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RESUMO GERAL

O crescente aumento populacional em escala mundial, tornou necessério um grande
esfor¢o por parte da agricultura para aumentar, a cada ano, a produgdo de alimentos para
atender as necessidades do mercado externo e interno do Brasil. Recursos técnicos e
cientificos passaram entéo, a serem aplicados em busca da melhoria na produgéo dos cultivos,
principalmente mediante o uso de fertilizantes ¢ praguicidas. Com isso, a sociedade se
deparou com problemas de ordem de equilibrio ambiental e satide ptiblica, pois devido a
continua diversificagdo dos fitoparasitas, surgem, a todo momento, redugdes do periodo de
tempo entre aplicacdes consecutivas, e mais importante talvez, usos de doses mais altas e
emprego simultdneo de diferentes pesticidas, por parte dos agricultores, objetivando
complementar a¢des especificas ou alcangar efeitos sinérgicos para maiores rendimentos na
producdo. Tal situagfio traz como conseqii€éncia Obvia e direta, o aumento, inaceitavel, dos
riscos de contaminagio do meio ambiente com residuos quimicos de defensivos da area
agropecuarista prejudiciais a saude, o que leva a inimeros problemas relativos a seguranca
alimentar dos produtos consumidos, ¢ a uma preocupagdo de ambito nacional evidenciada
pela criagdo do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em alimentos (PARA) da
ANVISA. O aumento na necessidade de detecgdo ¢ quantificagdo destes compostos, acarretou
o desenvolvimento de pesquisas no setor, a fim de atingir uma melhoria na eficiéncia,
qualidade e rapidez de resposta nas andlises. A possibilidade do estudo de ndo apenas um de
cada vez, mas de até 300 compostos sendo extraidos, detectados e quantificados
simultdneamente se tornou a saida mais viavel, tanto qualitativa quanfo economicamente,
facilitando o monitoramento continuo do fornecimento de produtos do setor alimenticio pelos
chamados métodos multiresiduos. O presentre trabalho teve como principio a validagéo de um
método multiresiduo para analise de 14 analitos usando uma técnica de alto poder de
concentragdo e limpeza do extrato como o GPC (Gel Permeation Chromatography) e detecgéo
e quantificagio por GC-MS/MS e LC-MS/MS. Os pesticidas investigados englobam classes
como: acaricidas, inseticidas, fungicidas, nematicidas e formicidas de aplicagdo foliar, em
sementes ou em solo, sendo que o acefato, metamidofos, acetamiprido e o thiamethoxan
foram extraidos de amostras de batata e feijdo e analisados por LC-MS/MS e a azoxistrobina,
bifentrina, carbofuran, chlorotalonil, clorpirifés, clorfenapir, etofenprox, famoxadone,
metalaxil, procimidone e o tebuconazole em amostras de batata e tomate e analisados por GC-

MS/MS. Os limites de detec¢do (LD) encontrados variaram de 0,06 a 2,89ug/L, e os

coeficientes de variagdo (CV), de 0,036 a 2,036%. As recuperagdes foram determinadas em
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cada tipo de amostras, e os valores encontrados estavam entre 93,34% ¢ 109,67%. Nenhuma

das matrizes utilizadas apresentaram resultados insatisfatorios e o0 método utilizado mostrou-

se robusto e de facil aplicagdo para todos os analitos testados.

ABSTRACT

The growing population worldwide, has required a great effort on the part of

agriculture to increase each year, the production of food to meet the needs of external and

internal market of Brazil. Technical and scientific resources spent then, to be applied in

pursuit of improved crop production, mainly through the use of fertilizers and pesticides.
With this, the company encountered problems in the balance of environmental and public
health, since due to the continuous diversification of plant parasites, arise at any moment,
reductions in the time period between consecutive applications, and perhaps most important,
uses more doses high and simultaneous use of different pesticides by farmers, aiming to
complete specific actions or to achieve synergistic effects in producing higher yields. This
situation brings obvious and direct consequence, the increase unacceptable risk of
environmental contamination with chemical residues from pesticides in farms are harmful to
health, which leads to numerous problems relating to food safety of the products consumed,
and to a concern nationwide evidenced by the creation of the Program Analysis of Pesticide
Residues in Food (TO) of ANVISA. The increase in the necessity - for detection and
quantification of these compounds, led the development of research in the sector in order to
achieve an improvement in efficiency, quality and responsiveness in the analyzes. The
possibility of studying not just one at a time, but up to 300 compounds being extracted,
detected and quantified simultaneously output became more viable, both qualitatively and
economically, facilitating continuous monitoring of the supply of products by the food
~industry called methods multiresidue. The principle presentre work was the validation of a
3 -multiresidue method for analysis of 14 analytes using a technique of high power concentration
~and cleanup of the extract as GPC (Gel Permeation Chromatography) and detection and
ntification by GC-MS/MS and LC- MS / MS. The pesticides investigated include classes

1 as acaricides, insecticides, fungicides, insecticides and nematicides foliar, seed or soil,
acephate, methamidophos, and Acetamiprid thiamethoxan were extracted from samples
es and beans and analyzed by LC-MS / MS and azoxystrobin, bifenthrin, carbofuran,
rotha onil, chlorpyrifos, chlorfenapyr, etofenprox, famoxadone, metalaxyl, procymidone
XI1I







and tebuconazole in samples of potato and tomato and analyzed by GC-MS/MS. The limits of
detection (LOD) ranged from 0.06 to 2.89 mg / L, and the coefficients of variation (CV),
0.036 to 2.036%. The recoveries were determined for each type of samples, and the values
were between 93.34% and 109.67%. None of the arrays used had unsatisfactory results and
method proved to be robust and easy to apply for all analytes tested.
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IMPORTANCIA, HISTORICO E IMPACTO DOS DEFENS{VOS
AGRICOLAS SOBRE OS ALIMENTOS E A SAUDE PUBLICA E
PRINCIPAIS METODOLOGIAS DE ANALISE

Silva, L. M. M.; Prado, M. A.
ade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Departamento de Ciéncias dos Alimentos
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Capitulo 1

IMP(’)RTANCIA, HISTORICO E IMPACTO DOS DEFENSiVOS
AGRICOLAS SOBRE OS ALIMENTOS E A SAUDE PUBLICA E
PRINCIPAIS METODOLOGIAS DE ANALISE

Silva, L. M. M.; Prado, M. A.
Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Departamento de Ciéncias dos Alimentos

RESUMO

Diversas publicagdes evidenciam a importancia da utilizagdo correta ¢ do
desenvolvimento de programas de controle de residuos de pesticidas nos alimentos. Isto se da
pelo fato de atualmente o uso de agroquimicos nos varios estagios de cultivo e durante o
armazenamento do pos-colheita iniciar uma importante regra de protecdo e preservacdo da
qualidade dos alimentos. Aliado a isso e ao elevado e sempre crescente nimero de pesticidas
que sdo introduzidos nas praticas agricolas, ha a necessidade do desenvolvimento de
metodologias analiticas que abranjam o maior nimero possivel de ingredientes ativos
pesquisados em programas de monitoramento de residuos, que sejam de facil execugdo,
eficientes e de baixo custo. O monitoramento de residuos de pesticidas é crucial para propor o
acesso a exposi¢do humana a esses componentes nos alimentos. As metodologias analiticas
aplicadas devem ser capazes de mensurar uma taxa muito baixa de residuos e também
providenciar uma evidéncia que ndo seja ambigua para confirmar a identidade e quantidade
de todos os residuos detectados. Muitos sdo os métodos de extragdo, detecgdo e quantificagdo
de pesticidas. Dentre os de extragdo os com solventes orgénicos sdo os mais difundidos. Ja,
para a deteccdo e quantificagdo a cromatografia a gas associada a detectores de alta eficiéncia
como captura de eléctrons (ECD), detector de nitrogénio-fésforo (NPD) e espectrometro de

- massa (MS) foi a técnica mais largamente usada por muitos anos. Entretanto, muitos
2




i pesticidas com caracteristicas polares, iOnicas, térmicamente instaveis ou ndo-volateis

semelhantes aos carbamatos ou benzimidazois sdo dificeis ou impossiveis de analisar usando
as técnicas GC e GC-MS sendo a cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa
(LC/MS) uma poderosa ferramenta para a determinagdo de compostos desta natureza em

amostras de alimentos.

ABSTRACT

Several publications show the importance of proper use and development of control
| . programs for pesticide residues in food. This is because the use of chemicals currently in
| various stages of cultivation and during postharvest storage start an important rule of quality
| protection and preservation of food. Together, this and the large and ever increasing number
of pesticides that are introduced in agricultural practices, there is a need to develop analytical

methodologies covering the largest possible number of active ingredients researched in

residue monitoring programs, which are easy to perform, efficient and low cost. The
monitoring of pesticide residues is crucial to offer access to human exposure to these
components in foods. The analytical methodologies applied should be able to measure a very
low rate of waste and also provide evidence that it is not ambiguous to confirm the identity
and quantity of all residues detected. There are many methods of extraction, detection and
quantification of pesticides. Among the extraction with organic solvents are the most
widespread. Now, for the detection and quantificagdoa gas chromatography detectors
associated with high efficiency as electron capture (ECD), a nitrogen-phosphorus detector
- (NPD) and mass spectrometry (MS) is the technique most widely used for many years.
- However, many pesticides characteristics polar, ionic, or thermally unstable non-volatile
lar to carbamates or benzimidazoles are difficult or impossible to analyze using the

iques GC and GC-MS and liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC /

) one powerful tool for the determination of such compounds in food samples.

)DUCAO

esticidas s3o resultado do antigo desejo do homem de livrar-se das pragas que
seu modo de vida. Mas, no mundo moderno, j4 é conhecida a outra face de algumas

cias, como a de “venenos perigosos para a saude e meio ambiente”. Logo, o uso
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de defensivos agricolas na agricultura estd muito difundido, pois s@o considerados essenciais

para conseguir-se melhor qualidade e rendimento de produgéo, o que leva ao atual vertiginoso
crescimento do volume destes compostos comercializados no Mundo.[49]

Todos estes compostos quimicos tem a propriedade comum de bloquear um processo
metabolico vital para os organismos aos quais sdo toxicos. Praticamente desde sua introdug@o,
os pesticidas sintéticos constituem um problema devido ao seu potencial impacto sobre a
satde humana em virtude da ingestdo de alimentos contaminados com esses produtos
quimicos.

