentos in natura (BRASIL, 2010;
BRASIL, 2013; GUEDES et al., 2016; CHOWDHURY et al., 2013; QUIJANO et al., 2016;
BLANKSON et al., 2016; ANVISA, 2017), principalmente em pimentdo (BRASIL, 2011;
BRASIL, 2013; ANVISA, 2017).
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Figura 4.5 — (a) Cromatograma de IE da amostra NP1, (b) Zoom do cromatograma de IE da
amostra NP1 (c) Espectro de massa do clorpirifés.
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Na Tabela 4.9 sdo apresentados os valores do IDA para os agrotoxicos escolhidos

para estudo, bem como suas respectivas agéncias reguladoras. A EC apresenta os valores mais

restritivos para o clorpirifds, a EPA € a Unica que possui valor de IDA para o protiofds.

Tabela 4.9 — Valores do IDA e suas respectivas agéncias reguladoras.

ANVISA Codex Alimentarius EC EPA
Agrotoxico
(mg.kg™ p.c/dia) (mg.kg™ p.c/dia) (mg.kg™ p.c/dia) (mg.kg™ p.c/dia)

Clorpirifés 0,0100 0,0100 0,0010 0,0030
Diclorvés - 0,0040 0,00008
Dissulfotom 0,0003 0,0003 - 0,0010
Etoprofds 0,0004 0,0004 0,0004 0,0003
Fenclorfés - - -

Protiofés - - - 0,0001

Fonte: CODEX ALIMENTARIUS (2016), EPA (2016), ANVISA (2017), EC (2017).

p.C: peso corporeo.
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A amostra contaminada pesava 0,19 kg, onde ao fazer uma simples regra de trés
com o valor encontrado, 0 mesmo equivale a uma contaminacgédo de 0,034 mg de clorpirifés.
Analisando o IDA do clorpirifés de acordo com a EC (0,001 mg.kg™ p.c/dia) na Tabela 4.9,
que é a mais restritiva para tal agrotdxico, novamente usando a regra de trés, uma pessoa que
pesa 30 kg (por exemplo, uma crianga) pode ingerir até 0,030 mg deste agrotoxico por dia. Ao
usar o valor estabelecido pela ANVISA (0,01 mg.kg™ p.c/dia), que é similar ao do Codex
Alimentarius, o valor da ingestdo diéria do clorpirifés aumenta para 0,30 mg.

Considerando que um agrotdxico, mesmo em quantidades traco, como ja
mencionado vérias vezes no decorrer da Tese, pode trazer graves problemas para a saude
humana, o interessante é tomar como base os valores estabelecidos pela EC, que até mesmo
possui valores de LMRs para cultura do pimentdo. Assim, uma crianca que pesa 30 kg, ja
atingiria quase que totalmente o valor estabelecido para ingestdo diaria do clorpirifés, caso
comesse estes 0,19 kg de pimentdo. Lembrando que a mesma crianca poderia estar passando
desse valor, se a mesma comesse, por exemplo, batata no mesmo dia, visto que tal cultura usa
de forma autorizada o clorpirifés, como apresentado no Quadro 2.2.

O efeito toxico do clorpirifés pode ser potencializado em vista da exposi¢do
simultanea de residuos de agrotdxicos que possuem 0 mesmo mecanismo de acdo toxica,
sendo preciso levar em consideracdo a exposicdo a multiplos residuos de agrotdxicos
presentes nos diferentes alimentos ingeridos em uma refei¢do, durante o dia ou ao longo da
vida, como ja vem sendo desenvolvido na Europa (ANVISA, 2016). Assim, é recomendado
optar por alimentos rotulados com identificacdo do produtor, o que pode facilitar o
compromisso dos produtores em relacdo a qualidade dos seus produtos e a ado¢do de BPA
(ANVISA, 2014, 2013).

Um dos problemas do uso indiscriminado e ilegal de um ou mais agrotoxicos em
culturas para as quais eles ndo estdo autorizados é o aumento do risco dietético para 0s
consumidores que ingerem o alimento contaminado, onde o préprio trabalhador pode estar
incluso, visto que esse uso nao é levado em consideracdo no calculo do IDA e que este risco
se agrava a medida que o agrotoxico é identificado em um maior nimero de alimentos
comercializados (ANVISA, 2011).