Cerca da metade dos alimentos consumidos nos Estados Unidos contém niveis
mensuraveis de, no minimo, um pesticida. Por essa razdo, muitos deles foram banidos ou
tiveram seu uso limitado. Ndo obstante, um relatério de 1993 da National Academy of
Sciences dos Estados Unidos destacou que a regulamentagdo dos pesticidas até aquela época
ndo havia dado suficiente aten¢do a protecdo da saide humana, especialmente a dos bebés e
das criangas, cujo crescimento e desenvolvimento apresentam-se ameagados.[51]

Porém, o ataque cada vez mais vigoroso de pragas nas lavouras, se demonstrou um
potente agente prejudicial para a atividade agricola, levando os produtores, com o intuito de
manter a produgdo, fazerem uso inadequado e excessivo destes compostos, ato que pode ser o
grande responsavel por problemas de saude publica, devido a possibilidade de ocorréncia de

acimulo de residuos toxicos destes compostos nos alimentos € no organismo humano e
desequilibrios ecoldgicos, com o surgimento de novas pragas, eliminacdo de insetos
polinizadores e mortandade de peixes e passaros, além da persisténcia no meio ambiente, de
onde podem ser transferidos para outras formas de vida, pois ficam presentes durante muito

tempo em solos, aguas, vegetais e animais. [25]

REVISAO BIBLIOGRAFICA

HISTORICO

O uso de substancias quimicas orgénicas ou inorginicas na agricultura vem desde a
~ Antiguidade Classica. O uso de produtos como arsénico e enxofre para o controle de insetos,
; :_ eram mencionados nos escritos de romanos e gregos nos primordios da agricultura. A partir
do século XVI até fins do século XIX o emprego de substancias organicas como nicotina
aida do fumo) e o piretro (extraido do crisAntemo) eram constantemente utilizados na

pa e Estados Unidos para a mesma finalidade. A partir do inicio do século XX iniciaram-
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se estudos sistematicos buscando o emprego de substincias inorganicas para a protegcdo de

plantas. Deste modo, compostos a base de cobre, chumbo, mercurio, cddmio, entre outros,

foram desenvolvidos comercialmente e empregados contra uma grande variedade de pragas.
A Segunda Guerra Mundial foi o marco decisivo para o avango cientifico. As
pesquisas comegaram a desenvolver-se e trouxeram consigo conseqiiéncias importantes para a

vida do homem. Com a descoberta do extraordinario poder inseticida do organoclorado
Diclorodifeniltricloretano (DDT), aclamado na época como o praguicida universal, tornando-

se o mais amplamente utilizado dos praguicidas sintéticos, antes que seus efeitos ambientais

tivessem sido intensivamente estudados. Outro exemplo ¢ o do organofosforado Sharadam

também denominado de gas neurotoxico ou “gases dos nervos”, inicialmente usado como
arma na forma dos gases de guerra sarin, soman e tabun. [13,17,42]

Neste momento deu-se inicio a grande disseminag¢do do uso dessas substdncias na
agricultura devido ao crescimento populacional e econdmico do pds-guerra e a0 aumento na

demanda por alimentos e matérias primas. Ja na década de 1950, em todo o Mundo,

especialmente nos paises fornecedores de produtos agricolas, ocorreu um expressivo

crescimento das areas agricolas cultivaveis. Em termos mundiais o objetivo era acabar com a

fome existente, desde que, para isso, fossem utilizados os componentes do pacote tecnolégico

da agricultura moderna, ou seja, maquinas, implementos agricolas, fertilizantes sintéticos,
sementes melhoradas e praguicidas. [8,43]

A tecnologia imposta pela Revolugdo Verde que ocorreu a partir dos anos 60,

- fundamentada na melhoria do desempenho dos indices de produgdo agricola e disseminada

“enfre os agricultores maximizou, num primeiro momento, a produtividade, porém, criou-se

eita dependéncia a essa tecnologia, fazendo-se aumentar o custo do cultivo agricola. [42]

mente, a Revolugdo Verde representou uma grande ilusdo, pois aumentou a
entracdo de terra e tornou precéria a vida dos pequenos agricultores descapitalizados,
também ndo solucionou o problema da fome no Mundo.

- Ambientalmente, esta revolugdo provocou intenso processo erosivo, perda de

‘dos solos, perda da diversidade genética e utilizagdo de matriz energética fossil

poluidora), além da contaminagdo de corpos hidricos, solo, alimentos, animais e do
omem, pelos venenos agricolas. [13]

nologicamente, os praguicidas podem ser colocades segundo uma sucessdo de



a) 1° Geragdo: I) Inorgénicos - enxofte (S), arsénio (As), Fluoretos, etc.; IT) Botinicos-

nicotina, piretrinas naturais, etc.; III) Organominerais- 6leos minerais.

b) 2° Geragéo: (organoclorados) Organosintéticos -I) Fumigantes: brometo de metila
(CH3Br), fosfina (PH3), etc.; IT) Organofosforados: paration, malation, diclorvos,
disulfoton, etc.; IIT) Carbamatos: carbaril, aldicarb, carbofuran, etc.; IV) Piretréides:
permetrina, deltametrina, etc.

¢) 3° Geragdo: I) Microbianos: fungos, bactérias e virus; II) Ferormonios sexuais:

Gossyplure, Grandlure.
d) 4° Geragdo: Hormoénios juvenis: juvabiona.

e) 5° Geragdo: I) Vegetais: precocenos; Microrganismos: lactonas (evermectin).

HISTORICO NO BRASIL

Devido ao modelo agricola adotado e a ampla diversidade bioldgica, predominante na

maior parte do seu territorio, que favorece a incidéncia de pragas e moléstias, o Brasil € um

dos paises que mais consomem praguicidas nas suas culturas. Desde o século passado, eram
utilizados venenos caseiros, a base de soda cafistica, querosene, carvdo mineral, azeite de
peixe entre outros produtos. Até a década de 40, foram muito usados produtos botanicos
(piretro, retenona e nicotina), que eram até exportados. Venenos inorganicos também foram
usados, como o sulfato de talio, cianeto de calcio, carbonato de bario e sulfato de cobre.[12]
O primeiro praguicida introduzido no pais foi o Benzeno Hexaclorado (BHC), em
dezembro de 1946, para exterminar gafanhotos, em Cagador, Santa Catarina. Logo depois,
-;@g.te produto foi empregado ao controle da “broca” do café e entrou na composigdo das
_ primeiras misturas no combate as pragas em lavouras de algoddo. Em seguida veio o DDT, o
thion e o toxafeno que abriram caminho para os demais. [43]
Com a sintetizagdo de novas substdncias quimicas para o emprego na agricultura, e o
r das industrias fabricantes, a partir de 1970, intensificaram-se as propagandas e foram

dos milhares de representantes em todo o pais, com o objetivo de aumentar as vendas

~ Em 1975 com a edicdo pelo Ministério da Fazenda do Programa Nacional de

Agricolas (PNDA) vinculado ao 1° Plano Nacional de Desenvolvimento
0 em 1972 (PND), ocorreu a grande exploséo das industrias de praguicidas no pais.
objetivo do PNDA era tornar o pais auto suficiente na produgdo de defensivos,

parte dos produtos ainda era importada. Dezenas de formula¢oes foram colocadas




no mercado brasileiro, sem a preocupagdo da interferéncia destas substancias na diversidade

ecologica das regides tropicais. [43,49]

Os praguicidas chegaram ao sul do pais junto com a monocultura da soja, trigo €
arroz, associados a utilizagdo desses produtos para quem pretendesse usar o crédito previsto
no Sistema Nacional de Crédito Rural (SNCR), onde a venda desses insumos era financiada
pelo governo, que exigia dos produtores rurais, a aplicagdo em tecnologias modernas de pelo
menos 15% do total do custeio das safras. Hoje em dia, os praguicidas encontram-se

disseminados na agricultura convencional, como uma solug@o de curto prazo para a infestagdo

de pragas e doencas. [28,52,74]

O pais tornou-se o terceiro maior consumidor de praguicidas no Mundo na década de
70 e ocupando a quarta posi¢cdo em 1980. A quantidade de formulagdes entre 1970 e 1980 era

de 36 tipos diferentes, quase dobrando para 51, em 1985.[73]

Segundo dados oficiais, a soja é a maior consumidora nacional de agrotéxicbs, com
44% do valor total das vendas efetuadas no Brasil, seguida pelo algoddo (11,1%) e pela
laranja (4,1%). Em 2000, as vendas de agrotdxicos atingiram o volume de 313,8 mil toneladas
do produto comercial ou 140 mil toneladas do ingrediente ativo e, em 2003, 375,0 mil

toneladas do produto comercial ou 182,4 mil toneladas do ingrediente ativo [73,77,79],

conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Venda de Agrotéxicos, Brasil

Produto Comercial (t) | Ingrediente Ativo (t)

1999 2000 2002 2003 1999 2000 2002 2003

Herbicidas 142.855 174.070 175.748 215.090 68.131 81.862 83.859 110.215
Fungicidas 48.826 41.111 34.407 41.863 20.168 19.072 17.262 19.363
Inseticidas 68.158 67.305 57.576 73.232 19.231 19.447 18.404 24.422

~ Acaricidas 13.655 12.561 15.055 14.362 9.676 8.985 10.804 9.627
Outros 16.581 18.777 23.643 30.501 10.379 11.107 15.223 18.819
Total 288.075 313.824 306.429 375.048 127.585 140.473 145.552 182.446

{ te:[74,77]

‘O ano de 2008 foi considerado o melhor ano para o setor de venda de agrotoxicos no
l. As vendas atingiram US$ 7,1 bilhdes sendo que a movimentagdo norte-americana ndo
icou US$ 7 bilhdes, segundo o diretor da Associagdo Nacional de Defesa Vegetal. No
jlde 2010, o mercado estadunidense movimentou US$ 7,8 bilhdes em vendas de
cos e 0 Brasil US$ 7,3 bilhdes. Segundo estudo elaborado pela consultoria alema

, 0 consumo de agrotoxicos pelo produtores norte-americanos teve queda de 6%
2004 e 2009. No Brasil o crescimento foi de 1,5% no mesmo periodo. [81]
mercado brasileiro € o terceiro colocado mundial em exportacdes de produtos

atras dos Estados Unidos e Unido Europeia. A area norte americana cultivada ¢é
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50% maior que a brasileira e produz trés vezes e meio mais grdos que esta. O Brasil € o
principal destino de agrotdéxicos proibidos no exterior. Segundo dados da Organizacdo das
Nagdes Unidas (ONU), pelo menos dez variedades vendidas livremente aos agricultores, no
Brasil, ndo circulam na Unido Europeia e Estados Unidos. [81]

O fato de plantagdes de clima tropical exigirem mais produtos quimicos também eleva
a demanda, no entanto, em 2011, ndo observou-se aumento nos pregos dos produtos. Uma
pesquisa do Instituto Agricola de Sdo Paulo aponta que 98,4% dos produtos pesquisados
tiveram queda de prego no ano anterior. A redugdo foi de até 39,7% sendo que 88% dos

produtos haviam tido decréscimo nos precos. Especialistas da area afirmam que o cdmbio e a

concorréncia tém favorecido a queda. O mercado tem oferecido produtos genéricos € o
nimero de empresas no segmento aumentou sendo em 2011, catalogadas 129 companhias no
setor no Brasil. [77,80,81]

Observa-se que o Brasil € um pais de grande extensdo de 4reas agricolas e o seu
consumo de agrotoxicos € significativo até os dias atuais, tornando este um mercado lucrativo

e interessante para grandes investidores, o que leva a sérios reflexos econdmicos, sociais €

ambientais. [77,79]

CONCEITOS E DEFINICOES

Existe uma ampla literatura e vérias terminologias sobre os pesticidas, o que explica a
multiplicidade de visGes que cercam essas substancias quimicas utilizadas na agricultura.

O dicionario Aurélio conceitua defensivo como aquilo: “1) que serve para defesa, 2)

. que visa a defesa, a resistir ao ataque, 3) defensivo agricola: produto quimico utilizado no

~ combate e prevengdo de pragas agricolas; agrotoxico. Esta terminologia ¢ bastante adotada

s industrias produtoras desses compostos, pois o termo utilizado traz a idéia de protegdo

esa) da produgdo agricola da a¢do de pragas e doengas que poderiam causar prejuizos
micos. [12,42]

~ Os defensivos agricolas compreendem uma categoria especial de insumos. Promovem

ci0s indiretos a produtividade, uma vez que o objetivo de sua utilizagdo € o de evitar a

nas safras, provocada pelo ataque prejudicial de pragas e doengas as culturas. Diferem,

), das outras categorias de insumos agricolas, como fertilizantes, corretivos e sementes

as, produtos que, se bem utilizados, promovem aumentos substanciais de

des. Distribuem-se em trés grandes categorias, de acordo com a sua destinagido




especifica de uso: inseticidas, que controlam as pragas; fungicidas, que controlam doencas

1 fungicas e herbicidas para o controle de ervas e outras plantas consideradas invasoras. [15,31]

O termo mais popular, usado atualmente no meio agricola e na sociedade como um
todo, é agrotéxico. Agrotéxico é “a substancia quimica utilizada na agricultura para combater
os diferentes tipos de pragas que atacam as lavouras (exemplo: insetos, fungos e ervas

daninhas)”. [17] Essa terminologia ndo foge do sentido ‘téxico do uso agricola’ (agro +

toxico), sendo a toxicologia a ciéncia que estuda seus efeitos. Se admitirmos que agro seja um
designativo daquilo que se refere as atividades humanas dedicadas ao cultivo das plantas, e
toxico aquilo que tem a propriedade de envenenar, deduz-se, portanto, por agrotdxicos,
aqueles que sdo utilizados no controle de parasitas e moléstias que atacam as plantas, ou de
outras plantas que concorram com a cultura comercial implantada (ervas daninhas que
estejam prejudicando a cultura). [10,12,17] A opgdo pela terminologia ‘agrotéxico’
geralmente apoia-se na abrangéncia do conceito descrito acima e na facilidade de
identificagdo pela sociedade.