As altas concentragdes de agrotoxicos acima LMRs podem comprometer a salde
do consumidor se forem superiores ao limite de seguranca, ou seja, o IDA (DOMENECH;
MARTORELL, 2017). A ingestdo alimentar representa a principal fonte de exposi¢cdo de

agrotoxicos em bebés e criangas, podendo ser responsavel pelo aumento dos riscos para a
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saude em comparagdo com adultos (LU et al., 2010), pois consomem relativamente mais por
Kg de peso corporal em relacdo aos adultos (GOLGE; KABAK, 2015b).

O clorpirifés € um ingrediente ativo bastante conhecido na agricultura devido a
seu amplo espectro de atuacdo (inseticida, formicida e acaricida), sendo indicado pelas
legislacGes para aplicacdes em diversas culturas (UNIVERSITY OF HERTFORDSHIRE
DATABASE, 2016; SHUKLA et al., 2016). De acordo com os PARA de 2013 e 2014, a
presenca de agrotoxicos ndo autorizados, em parte, pode ser explicada pelo fato de haver
poucas demandas de registro pelas empresas de agrotoxicos para culturas consideradas de
baixo retorno econdmico (ANVISA, 2014, 2013). As vezes, os residuos detectados ndo
obrigatoriamente sdo provenientes do uso deliberado do agrotoxico, podendo ser resultante de
contaminagdes ambientais, tais como: deriva de pulverizagdo no campo, plantio de culturas
em areas tratadas anteriormente com agrotdxicos, transferéncia de residuos de fungicidas pés-
colheita ou reguladores de crescimento aplicados em outras culturas alocadas no mesmo local
de armazenamento, entre outras possibilidades (USDA, 2016; ANVISA, 2016).
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5 CONCLUSAO

As condicbes cromatograficas otimizadas na CG-EM demonstraram ser
satisfatorias na separacdo dos agrotoxicos (com boa resolucdo) em um tempo de corrida
menor que 15 minutos. Nessas condigdes, 0 método mostrou-se seletivo e sensivel quando
utilizado o recurso do CIE para os agrotoxicos em estudo.

O métdo QUEChERS-citrato ajuda a manter um maior tempo de vida tanto do
liner quanto da coluna, pois gera um extrato limpo. Para este estudo, todos os agrotoxicos
mostraram a supressdao do sinal induzida pela matriz, onde o efeito matriz foi mais
significativo (> 20%) para quatro agrotdxicos: clorpirifés (-65,54), protiofés (-65,31),
fenclorfds (-48,92) e etoprofds (-22,93). O efeito matriz mostrou-se depende da natureza da
matriz, onde os resultados indicaram que o grau de supressao do sinal variou com o tipo de
agrotoxico.

Cada agrotoxico exibiu boa linearidade no intervalo de concentracdo estudado,
com valores de R maiores que 0,99, onde o0s testes estatisticos mostraram um bom ajuste
linear entre os pontos da curva na matriz, sendo que os coeficientes lineares ndo apresentaram
significancia estatistica. Os agrotoxicos protiofés e o clorpirifés mostraram-se 0s mais
sensiveis para 0 método proposto, apresentando os mais baixos valores de LQ, que também
foram os Unicos que tiveram valores abaixo do LMR da EC.

Houve uma diminuicdo das recuperacdes em relacdo ao aumento da concentracao
de fortificacdo, sendo encontrados melhores valores de recuperagcdo na menor concentracao de
0,11 mg.kg™ para o clorpirifés, fenclorfés e protiofés, enquanto para o diclorvés, dissulfotom
e etoprofés foi na concentragdo de 0,15 mg.kg™. O método desenvolvido para a anélise de seis
agrotoxicos OFs em amostras de pimentdo (organico e ndo organico) mostrou-se eficiente
para analise de clorpirifos e protiofos.

Apenas uma das amostras ndo organicas apresentou contaminacdo (NP1), mas é
aconselhavel realizar estudos de monitoramento da exposicao aos agrotdxicos na populacédo
brasileira, principalmente quanto as implicacdes toxicoldgicas, e considerando 0s grupos mais
vulneraveis. O monitoramento pelas agéncias brasileiras esta dando resultado, razédo pela qual
a contaminacdo vem diminuindo e que apenas uma amostra foi irregular. No entanto, este
composto ndo deve estar presente, uma vez que ndo é permitido o uso na cultura do pimentdo,

implicando tanto na contaminacgdo dos consumidores quanto do meio ambiente.
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