Segundo a Lei Federal Brasileira de Agrotéxicos (7.802/89), no seu artigo 2°, inciso I,

sdo considerados agrotoxicos e afins: “a) os produtos e agentes de processos fisicos, quimicos
ou biologicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
v'beneﬁciamento de produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢do de florestas, nativas ou
1 émplantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo
lanosa de seres vivos considerados nocivos; b) as substancias e produtos, empregados como
lhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.[6]
Contudo, segundo alguns pesquisadores, talvez o termo tecnicamente mais indicado
representar as substdncias que agem no controle de organismos nocivos devesse ser

Pois, a palavra biocida significa “mata a vida”. Este termo inclui os organismos nio

nas que também sdo atingidos pelos mecanismos nocivos destes produtos quimicos.

s biocidas sdo definidos como: “Substincia quimica, natural ou sintética, utilizada
olar ou eliminar organismos considerados nocivos a uma atividade humana ou
egido. Qualquer quimico toéxico, usado para matar organismos vegetais ou
causam danos econdmicos as colheitas, ou criagdo de plantas, ou animais

)s herbicidas, inseticidas e demais géneros de pesticidas sdo exemplos de
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biocidas. Os pesticidas artificiais geralmente causam danos ambientais significativos por seus

efeitos colaterais indesejados e desarmonia com os processos naturais”. [42]

As diversas designacdes como agrotoxico, defensivo agricola, praguicida, pesticida e
biocida sdo usados de maneira geral para indicar os produtos quimicos sintetizados
artificialmente para conter a acdo das pragas invasoras (animais, vegetais, fungos, insetos,
etc.), que interferem na qualidade ou produtividade das lavouras ou na armazenagem e
transporte destes produtos, provocando perdas econdomicas consideraveis. [49,53,54]

Hé pesquisadores que incluem, em seu conceito, somente as substancias artificiais,
entretanto, os demais autores ampliam o entendimento e mencionam também as substancias
de origem natural e biologica, como se refere a Legislacdo Brasileira sobre biocidas. Pode-se
notar que as definigdes descritas se manifestam sobre substincias produzidas ou manipuladas
pelo homem para conter a agdo de quaisquer organismos que possam, por ventura, causar
dano as plantas, animais, homem e outros organismos alvos e ndo alvos destes agentes e,

consequentemente, a0 meio ambiente onde estes estdo inseridos. [54,56]

EVOLUCAO DOS AGROTOXICOS

Com o uso dos defensivos agricolas quimicos por mais de 50 anos, é possivel

identificar uma série de problemas a eles relacionados. Foi na década de 50 que os

quisadores comecaram a descobrir que seus efeitos ndo eram tdo faceis de controlar.
ndo John Wargo (1996) podemos citar algumas surpresas que se abateram sobre os
ts de entdo. A evolugdo rapida da resisténcia de insetos aos inseticidas foi a primeira
e surpresa. Este fato trouxe a necessidade de novos produtos, fabricados pelas mesmas
as, para que retomassem o combate aos insetos em niveis anteriores ja registrados.
processo de substitui¢do de produtos antigos, que ao longo dos anos tornaram-se
ntes, por produtos novos, passou a ser 0 mecanismo central de concorréncia entre as
s produtoras dos defensivos agricolas.[13,25,28]

A segunda surpresa se relaciona a persisténcia por longo tempo, dos residuos destes
além disto, eram encontrados a longas distancias do lugar onde tinham sido

denotando assim sua mobilidade espacial. Portanto, persistiam e se deslocavam no

[53]
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transitorios, implicando em que o market share também pudesse ser transitério. Foram as

multinacionais também, que apresentaram um fluxo continuo de inovagdes na sua producdo
quer para manter e/ou ampliar suas posi¢des no mercado.[28,40,43,49]

Procedeu-se assim a substitui¢do progressiva dos defensivos agricolas clorados pelos

T P

fosforados, piretroides e carbamatos que apresentavam menor efeito residual sobre o meio

ambiente. Estes produtos se caracterizam por serem mais especificos em termos de espectro
T | de acdo, portanto, sdo mais seletivos.[43,49,52] O mesmo principio se deu em relacdo aos
grupos quimicos neonicotinoéide, dicarboximida, imidazolinona e estrobilurinas, os quais sdo
o0s compostos mais recentemente elaborados pelas empresas a fim de atingir-se as pragas ja

resistentes a agdo dos organofosforados, piretréides e carbamatos.

NORMAS E LEGISLACAO

CONSTITUICAO FEDERAL

Como comegou se a observar e sentir se os efeitos danosos advindos da utilizagdo
- abusiva e erronea dos defensivos agricolas, instaurou-se a necessidade de uma Legislagdo
~ para tais produtos.

A Constituicdo Federal de 1988 (CF/88) [6,42] regulamenta a politica agricola pela

s

dem econdmica (art.170), prevendo o respeito ao principio da defesa do meio ambiente
1ciso VI).

3 Desta forma as substdncias agroquimicas estdo regulamentadas no artigo 225,
iragrafo 1°, inciso V, da CF/88, que incube ao Poder Publico “controlar a produgdo, a
alizagdo e o emprego de técnicas, métodos e substdncias que comportem risco para a
meio ambiente”.

s defensivos podem ser utilizados legalmente, no entanto deve-se ter um controle do

ue possa assegurar o direito que todos t€m ao meio ambiente ecologicamente

a sadia qualidade de vida (art. 225, caput).

LEI FEDERAL

ederal 7.802 de julho de 1989 [6,42] além de conceituar os praguicidas, dispde

a, a experimentagdo, a produgdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o
AT L L 1 : spw ; L
a comercializa¢do, a propaganda comercial, a utilizagdo, a importagdo, a
no final dos residuos e embalagens, o registro, a classificagdo, o controle, a
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inspegdo e a fiscalizagdo de praguicidas, seus componentes e afins. Ela foi alterada pela Lei
9.974 de 06 de junho de 2000 , e posteriormente regulamentada pelo Decreto 4.074, de 04 de
janeiro de 2002. [6]

O Decreto 4.074/02, nos seus artigos 2°, 3°, 4°, tratam da competéncia administrativa

conjunta dos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Satide e Meio Ambiente e
do que cabe a cada um desses ministérios em particular em relagdo aos praguicidas (arts. 5°
e 7). [6,52]

O Decreto também institui o0 Comité Técnico de Assessoramento para Praguicidas (art.

95), o qual tem, dentre outras competéncias, “assessorar os Ministérios responsaveis na

concessdo do registro para o uso emergencial de praguicidas e afins e no estabelecimento de
diretrizes e medidas que possam reduzir os efeitos danosos desses produtos sobre a satde
humana e o meio ambiente” (inciso VI).[6,42]

A Lei 7.802/89, em seu artigo 3°, caput, prevé que sé6 se pode produzir, comercializar,
exportar, importar e utilizar praguicidas caso haja um registro prévio em orgio federal, de
acordo com as diretrizes e exigéncias dos orgdos federais responsaveis pelos setores da saude,
- meio ambiente e agricultura.[6,8]

O transporte de praguicidas € tido como transporte perigoso (art. 63, Decreto
- 4.074/02), submetendo-se as regras e procedimentos estabelecidos na legislagﬁo especifica de
porte de produtos perigosos.

A Lei de Crimes Ambientais, a Lei 9.065/98 [6], prevé a responsabilidade penal do
condutor do veiculo e da pessoa juridica (proprietario do veiculo ou a transportadora) quando
servadas as cautelas minimas exigidas pela legislagdo vigente referente ao transporte de
0S Perigosos.

artigo 6° da Lei 7.802/89, paragrafo 2°, determina que ao usuarios de praguicidas e
; tenham a obrigacdo de devolver as embalagens vazias dos compostos, aos
imentos onde foram adquiridos, devendo ser submetidas pelo usuario a operagdo de
avagem. Neste caso as embalagens vazias lavadas estdo isentas das exigéncias legais

ra 0 transporte de produtos perigosos.[6,25,78]

ABNT NORMA 10004

lo a Norma Brasileira (NBR) 10004 da Associagdo Brasileira de Normas
ue classifica os residuos quanto aos seus riscos potencias a0 meio ambiente e

indicando quais devem ter manuseio e destinagdo mais rigidamente




controlados, os residuos provenientes dos defensivos agricolas de classe 1 sdo considerados

perigosos. Sdo aqueles que podem apresentar, dentre outras caracteristicas, toxicidade,
podendo acarretar risco a saude publica, provocando ou contribuindo para um aumento de
mortalidade ou incidéncia de doencas e/ou apresentar efeitos adversos ao meio ambiente,
quando manuseados ou dispostos de forma inadequada.

A Norma define por agente toéxico “qualquer substdncia ou mistura cuja inalag@o,

ingestdo ou absor¢do cutdnea tenha sido cientificamente comprovada como tendo efeito

adverso (toxico, carcinogénico, mutagénico, teratogénico ou ecotoxicoldgico)”. Um residuo ¢
caracterizado como toxico, segundo a NBR 10004, quando uma amostra representativa dele,
obtida segundo a ABNT NBR 10007, que fixa os requisitos exigiveis para amostragem de
residuos solidos, apresentar uma das seguintes propriedades:

a) O extrato obtido desta amostra, segundo a ABNT NBR 10005, que “fixa os

requisitos exigiveis para a obtengdo de extrato lixiviado de residuos solidos, visando
diferenciar os residuos classificados pela ABNT NBR 10004 como classe I — perigosos e
classe II — ndo perigosos”, apresentar qualquer um dos contaminantes em concentragdes
superiores aos valores constantes no anexo F da referida Norma (concentragdo — limite
méximo no extrato obtido no ensaio de lixiviagdo);

b) Possuir uma ou mais das substincias constantes no anexo C a referida Norma
~ (substancias que conferem periculosidade aos residuos) e apresentar toxicidade;
:{ c) Ser constituida por restos de embalagens contaminadas, ou resultar de
amentos ou de produtos fora de especificagdo ou do prazo de validade, com
tancias constantes nos anexos D (substincias agudamente toxicas)-ou E (substincias
icas) da referida Norma,
d) Ser comprovadamente letal a0 homem ou que demonstrem uma DL50 (Dose Letal)
ira ratos menor que 50 mg/Kg ou CL50 (Concentragdo Letal) inalagdo para ratos menor

ou uma DL50 dérmica para coelhos menor que 200 mg/Kg.

CLASSIFICACAO E APLICACOES

Fl

~ CLASSIFICACAO

3

~ Dada a grande diversidade dos produtos, cerca de 300 principios ativos em
rmulacdes comerciais diferentes no Brasil, é importante conhecer a classificagdo

§ quanto ao seu modo de ag@o € ao grupo quimico a que pertencem.

13



e

Os agrotoxicos podem ser divididos quanto ao modo de agdo entre sistémicos e de

contato. Os sistémicos sdo aqueles que, quando aplicados nas plantas, circulam através da
seiva por todos os tecidos vegetais, de forma a se distribuir uniformemente e ampliar o seu

tempo de acdo. Os de contato sdo aqueles que agem externamente no vegetal, tendo

necessariamente que entrar em contato com o alvo bioldgico. E mesmo estes sdo também, em
boa parte, absorvidos pela planta, penetrando em seu interior através de suas porosidades.
[6,17]

Segundo a literatura os agrotoxicos podem também ser classificados de acordo com as

pragas a que se destinam, ou seja, quanto a finalidade:

a) [nseticidas: usados no controle de insetos. Englobam os larvicidas ( atacam as
larvas dos insetos), ovicidas (atingem os ovos dos insetos), formicidas (atacam as formigas) e
bernicidas. Os inseticidas pertencem a quatro grupos quimicos distintos:

- Organofosforados: sdo compostos organicos derivados do acido fosforico, do
acido tiofosforico ou do acido ditofosférico. Ex.: Folidol, Azodrin, Malation, Diazinon,
Nuvacron, Tamaron, Rhodiatox;

- Carbamatos: sdo derivados do acido carbamico. Ex.: Carbaril, Furadan;

- Organoclorados: s3o compostos a base de carbono, com radicais de cloro. Sdo
ivados do clorobenzeno, do ciclo-hexano ou do ciclodieno. Foram muito utilizados na
ultura, como inseticidas, porém seu emprego foi progressivamente restringido ou mesmo
bido. Ex.: Aldrin, Endrin, MtIC, DUr, Endossulfan, Heptacloro, Lindane, Mirex;

b - Piretroides: sdo compostos sintéticos que apresentam estfﬁturas semelhantes
na, substancia existente nas flores do Chrysanthmum (pyrethrum) cinenariaefolium.
desses compostos sdo: aletrina, resmetrina, decametrina, cipermetrina.

- b) Fungicidas: usados no combate aos fungos. Os principais grupos quimicos sao:

- Etileno-bis-ditiocarbonatos: Maneb, Mancozeb, Dithane, Zineb, Tiram,;

- Trifenil estanico: Duter e Brestan;

- - Captan: Ortocide a Merpan;

: - Hexaclorobenzeno.

cidas: usados como extirpadores de ervas daninhas ou plantas invasoras. Nas

cadas, este grupo tem tido uma utilizagdo crescente na agricultura. Seus

entantes sao:

- Paraquat: comercializado com o nome de Gramoxone;

ifosato: Round-up;




- Pentaclorofenol,;

- Derivados do acido fenoxiacético: 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) a 2,4,5
triclorofenoxiacético (2,4,5 T). A mistura de 2,4 D com 2,4,5 T representa o principal
componente do agente laranja, uitilizado como desfolhante na Guerra do Vietna.

- Dinitrofendis: Dinoseb a DNOC.

Outros grupos importantes compreendem:
d) Raticidas: utilizados no combate a roedores;
e) Acaricidas: usados no combate aos aracnideos (aranhas, escorpido e acaros);

f) Nematicidas: agdo de combate a nematdides;

g) Molusquicidas: usados no controle dos caracois (caramujos). Como por exemplo,
no controle da Schistossoma, parasita causador da esquistossomose.
Outra classificagdo sugerida [8] refere-se a maneira dos agrotdxicos agirem sobre as
pragas, podendo ser por:
a) Ingestdo: a praga deve ingerir a planta com o produto;
b) Contato: ao tocar o corpo da praga o produto ja faz efeito;
¢) Fumigante: agem no sistema respiratério, sdo substancias em forma de gases
usados para matar espécies subterrdneas e pragas em produtos armazenados;
d) Microbiano: o produto contém microorganismos que atacardo a praga ou o agente
dor da doenga.
B 05 agrotoxicos também podem ser classificados, em relagdo a sua constituicdo
lica, em inorgdnicos e organicos. Os inorgdnicos incluem os produtos arsenicais, os
s fluorados, os 6leos minerais, os compostos de antiménio, de bério, de boro, de
de mercurio, de talio, além da calda sulfocalica. Os arsenicais, os fluorados e outros
minerais agem por ingestdo; os 6leos minerais agem por contato, matando as

fixia.

bo). Ja os organosintéticos, além de persistirem muitos anos nos ecossistemas,

também trazem uma série de problemas de saude para os seres humanos, o
proibido pelas correntes agroecoldgicas. Sdo subdivididos em: clorados,

sforados e carbamatos. [4,8]




Os clorados compreendem o grupo quimico dos agrotéxicos compostos por um

hidrocarboneto clorado que tem um ou mais anéis aromaticos. Embora seja menos tdxico (em

termos de toxicidade aguda que provoca morte imediata) que outros organosintéticos, sdo

mais persistentes no corpo € no ambiente, causando efeitos patoldgicos a longo prazo, dai a
necessidade de um controle mais rigido sobre estes produtos. O agrotdxico organoclorado
atua no sistema nervoso, interferindo nas transmissdes dos impulsos nervosos. Sdo
agrotoxicos que agem por contato, ingestdo e fumigagdo. Sdo bastante estaveis e toxicos,
lipossoluveis, sem agdo sistémica, nem de profundidade, podem permanecer no ambiente por
mais de 30 anos. Sdo empregados como inseticidas, acaricidas, nematicidas e, as vezes,
fungicidas. Os mais usados foram: Aldrin, Dieldrin, Endossulfan, Endrin, Confector,

Clordano, DDT, Heptacloro, Lindane, Mirex, Metoxicloro e BHC.[4,16]

Os clorofosforados que estdo dentro da classe dos clorados como o Diclorvés e
Triclofom, possuem um éster de 4cido fosférico e outros 4cidos a base de fésforo, que em um
dos radicais da molécula possui também um ou mais atomos de cloro. Apresentam toxidez
aguda (sdo capazes de provocar morte imediata) atuando sobre uma enzima fundamental do
sistema nervoso (a colinesterase) e nas transmissdes de impulsos nervosos, t€ém agdo residual
- moderada, possuem maior dificuldade de acumulagdo nos organismos, tém agdo de
.”,'eiragﬁo nos tecidos vegetais e ndo sdo dotados de agao sistémica.

Os fosforados como o Fenitrotion € o Fosalone sdo formados apenas por ésteres de
ido fosférico e outros 4cidos a base de fésforo. Em relagdo aos agrotoxicos clorados e
amatos, os organofosforados sdo mais toxicos (em termos de toxidade aguda), mas se
am rapidamente e ndo se acumulam nos tecidos gordurosos. A maioria dos ésteres
nofosforados sdo rapidamente hidrolisados por agua fornecendo produtos soliveis, ndo
ndo, portanto, residuos permanentes apds o espargimento. Atua inibindo a agdo da
colinesterase na transmissdo dos impulsos nervosos. Incluem produtos de agdo
a e ndo sistémica. Possuem agdo de contato, ingestdo, fumigacdo e profundidade. Sdo
muito toxicos a0 homem, principalmente os sistémicos. [16,59]
carbamatos como Aldicarb e Carbofuram sdo compostos por ésteres de acido
iIco ou dimetilcarbonico. Em relagdo aos pesticidas organoclorados e
dos, os carbamatos sdo considerados de toxicidade aguda média, sendo
rapidamente e ndo se acumulando nos tecidos gordurosos. Os carbamatos também

' a acdo da colinesterase na transmissdo dos impulsos nervosos cerebrais.

s produtos foram proibidos em diversos paises também em virtude de seu efeito
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altamente cancerigeno. Esses produtos tém a¢do de contato e ingestdo ndo apresentando agio

sistémica, nem de profundidade. [16,55,58]

B | APLICACOES

FORMULACAO
Segundo estudos, formular um produto fitossanitdrio consiste em preparar os

ingredientes ativos na concentragdo adequada, adicionando substancias coadjuvantes, tendo

em vista que o produto final deve ser disperso em determinadas condi¢des técnicas de
aplicagdo, para poder cumprir eficazmente sua finalidade biologica, mantendo estas condi¢des
durante 0 armazenamento e transporte. O produto resultante do ato de formular denomina-se
formulagéo. [17] h

As formulagdes, quanto a forma de uso, podem ser:

a) Formulagdo pré-mistura: sdo formulagdes que necessitam ser diluidas até
uma concentracdo adequada, no ato da aplicacdo. Via de regra esta dilui¢do se faz com
adigdo de agua. Algumas mudangas nesta formulagdo ja foram realizadas com o
objetivo de facilitar o processo de preparagdo da calda e remogdo dos residuos internos
das embalagens;

b) Formulagdo de pronto uso: sdo formulagdes cuja concentragdo ja esta
adequada para a aplicacdo em campo. ‘

Os agrotoxicos apresentam-se no comércio em diversos tipos de formulagdes. Dentre
tacam-se as seguintes:

I) P6 Seco (P): é formulagdo solida de pronto uso, para aplicagdo via solida. Na

‘sua elaboragdo, particulas sélidas finamente moidas de um material adsorvente

mineral de argila), sdo impregnadas com o ingrediente ativo. Essas particulas sofrem

diluicdo com particulas de material inerte (talco) para aumentar-lhe o volume e
ilitar a distribuicdo através de maquinas polvilhadoras. Somente os inseticidas

formulados como pods-secos, podendo, eventualmente, encontrar alguns

1) P6 Molhavel (PM): ¢ uma formulagdo solida para ser diluida em agua, para
r aplicacdo via liquida. O p6-molhavel, quando diluido em agua, forma uma

omogénea de sélido no meio aquoso (suspensdo). A suspensdo ndo é tdo

necessita de agitagdo continua para que a calda se mantenha homogénea. Por
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outro lado, o atrito de particulas solidas nas passagens estreitas do pulverizador
(valvulas, bicos), provoca desgaste acentuado do equipamento, principalmente se o
veiculo da formulagdo apresentar alto grau de dureza. Apesar de suas limitagdes, o po-
molhével é uma formulagdo mais barata que outras equivalentes. E uma formulagdo
largamente utilizada para fungicidas, herbicidas e inseticidas;

IIT) Po Soluvel (PS): ¢ uma formulacgdo sélida destinada a diluicdo em agua e
posterior aplicagdo via liquida. E uma formulagdo pouco comum, pois o ingrediente
ativo deve ser soluvel em agua. O resultado da diluigdo de um p6 solivel na dgua €
uma solugdo verdadeira, o que ¢ interessante na aplicag@o, pois, uma vez dissolvida, a
calda resultante sempre se mantém homogénea, sem a necessidade de agitagdo
eonstante. A solugdo € translucida podendo ser colorida ou ndo.

IV) Concentrado Emulsionavel (CE): ¢ uma formulag@o liquida destinada a

diluigdo em agua. Para sua elaboracdo o ingrediente ativo € primeiramente dissolvido

em um solvente apropriado, resultando em uma solugdo concentrada.

O resultado da dilui¢do do concentrado emulsionavel na dgua ¢ uma mistura
homogénea, onde globulos liquidos da formulacdo ficam dispersos na fase aquosa
(emulsdo), constituindo uma calda de aspecto leitoso. Esta formulagdo ¢ bastante
comum para inseticidas e encontrada também em alguns herbicidas;

V) Solucdo Aquosa Concentrada (SAqC): ¢ uma formulacdo liquida para ser
diluida em agua. Na sua elaboragdo, o ingrediente ativo soluvel, geralmente na forma
de sal, ¢ dissolvido em agua, até proximo do limite de saturagdo. Esta formulagdo ¢
muito pouco comum;

VI) Grdnulo (Gr): formulagdo de pronto uso, para aplicagdo via sélida. Na sua
elaboragédo, particulas solidas sdo impregnadas pelo ingrediente ativo. Essas particulas
sdo relativamente grandes e podem ser dos mais diversos materiais: silicatos, argila
granulada, gesso, residuos, vegetais triturados e homogeneizados (sabugos, bagaco),
pldsticos, etc. Dentre as formulagdes granuladas predominam os inseticidas sistémicos,
sendo mais raros os fungicidas e os herbicidas;

VII) Suspensao Concentrada (SC): é uma formulagdo liquida para ser diluida
- em dgua. Surgiu para contornar as dificuldades apresentadas pélo p6-molhével, sendo
3 elas: dificuldade de se medir a dose, a necessidade de se preparar uma pasta a parte

" ;‘_é’ntes de diluigéo final, desgaste e entupimento de bicos pulverizadores, além do perigo
el

inalagéo do p6 durante a preparagio da calda. Essas dificuldades foram superadas e
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a suspensdo concentrada pode ser diretamente despejada no tanque do pulverizador,

estando o agitador ligado. Esta formulagdo € bastante utilizada para herbicidas e

fungicidas;

VIN) Ultra Baixo Volume (UBV): é uma formulagdo liquida de pronto uso,
para aplicagdo em pulverizagdo a ultra baixo volume. Na sua elaboragdo, o ingrediente
ativo ¢ dissolvido em um solvente que deve possuir as seguintes propriedades:
volatilidade muito baixa; alta capacidade de dissolugcdo do ingrediente ativo; baixa
viscosidade; ndo fitotéxico e compativel com o ingrediente ativo. Esta formulagdo era
bastante popular entre 1965 e 1975, época em que muitos inseticidas foram
empregados em pulverizagdo a UVB, tanto por equipamentos terrestres como por meio
de aeronaves. Atualmente, ainda existem alguns inseticidas e fungicidas nesta

X formulagdo. [21]

‘ Além das formulagdes citadas existem outras menos comuns, geralmente destinadas a
usos especificos, como: comprimido (CP), tablete (TB), pastilha (PA), pasta (PT), fibras
plasticas (FP), granulos dispersiveis em agua (GRDA), etc. [17,67,75,78] A apresentagdo do

produto deve ser cuidadosamente observada e a aquisi¢do feita mediante receituario

agrondmico, isto evitara desperdicios, riscos a saiide humana e ao meio ambiente.

FORMAS DE APLICACAO

, A aplicacdo ocorre através de equipamentos especiais, dependendo do estado fisico do
- material a aplicar. Os métodos de aplicagdo dividem-se, basicamente, em aplicagOes via
»ﬁﬁlida, via liquida ou via gasosa. Dentre esses, a aplica¢do via liquida corﬁ o preparo da calda,
¢ 0 método predominante. A aplicagdo via gasosa & bastante restrita, devido as dificuldades

ciadas ao processo.

- APLICACAO VIA SOLIDA

Segundo [17,67] uma das principais vantagens dessa aplicagdo, ¢ a ndo
lizacdo de agua, o que dispensa dilui¢do pelo usudrio. Nessas aplicagdes, as formulagdes
0 prontas para o uso, isto €, ja se encontram diluidas em concentragdes adequadas para o
R ‘;Depe-ndendo da granulometria do material, a apiicag:ﬁo de solidos comporta duas
les: aplicacdo de po6 e aplicacdo de granulo.

| ;‘a) Aplicagio de po:
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A aplicagdo de pd conhecida como polvilhamento, consiste na utilizagdo da
formulag¢@o pd seco. Esta pratica estd entrando em desuso, devido a algumas desvantagens
que a tornaram inviavel nos dias atuais, sendo substituido por outros processos mais
eficientes. Sendo constituido de particulas finas (abaixo de 30 um) de pequena massa, a
aplicagdo do po encerra aspectos bastante criticos, pois essas particulas sdo facilmente
carregadas pelas correntes de ar, podendo alcangar a dezenas de quilometros. [74]

Uma outra desvantagem estd relacionada a pouca tenacidade do deposito sobre a

superficie tratada. O p6 adere com pouca forga e qualquer disturbio (chuva, vento, etc.) é
capaz de remové-lo com facilidade. A heterogeneidade na distribui¢do do ingrediente ativo ¢
outra grande desvantagem. Na maioria das formula¢des de po seco, somente uma parte das
particulas carrega na sua superficie o ingrediente ativo, a grande maioria das particulas
funcionam como diluente. Durante a aplicag@o através da corrente de ar, as particulas de
densidades diferentes se separam, depositando-se a diferentes distancias, isto ¢, dentro de uma
faixa existirdo regides onde a propor¢do do ingrediente ativo é maior que as outras.

Além dessas desvantagens, cita-se o risco de contaminag@o para o aplicador no
processo de polvilhamento, devido ao tamanho das particulas. Dentre as vantagens destaca-se

a alta capacidade operacional expressa em hectares por hora (ha/h), ou seja, rendimento das

méquinas polvilhadoras, devido a grande largura de tratamento que € possivel alcangar.
[21,79]

b) Aplicagdo de granulos:

Bastante utilizados para aplicagdo no solo para controle de pragas que se alimentam da

seiva (insetos e dacaros), larvas de brocas, etc. Inseticidas de contato sdo granulados e

aplicados no controle de pragas da parte aérea das gramineas. Herbicidas granulados estdo

cada vez mais presentes, e fungicidas também s3o experimentados nessa formulacdo. [21,78]

Uma das vantagens dos granulados € que por suas particulas serem suficientemente

pesadas, conseguem resistir a acdo do vento durante a aplicagdo, tornando o processo mais
seguro, sendo que até os produtos altamente toxicos podem ser aplicados com relativa

seguranca.

¥

A aplicagdo pode ser efetuada com equipamentos mais simples, fazendo com que seja

mais facilmente aceita nas regides subdesenvolvidas. O desenvolvimento do processo de

aplicagdo de granulados tem sido lento, porém progressivo. Uma das causas dessa lentiddo é a

|
inexisténcia de maquinas aplicadoras, que por serem demasiadamente simples ndo despertam

ﬁ-j;» nteresse dos grandes fabricantes. [17,78]




- APLICACAO VIA LIQUIDA

Nesta modalidade, geralmente uma formulagdo € diluida em um liquido
apropriado antes da aplicagdo. O diluente mais aplicado é a dgua e as formulagdes
empregadas sdo: p6 molhavel, suspensdo concentrada, po solivel, concentrado emulsionavel
e solucdo concentrada. A calda, resultante da adi¢cdo do diluente a formulagdo, possui a
concentragdo adequada para a aplicagdo. Ha casos em que a aplicagdo via liquida se faz sem a
adicdo do diluente, sendo, neste caso, o UBV. Via de regra, a aplicagdo ¢ feita na forma de
gotas (pulverizagdo), havendo, no entanto, casos em que se faz na forma de filete liquido
(rega ou inje¢@0) ou na forma de gotas muito diminutas formando neblina (nebulizagio).

A adesividade das particulas liquidas no alvo € muito superior a do p6, bem como a
sua tenacidade, o que leva a recomendacdo de dosagens muito baixas. Como o método é
bastante antigo, existem muitos tipos de equipamentos apropriados para as mais variadas
situagdes, bem como as formulagdes existentes que estdo bem desenvolvidas para serem

misciveis a agua. [17,67]

EQUIPAMENTOS E TECNICAS DE APLICACAO

Os equipamentos para a aplicagdo de defensivos agricolas sdo numerosos e
podem ser classificados segundo o material que aplicam. Assim a polvilhadora aplica pé; a
granuladora, os granulos; o pulverizador, as gotas; e o nebulizador, a neblina. As
polvilhadoras aplicam a formulagdo po6 seco, de pronto uso. A base do processo consiste em
assoprar o pé sobre a area a ser tratada. Portanto, o equipamento deve possuir, no minimo, um
reservatdrio para se colocar o po e um sistema de ventilagdo. Para poder controlar a vazédo do
po, um sistema dosador regula a quantidade de saida do po. As polvilhadoras costais manuais
foram muito utilizadas no inicio, em cafezais para o controle da broca. J& as polvilhadoras de
grande porte, tratorizadas, foram empregadas na lavoura de algoddo. Hoje, praticamente, estes
equipamentos estdo em desuso substituidos por outros processos mais seguros e eficazes.
[17,67,74,78]
Ao contrério do que ocorre com o polvilhamento, a aplicagdo de granulados vem
crescendo gradativamente. A mdquina aplicadora € ainda mais simples que as polvilhadoras,
pois dispensa o ventilador. Ja os aplicadores via liquida podem ser divididos em injetores,

pulverizadores e nebulizadores. Os injetores aplicam filete liquido (sem fragmentagdo em
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gotas), os pulverizadores aplicam gotas e os nebulizadores, neblina (gotas menores que 50

pm).
No Brasil a utilizagdo de injetores ¢ nebulizadores sdo de pouco uso. As atengdes

concentram-se em pulverizadores, que aplicam a maior parte dos defensivos agricolas

(Figuras 2 e 3).
Os pulverizadores possuem trés pontos em comum: o liquido armazenado no tanque ¢

conduzido por meio de uma bomba (as vezes por gravidade) até uma ou mais saidas,

denominadas bicos. O bico € a pega final do pulverizador e tem por fun¢do formar as gotas
(Quadro 1). [17,74]

Quadro 1 - Tipos de Bicos e Suas Aplicagoes

ENERGIA l TIPO uUsos
Hidraulica Impacto e Bico de baixa pressdo com gotas grandes.
e Aplicacado de herbicida.
Leque e Para pulverizagdo de superficies planas como solo e parede.
Cone e Para pulverizagao de folhagens.
Gasosa Pneumatico e  Pulverizagado defolhagens, especialmente arvores e arbustos.

Disco ou gaiola e Aplicacdo de volumes minimos com controle do tamanho de

rotativa gotas.
e Baixa rotagdo para gotas grandes.

o Alta rotagdo para gotas pequenas.

Vibratério e Gotas grandes e uniformes para evitar deriva.

Tratamento espacial em armazéns e florestas.

Eletrostatico e Gotas eletricamente carregadas e atraidas por objetos aterrados.

- Citam-se ainda outras formas de aplica¢do inovadoras, porém pouco usuais, sendo
ocesso de aplicagdo de gotas controladas (Controlled Drop Application — CDA),

80 eletrostatica, sistema de suspensdo de barras auto-estaveis, controle eletronico




dos pulverizadores, aplicagdo por contato direto (Direct Contact Application — DCA), entre

outras. [74,78] w

Figura 1. Técnica de Pulverizagdo por Meio

de Avides : J
'-

Fonte: [28]

Figura 2. Técnica de Pulverizagdo Manual

Fonte: [28]




Figura 3.Técnica de Pulverizagdo com Trator

Fonte: [28]

TOXICOLOGIA DOS DEFENSIVOS AGRICOLAS

Define-se por toxicidade a “capacidade inerente e potencial do agente toxico de
provocar efeitos nocivos em organismos vivos”, sendo o agente toéxico ou toxicante, a
“entidade quimica capaz de causar dano a um sistema bioldgico, alterando uma fungéo ou
levando-o a morte, sob certas condi¢des de exposi¢ao”. [23,73,75]

A Tabela 2 relaciona as classes toxicoldgicas com a DL50 (dose letal para 50% da

populagdo), comparando-a com a quantidade suficiente para matar uma pessoa adulta.

Tabela 2 — Classificacado Toxicolégica dos Agrotéxicos Segundo DL50

DL50 DOSE CAPAZ DE MATAR UMA PESSOA
GRUPOS ADULTA
Extremamente Uma pitada — algumas gotas
toxicos Smg/Kg
Alarsants tuicos 550 Algumas gotas -1 colher de cha
Medianamente
toxicos 50-500 Uma colher de cha — 2 colheres de sopa

Posco tdens 500-5000 Duas colheres de sopa — um copo

£ Muito pouco téxicos 5000 ou + K g — o

Fonte: [24]

Por determinagdo legal, todos os produtos devem apresentar nos rétulos uma

a colorida indicativa de sua classe toxicoldgica, conforme mostra a Tabela 3.




Tabela 3 — Classe Toxicolégica e Cor da Faixa no Rétulo do Produto
Agrotéxico

CLASSE | CLASSIFICACAO

COR

3 Faixa Vermelha
Classe I Extremamente toxicos R

Classe I Altamente toxicos Faixa
Classe Il Medianamente t6xicos Faixa Azul
Faixa Verde

Classe IV Pouco ou muito pouco téxicos

Fonte: OPAS/OMS (1996, p. 22)

Em geral os biocidas produzem dois tipos de toxicidade: [42]

a) Aguda: neste tipo a intoxica¢do pode ser fatal ou tempordria. A toxicidade

aguda ¢ a mais comum em pessoas que manipulam o agrotoxico (trabalhadores
rurais). Ocorre também as intoxicagdes acidentais com pessoas ou animais
domésticos. Decorre de um tnico contato (dose unica) ou multiplos contatos
(efeitos cumulativos) com o agente toxico, num periodo de tempo aproximado
de 24 horas. Os efeitos surgem de imediato ou no decorrer de alguns dias, no

maximo duas semanas. Estuda a relagdo dose/resposta que conduz ao célculo

da DL50 (Tabela 2).

b) Crénmica: na toxicidade cronica, pode haver ou ndo sintoma de intoxicagdo,
dependendo do nivel de administragdo do defensivo e a duragﬁo da exposigdo.
Além dos produtores rurais que manipulam o produto, pode ocorrer
contamina¢do dos alimentos advindos, dai, a intoxicagdo cronica. Resulta em
efeito toxico apds exposicdo prolongada a doses cumulativas do agente toxico,
num periodo prolongado, geralmente de trés meses a alguns anos.

) IMPACTO DOS DEFENSIVOS AGRICOLAS SOBRE A SAUDE HUMANA

Cada ano varias pessoas morrem intoxicadas por manuseio inadequado destes
>; produtos nas lavouras. Os casos de Obitos por contaminagdo por produtos toxicos vém
~ crescendo assustadoramente, em todo o mundo. Calcula-se que 2 a 10% dos envenenamentos
- acidentais sejam provenientes de agrotoxicos mal preparados, ou mal aplicados. [4,5,16]

Segundo a Organiza¢do Pan-Americana (OPAS/OMS, 1996, p. 23), a notificagdo e a
in estigacdo das intoxicagdes por agrotoxicos sdo ainda muito precarias em nosso pais.
Dificuldade de acesso dos trabalhadores rurais aos centros de saude, diagndsticos incorretos e
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a negligéncia, na maioria dos estados e municipios brasileiros pelos sistemas de vigilancia

epidemiologica e/ou sanitaria, sdo alguns dos fatores que influem no registro. De acordo com
o Centro de Epidemiologia (CEPI) da Secretaria de Estado da Satide do Parana (SESA)
[23,38,51], os agrotoxicos aparecem em segundo lugar como causa de intoxica¢do humana,

nos anos de 1993 e 1994, tendo sido registrados 1141 e 1059 casos, respectivamente. Os

agrotoxicos podem determinar trés tipos de intoxicagdo: aguda, subaguda e cronica.

Na intoxicagdo aguda os sintomas surgem rapidamente, algumas horas apos a
exposi¢do excessiva. Pode ocorrer de forma leve, moderada ou grave, dependendo da
quantidade de veneno absorvido. Os sinais e sintomas sdo nitidos e objetivos.

A intoxicagdo subaguda ocorre por exposicdo moderada ou pequena a produtos
altamente toxicos ou medianamente toxicos € tem aparecimento mais lento. Os sintomas sio
subjetivos e vagos, tais como dor de cabega, fraqueza, mal estar, dor de estomago, sonoléncia,
entre outros.

A intoxica¢do cronica caracteriza-se por surgimento tardio, apés meses ou anos, por
exposi¢do pequena ou moderada a produtos toxicos ou a multiplos produtos, acarretando

danos irreversiveis, do tipo paralisias e neoplasias. (Tabela 4)[38,51]

Tabela 4- Efeitos da Exposi¢do Prolongada a Multiplos Agrotoxicos
SISTEMA/ORGAO EFEITO

Sindrome asteno-vegetativa, polineurite, radiculite,
encefalopatia, distonia vascular,esclerose cerebral,
neurite retrobulbar, angiopalia da retina
Sistema respiratorio Traqueite cronica, pneumofibrose, enfisema pulmonar,
asma bronquica
Sistema cardiovascular Miocardite toxica crénica, insuficiéncia corondria cronica,
hipertensio, hipotensao

Sistema Nervoso

Figado ; . g T et
g Hepatite cronica,colecistite, insuficiéncia hepitica
Rins Albumintiria, nictiria, alteragdo do clearance da
uréia,nitrogénio e creatinina
Gastrite cronica, duodenite, ulcera, colite cronica
(hemorragica, espastica, formagoes polipoides),

ks e askingl hipersecrecéo e hiperacidez géstrica, prejuizo da

motricidade
Sistema y . . . "
SR Leucopenia, eosinopenia, monocitose, alteragdes na
hematopoiético :

hemoglobina

ke Dermatites, eczemas

Ollios Conjuntivite, blefarite

Fonte: [24]

As intoxica¢des devem levar em conta fatores como:
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: a) Caracteristicas do produto: caracteristicas toxicologicas, forma de apresentacdo,
? estabilidade, solubilidade, presenca de contaminantes, presenca de solventes, etc.

| b) Caracteristicas do individuo exposto: idade, sexo, peso, estado nutricional, escolaridade,
. conhecimento sobre os efeitos a medidas de seguranca, etc.

c) Condicbes de exposicdo: condigdes gerais do trabalho, freqiiéncia, dose, formas de

| exposi¢do, etc.

: O grupo dos inseticidas organofosforados € responsavel pelo maior nimero de

; intoxica¢des e mortes no Brasil, citam-se como pertencentes deste grupo o Folidol, Azodrin,

‘ Malanion, Diazinon, Nuvacron, Tamaron ¢ Rhodiatox. Agem como inibidores de enzimas
colinesterases, no sistema nervoso central, nos globulos vermelhos, no plasma e em outros

? orgdos, porém ndo se acumulam no organismo. [5,25]

i Os Inseticidas organoclorados, como o Aldrin, Endrin, BHC, DDT, Endossulfan,

Heptacloro, Lindane, Mirex, Toxafeno, podem ser absorvidos por via dérmica, via digestiva e
respiratéria. Devido a grande lipossolubilidade e a lenta metabolizagdo, esses compostos
acumulam-se na cadeia alimentar e no tecido adiposo humano. A eliminag@o se faz pela urina,
cabendo destacar também a eliminagio pelo leite materno.

Atuam sobre o sistema nervoso central, de que resultam alteragdes do comportamento,
distirbios sensoriais, do equilibrio, da atividade da musculatura involuntaria e depressdo dos
centros vitais, particularmente da respiracdo. Em casos de intoxicagdo aguda, apds duas horas
aparecem sintomas neurologicos de inibigdo, hiperexcitabilidade, parestesia na lingua, nos

~ ldbios e nos membros inferiores, desassossego, desorientagdo, fotofobia, estocomas, cefaléia
- persistente (que ndo cede aos analgésicos comuns), fraqueza, Veftigem, alteragdes do
-~ equilibrio, tremores, ataxia, convulsdes tonico-crénicas, depressdo central severa, coma e

4

morte.

Em casos de inalagdo ou absorcdo respiratoria, podem ocorrer sintomas especificos,
mo tosse, rouquiddo, edema pulmonar, irritagdo laringotraqueal, rinorréia,

broncopneumonia (complicagdo freqiiente), bradipnéia, hipertensdo. [4,24]

Os inseticidas piretroides sdo facilmente absorvidos pelo trato digestivo, pela via
iratoria e pela via cutdnea. Sdo pouco toxicos, porém, irritantes para os olhos e mucosas, e
ipalmente hipersensibilizantes, causando tanto alergias de pele como asma bronquica.
k. ,24]

Os fungicidas que contém manganés, como o Maneb e o Dithane, podem ocasionar

sonismo pela acdo no sistema nervoso central. Outro aspecto importante refere-se a
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presenga de etileno-etiluréia (ETU), ja se tendo observado efeitos carcinogénicos,

teratogénicos e mutagénicos em animais de laboratérios.

As intoxicagdes por esses compostos freqiientemente ocorrem pelas vias oral e
respiratdria, podendo também ser absorvidos por via cutdnea. Nos casos de exposi¢do intensa
provocam dermatite, faringite, bronquite e conjuntivite. [16,24]

Os herbicidas do grupo Dipiridilos, como exemplo o Paraquat, sdo absorvidos pela
ingestdo ou através da pele irritada ou lesionada. Provoca lesdes hepaticas, renais e fibrose
pulmonar irreversivel. Em casos graves, a fibrose pulmonar pode levar & morte por
insuficiéncia respiratéria em até duas semanas. [24]

O Glifosato causa problemas dermatologicos, principalmente dermatite de contato.
Além disso, € irritante de mucosas, principalmente da mucosa ocular. O pentaclorofenol ¢
absorvido pelas vias cutdneas, digestiva e respiratoria. Esses compostos possuem na sua
formulagdo impurezas chamadas dioxinas, principalmente a hexaclorodibenzodioxina
(DCDD), que ¢ uma substancia extremamente toxica, cancerigena e fetotoxica. [17,24]

Os derivados do dacido fenoxiacético tém dois representantes, o 2,4
diclorofenoxiacético (2,4 D) e o 2,45 tricorotenociacético (2,4,5 T). E bem absorvido pela
pele, por ingestdo e inalag@o, podendo produzir neurite periférica e diabetes transitéria no
periodo da exposicdo.

A mistura do 2,4 D com o 2, 4,5 T representa o principal componente do “agente
laranja”, utilizado como agente desfolhante na Guerra do Vietnd, responsavel pelo
aparecimento de canceres e de mal formagdes congénitas. [4,16,24]

Quanto aos fumigantes, sdo bem absorvidos pela via respiratéria e menos pela via
dérmica. Sdo excelentes irritantes de mucosas.

O brometo de metila causa edema pulmonar, pneumonite quimica, insuficiéncia
circulatéria e perfuracdes neuropsicoldgicas, como psicoses e tremores (sintomas
extrapiramidais).

A fosfina causa lesdes herpéticas, por alteragdes no metabolismo dos carboidratos,
lipidios e proteinas. Provoca edema pulmonar e arritmia cardiaca.

Os raticidas sdo absorvidos por via oral. S0 anticoagulantes, inibindo a formagao da

protombina. Assim, promovem hemorragias em diversos 6rgaos. [17,24]




IMPACTO DOS DEFENSIVOS AGRICOLAS SOBRE OS ALIMENTOS

A contaminacdo de alimentos por agrotdxicos vem assumindo uma posi¢do bastante
relevante na pauta de pesquisas de diversos paises. Preocupam-se, principalmente, pela quase

inexisténcia de produtos domésticos livres desses residuos téxicos. Os primeiros relatos sobre

residuos de inseticidas organoclorados nos alimentos datam da década de cinqlienta. Esses
produtos mostram-se altamente persistentes, havendo bioconcentragdo e bioacumulagdo na
cadeia alimentar, o que resulta em altos teores no corpo humano. [3,21,82]

Os organoclorados, devido a sua maior estabilidade e persisténcia no ambiente, devem
ser considerados os mais perigosos e problematicos dos componentes organicos, deixando
residuos toxicos em quase todos os alimentos em que sdo utilizados, portanto os alimentos sdo
a principal fonte de contaminagdo pelos organoclorados. Calcula-se que 90% do DDT
ingerido pelo homem provenha dos alimentos. A agua e o ar contribuem com os outros 10%.
[84]

Muitos paises tém estabelecido limites de tolerancia para residuos de agrotéxicos em
alimentos de origem vegetal e origem animal. O Decreto 4074/02 [84], no seu artigo 1°, XXI,

considera Limite Maximo de Residuo (LMR) a quantidade maxima de residuos de

agrotoxicos, expressa em ppm ou mg.Kg”, permitida em produto alimentar estando este no
estagio de transporte, armazenamento, industrializagdo e comercializagdo. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como 6rgdo que participa do Sistema de
Registro de Agrotoxicos, componentes e afins, realiza a avaliagdo toxicoldgica e de risco,
estabelecendo os LMRs para a cultura agricola a qual se destina a substancia toxica. [6,84]

Para o calculo da tolerancia considera-se a ingestdo didria aceitdvel e o teor de residuo
presente no alimento. A ingestdo didria aceitavel exprime a quantidade de um biocida, que
pode ser ingerido diariamente pelo homem sem que apresente sinais clinicos de
adverténcia[24]

A caréncia, que ¢ o periodo estabelecido entre a ultima aplicagdo do agrotdxico e a
colheita do produto, tem alta importancia na seguranga quanto a presencga de residuos abaixo

dos limites de tolerdncia permitidos. A falta de conhecimentos por parte da maioria dos

agricultores e a auséncia de orientag¢do técnica sdo fatores que contribuem para o desrespeito

aos prazos de caréncia e como conseqiiéncia, o aparecimento de niveis de residuos acima dos

limites toleraveis nos alimentos.[17,25,59]

No ambito do comércio internacional, os paises do terceiro mundo que sdo
exportadores de alimentos para paises desenvolvidos, tém enfrentado uma série de
3
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? dificuldades como impedimento de venda ou devolucdo dos produtos, devido aos mesmos
apresentarem limites acima dos toleraveis pelos paises importadores. Estes estdo

| periodicamente revisando e atuaiizando suas legislagdes a respeito de residuos de agrotéxicos

; | nos alimentos. [12,18,25]

| Deve-se lembrar que desde os anos 70, ha um programa de acdo do governo

coordenado pelo Ministério da Agricultura: Produgdo Integrada de Frutas (PIF), o qual

consiste no uso de técnicas voltadas a produgdo de alimentos de melhor qualidade, garantindo
a utilizagdo minima de produtos agrotoxicos, diminuindo, assim, os efeitos prejudiciais ao
meio ambiente e a saude das pessoas.[85]

No contexto do controle destas substancias no Brasil, a ANVISA iniciou em 2001 um
projeto de andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos. O projeto foi consolidado no
Programa de Anaélise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), por meio da
Resolugdo RDC 119 de 19 de maio de 2003, prestando a populagdo brasileira um servigo de
controle da qualidade dos alimentos em relacdo aos residuos de agrotdxicos, e
~ disponibilizando ao Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) uma estrutura de
- monitoramento do uso de agrot6xicos.
| Trata-se de um trabalho complexo em que os laboratérios participantes analisam 92
0s diferentes de principios ativos em cada amostra, incluindo aqueles proibidos no pais.
)] Esse programa tem como objetivo geral avaliar continuamente os niveis de residuos de
rotoxicos nos alimentos in natura que a populagdo consome, fortalecendo a capacidade do

erno em atender a seguranca alimentar evitando, assim, possiveis agravos a saide da
opulacio. [84]
Entre 2001 e 2004 o PARA analisou 4 mil amostras de alimentos. Como primeiros
os, foram detectadas irregularidades no uso dos defensivos. Foi encontrado algum tipo
blema em 28% das amostras. Entre as irregulares 83% dos desvios foram referentes ao

produtos ndo autorizados para determinada cultura. Nos 17% restantes os problemas

vam na quantidade de residuos de agrotoxicos acima dos niveis permitidos pela
. [82]

n 2010, a Vigilancia Sanitaria avaliou 2.488 amostras de alimentos, sendo que 28%
aram resultado insatisfatorio para a presenga de residuos dos produtos. Deste total,
»3") amostras estavam contaminadas com agrotoxicos ndo autorizados. Quando o uso
I agrotoxico € autorizado no pais, os Orgdos responsaveis por essa liberagéo, indicam

para que tipo de plantagdo ele ¢ adequado e em que quantidade pode ser aplicado. Em 42
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amostras (1,7%), o nivel de agrotoxico estava acima do permitido. Em 37% dos lotes

avaliados, ndo foram detectados residuos de agrotoxicos.

Tabela 5 - Dados Consolidados do PARA 2010

Amostras
Total de Amostras Tnsatisfatfirias Insumos Agricolas encontrados nas Amostras
Cultura : . iy
Analisadas Insatisfatorias
Total %
NA- Ditiocarbamatos, Procloraz, Acefato, Clorpirifos,
. Dimetoato, Triaf6s, Bifentrina, Cipermetrina, Esfenvalerato,
Aboxi 122 “dl A Lambda-cialotrina, Permetrina, Microbutanil
Acima do LMR= Carbendazim
NA- Clorfenapir, Carbendazim, Endolssulfam,
Ditiocarbamato, Metomil, Acefato, Clorpirifos, Dimetoato,
Alface 131 71 54,2 Metamidof6s, Cipermetrina, Deltametrina, Lambda-
cialotrina, Fenarimol, Tebuconazol
Acima do LMR= Iprodiona, Difenoconazol
e e 11 74 NA- Clorpirifos, Fenitrotiona, Metamidofos, Ciproconazol
Batata 145 0 0,0 -
NA-Carbendazim, Captana, Procimidona, Clorotalonil,
. 144 47 32,6 Aldicarbe, Acefato,. Clorp_mfos, Metamidofés, Cipermetrina,
Deltametrina, Ciproconazol, Tetraconazol
Acima do LMR= Ditiocarbamato
Cebola 131 4 3,1 NA- Endossulfam, Acefato, Fentoato

NA= Nao autorizado para a cultura; LMR= Limite Maximo de Residuo.

Fonte: [6]
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Tabela 5 - Dados Consolidados do PARA 2010 (continuacio)

Cultura

Total de
Amostras
Analisadas

Amostras

Insatisfatérias

Total

%

Insumos Agricolas encontrados nas Amostras Insatisfatérias

Cenoura

Couve

Feijao

Laranja

Maga

Mamio

Manga

~ Morango

141

144

153

148

146

148

125

112

127

141
2488

70

46

10

18

13

45

71

23
694

49,6

31,9

6,5

12;2

8,9

30,4

63,4

6,3

16,3

508,8

NA- Captana, Aldicarbe, Metomil, Acefato,
Clorpirifés, Diclorvos, Fenitrotiona, Metamidofos,
Triazofos, Deltametrina
Acima do LMR= Triclorfom

NA- Carbendazim, Tiabendazol, Endossulfam, Iprodiona,
Procimidona, Azoxistrobina, Clorotalonil, Clorpirifos,
Diazinona, Metamidofds, Cipermetrina, Fempropatrina,
Ciproconazol, Difenoconazol, Tebuconazol
Acima do LMR= Clorfenapir, Acefato,
Deltametrina, Lambda-cialotrina

NA- Metomil, Fenitrotiona, Ciproconazol, Miclobutanil
Acima do LMR= Cipermetrina, Tebuconazol

NA- Endossulfam, Procloraz, Metomil, Parationa- Metilica,
Profenofos, Beta-cipermetrina, Permetrina, Ciproconazol
Acima do LMR= Carbofurano

NA- Diclorvos, Parationa-metilica, Cipermetrina
Acima do LMR=Ditiocarbamato, Metidationa, Deltametrina

NA- Endolssulfam, Iprodiona, Acefato, Dimetoato,
Metamidofés, Cipermetrina, Deltametrina, Lambda-cialotrina
Acima do LMR= Carbendazim, Difenoconazol

NA- Acefato, Clorpirifés, Diazinona

NA- Clorfenapir, Tiabendazol, Endossulfam, Captana,
Folpete, Procloraz, Clorotalonil, Metomil,
Acefato, Clorpirifés, Dimetoato, Fosmete,

Metamidofos, Parationa-metilica, Pofenofos, Cipermetrina,

Deltametrina, Permetrina, Ciproconazol, Miclobutanil

Acima do LMR= Carbendazim, Ditiocarbamato

NA- Endossulfam, Procimidona, Acefato, Clorpirifos,
Diclorvos, Dimetoato, Metamidof6és, Pirimifos-etilico,
Ciflutrina, Permetrina, Fempropatrina
Acima do LMR= Ditiocarbamato, Cipermetrina

NA- Carbendazim, Endossulfam, Procimidona, Carbofurano,
Carbaril, Metomil, Dicofol, Clorpirifos,
Dimetoato, Fenitrotiona, Metamidofés, Profenofos,
Triazof6s, Fipronil, Beta-ciflutrina, Beta-cipermetrina,
Cipermetrina, Esfenvalerato, Lambda-cialotrina, Permetrina,
Fempropatrina, Fenarimol, Propargito, Ciproconazol
Acima do LMR= Acefato, Deltametrina, Tebuconazol.

NA- Cabendazim, Procimidona, Diazinona, Metamidof6s

NA- Pirazof6s, Clorpirifos, Diclorvos, Metamidofos
Acima do LMR= Permetrina

1

NA= Nao autorizado para a cultura; LMR= Limite Maximo de Residuo.

Fonte: [6]




autorizados resultam de dois tipos de irregularidades, a aplicacdo de um agrotdxico ndo
autorizado, mas registrado no Brasil para uso permitido em outras ou aplicagdo de um produto

banido do pais que nao possui registro.[86]

contaminadas por agrotoxico. Em quase 92% das amostras foram identificados problemas.
Em seguida, aparecem o morango e o pepino, com 63% e 57% das amostras com avaliagdo
ruim. Em uma amostra de pimentdo, foram encontrados sete tipos diferentes de agrotdxicos
irregulares. A batata foi o unico alimento sem nenhum caso de contaminagdo nas 145

amostras analisadas.[84]

insatisfatorias, 208 (30%) tinham residuos de produtos que estdo sendo revistos pela
Vigilancia Sanitdria ou serdo banidos do pais, como ¢ o caso do endossulfan e do

metamidofos, que tem sua proibig¢do no Brasil prevista para 2013 e 2014. [86]

mercado brasileiro. O primeiro € um inseticida usado no controle de pragas nas plantagdes de
algoddo, alho, arroz, batata, cebola, feijdo, milho, soja e trigo. Ja o segundo € autorizado para
0 combate de parasitas e insetos nas lavouras de algodao, amendoim, café, feijdo, milho,
tomate e trigo. Os dois produtos ja sdo proibidos na Comunidade Europeia e utilizados com
restricdes nos Estados Unidos. [87] Em 2010, a Anvisa recomendou o banimento do
agrotoxico triclorfom e a restricdo de uso para o fosmete, propondo a alteragdo de sua
ingestdo diaria aceitavel (IDA) de 0,01 mg.Kg’1 p.c. para 0,005 mg.Kg’Il p.c. € sua
classificacdo toxicolégica passando para extremamente toxico, com sua aplicagdo somente
por meio de trator. O metamidofos ja teve seu uso proibido na China, Paquistdo, Costa do
Marfim, Japdo, Indonésia, Samoa, Estados Unidos, Unido européia, entre outros, quanto ao

triclorfom seu uso foi proibido na Comunidade Européia . [6]

utilizados como agrotoxicos no Brasil de acordo com a cultura especifica, sendo que 14
desses ingredientes estdo em reavaliagdo toxicoldgica devido ao alerta de perigo desses

compostos para a saude humana. [6]

agricolas. Para registrar fertilizantes, herbicidas e pesticidas, os fabricantes de agrotoxicos

O relatério do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos

(PARA) concluiu que os resultados insatisfatorios devido a utilizagdo de agrotoxicos nao l

O pimentdo lidera a lista dos alimentos com grande numero de amostras

A agéncia reguladora constatou também que, das 684 amostras consideradas

Em consulta publica a Agéncia propos banir o parationa metilica e o forato do

Segundo a ANVISA, existem 431 ingredientes ativos autorizados para serem ;

No Brasil a ANVISA adota o padrdo internacional para autorizar o uso de defensivos
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tem de apresentar estudos mais detalhados a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. O

padrdo de exigéncia para receber autorizagdo para venda e aplicagdo desse tipo de insumo no
cultivo de alimentos segue metodologias semelhantes as adotadas internacionalmente. Antes
de um agrotdxico ser empregado na lavoura, ele precisa ser registrado junto ao Ministério da
Agricultura. Como a pasta avalia apenas a eficacia agrondmica, o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama) também participa, avaliando impactos
sobre o ambiente. [88]

A ANVISA levanta questdes que dizem respeito principalmente a impactos sobre a
saude humana da adog¢do dos insumos. Com essas regras, é\ agéncia pretende que haja mais
seguranga na analise de residuos de agrotoxicos. [88]

A principal referéncia para receber a autoriza¢do vem da propria empresa responsavel
pelo desenvolvimento do produto. Quando as pesquisas sdo realizadas de maneira
insatisfatoria, é necessario repetir estudos, o que torna a liberagdo mais cara e demorada.

As modificagdes nas normas dizem respeito a procedimentos técnicos, como critérios
para preservacdo de amostras, apresentacdo de estudo de estabilidade de agrotdxico na cultura
e curva de dissipa¢do. Elas seguem padrdes do programa da Organizagdo das Nagdes Unidas

para Agricultura e Alimentagdo (FAO) e da Organizagdo Mundial de Saide (OMS), chamado
Codex Alimentarius. [88]

METODOS DE EXTRACAO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS

A analise de defensivos agricolas se divide em trés etapas basicas: extragdo do analito,
limpeza do extrato obtido (se necessario) e detec¢do e quantificacdo deste por meio de
equipamentos. As técnicas de extragdo largamente usadas para estes compostos séo: soxhlet
[20,65], shake-flaske [18,35], ultra-som [37,39] e mais recentemente extragdo por fluido
supercritico (SFE) [31,44], extracdo assistida por microondas (MAE)[48] e extragdo por
solvente acelerado (ASE) [1] comumente difundidas por ndo serem tdo caras, pois,
geralmente utiliza-se para a extracdo dos insumos das amostras, solventes como acetona,
diclorometano, acetato de etila, acetonitrila, n-hexano e ciclohexano, adicionando-se sulfato
de s6dio anidro para eliminagdo de 4gua, se necessario.[45,70]

O momento critico é geralmente o de limpeza do extrato, ou seja, realiza-se uma
coextragdo do material lipidico, por exemplo, acidos graxos, esterdis e gliceridios, pois estes

compostos sdo incompativeis com alguns sistemas como o cromatografo a gas. Nessa etapa

varios métodos sdo testados incluindo extrag@o liquido-liquido (ELL), permeacdo com gel
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cromatografico (PGC) também chamada de exclusdo cromatografica por tamanho,
cromatografia de adsor¢do sobre diferentes adsorventes (silica, alumina ou florisil) ou SPE
(extragdo em fase sdlida) e precipitagdo em baixa temperatura [14,47,60,64,66] que sdo
utilizadas, na maioria das vezes, nesta etapa final por apresentarem um elevado custo em

comparagdo com as demais técnicas mencionadas anteriormente. No caso de uma extragdo

destes compostos em frutas e vegetais, as técnicas mais utilizadas sdo extragdo com solvente,

extracdo com fluido supercritico e disper¢do de matriz em fase solida. Na literatura, o
solvente mais indicado para este procedimento nestas amostras ¢ o acetato de etila em

presenc¢a de sulfato de sodio anidro ou acetona, seguida por separagdo com diclorometano e

éter de petréleo.[7,36,69]

METODOS DE ANALISE DE DEFENSIVOS AGRICOLAS

Os equipamentos mais frequéntemente usados para a analise de defensivos agricolas
em alimentos é o Cromatografo a Gas e o Cromatografo Liquido, os quais apresentam um
limite de detecgdo que varia de acordo com o detector empregado, caracteristicas da amostra e
do composto a ser analisado. [3,22,27,33,83]

Dentre os diferentes detectores que podem ser utilizados para CG tem-se: DCE
(detector de captura de elétrons) que apresenta como principio de funcionamento a supressdo
de um fluxo de elétrons lentos causado pela sua absor¢do por espécies eletrofilicas. O
decréscimo na corrente elétrica € proporcional a concentragdo do analito. Este detector ¢
bastante eficiente na andlise de organoalogenados: € sensivel, seletivo e ndo destrutivo, porém
como desvantagens apresenta a necessidade de trabalhar com um gas de arraste puro e seco
(livre de oxigénio e 4gua) e um controle rigoroso da temperatura do detector. Em publicagdes
de andlises quantitativas de defensivos agricolas em Ginseng o nivel de recuperagdo obtido
foi em torno de 90 a 92% com GC/ECD [30,34,36,57]; J4 o detector de ioniza¢gdo em chama
- (DIC) tem seu funcionamento baseado na formagdo do fon a partir da queima de um
- composto organico numa chama constituida de hidrogénio e oxigénio com consequente
'~ condugdo de corrente elétrica. Portanto, apenas compostos que sofrem combustido podem ser
detectados. Embora seja seletivo para substincias que contém ligagdes carbono-hidrogénio,
‘na pratica é considerado praticamente universal, extremamente sensivel para hidrocarbonetos,
além de sofrer baixa influéncia de temperatura. Por outro lado, é um detector destrutivo e

exige o uso de amplificadores, pois a corrente elétrica gerada apresenta baixa




magnitude[9,34]; O detector de nitrogénio e fésforo (NPD) € similar ao DIC, porém com uma
modificagdo: dentro do coletor de ions € inserida uma pérola de sal de metal alcalino (RbCl
ou KCI) num fio de platina. Deste modo, apenas compostos contendo fésforo e nitrogénio
geram sinal. Além disso este detector apresenta um elevado custo, ¢ destrutivo, possui
estabilidade regular e requer um controle rigoroso do fluxo de gases. Embora seja seletivo
para compostos fosforados e nitrogenados atualmente ndo € muito empregado uma vez que
tais compostos podem ser facilmente detectados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detector UV. Em pesquisas de residuos de defensivos agricolas em vinho
observou-se limites de detecgio < 2ugkg’ para organofosforados e 10-20ug/kg para
organonitrogenados em GC/NPD.[7,11,15] O detector fotométrico de chama (DFC) baseia-se
na mistura do efluente da coluna com oxigénio e sua posterior queima, causando um aumento
na intensidade da chama, devido a fragmentagdo das moléculas contidas na amostra. Este
aumento causa um sinal, o qual é registrado pelo equipamento[10,34]. Estudos de detecgdo e
quantificagdo de residuos de organofosforados em 6leo de oliva demostraram recuperagdo de
78 a 95% para diferentes espécies de defensivos agricolas desta classe [22].

Na cromatografia liquida (LC), os detectores utilizados com sucesso na analise de
defensivos agricolas sdo: Detector por absorvancia no ultravioleta e no visivel (UV-Vis) que
apresenta funcionamento baseado na absorvancia da luz por parte da amostra, ao passar
através dela qualquer radiagdo eletromagnética (desde a regido do ultravioleta até o
infravermelho) em um dado comprimento de onda fixo [71,72]; J& o detector de arranjo de
diodos (DAD) apresenta funcionamento similar a0 do UV com a possibilidade de realizar
andlises em diferentes comprimentos de onda, pois, a luz da fonte passa pela cela do detector
e se dispersa por uma grade holografica, focalizando-se os comprimentos de onda resultantes
sobre uma fila de fotodiodos. Logo, toda a informagdo pode ser armazenada sem a interrupgdo
do fluxo da fase movel para registrar o espectro de um dado componente.[63,71,72] Em
estudos para a determinacdo de residuos de clofentezine com estes detectores obteve-se uma
recuperagdo de 81 a 96% dos analitos em amostras de frutas.[72]

Por fim, temos 0 MS ou EM (espectrometro de massas), o qual ndo € um detector
como os mencionados anteriormente, mas quando acoplado ao cromatografo a gis ou
cromatografo liquido se torna um equipamento 1til para a andlise de intimeros compostos
organicos incluindo os defensivos agricolas, pois permite a separagdo, identificagdo,
quantificagdo e confirmagdo de um grande nimero destes compostos [19,22,27,33], uma vez

que o espectro de massas obtido para o composto de interesse pode ser comparado a um
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banco de dados do proprio instrumento. O espectrometro de massas como detector de um
cromatografo oferece varias vantagens. A mais importante delas € fornecer informagdes sobre

a estrutura quimica do composto que esta sendo eluido da coluna cromatogréfica,

- apresentando também grande seletividade e sensibilidade. [21,22,32.41]

As controversias quanto ao uso do GC se da pelo fato de que, muitas vezes, ele ndo
apresenta adequada sensibilidade ou seletividade para detectar certos tipos de defensivos
agricolas altamente polares, soliveis em agua, termoldbeis e pouco volateis. Para estes casos
emprega-se, na maioria das vezes, a cromatografia liquida [11,15,26] que acoplada ou ndo ao
espectrometro de massas (LC-MS), ou na forma de LC-MS/MS, demonstra ser uma poderosa
técnica analitica com excelente nivel de desempenho para a identificagdo e quantificagdo de
residuos de defensivos agricolas termoladbeis e ndo-volateis em alimentos. [50,66] Nos
estudos realizados pelo Laboratério Nacional de Qualidade da Agua em Denver, visando a
quantificacdo de herbicidas em amostras de dgua, tal técnica demonstrou ser robusta podendo
ser usada para concentragdes na ordem de 10ng/L e apresentando recuperagdes de 56 a 86%.

Por fim, uma outra técnica de detec¢do destes compostos em alimentos € a
Eletroforese Capilar acoplada ao Espectrometro de Massas (EC-MS). Seu principio se basea
na detecgdo de baixos niveis de residuos polares, tornando-a extremamente seletiva, sensivel e
vantajosa, devido ao baixo tempo de andlise, o que representa um aumento na
reprodutibilidade em uma andlise quantitativa com concentra¢cdes da ordem de partes por
bilhdo (ppb). [29,46,61] Ha exemplos de anélises de herbicidas em agua onde a porcentagem
de recuperagdo foi de aproximadamente 50%, o que ¢ bastante aceitavel para uma analise

quantitativa em baixos niveis de concentragdo. [29,32]
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RESUMO

O uso de métodos de andlises de multiresiduos de agrotoxicos sdo motivo de busca e
aplicagdo nos laboratorios, em razdo de sua utilidade e necessidade para ganhos de
rendimento e de economia. Neste trabalho, foram conduzidos ensaios de recuperagdo de
pesticidas organofosforados (acefato e metamidofés) e neonicotindides (acetamiprido e
thiamethoxan) em amostras de batata e feijdo. Os pesticidas foram extraidos em acetato de
etila, sob homogenizacdo e o “clean-up” foi realizado por GPC (Gel Permeation
Chromatography), diluidos em solvente e injetados no sistema LC-MS/MS. A técnica
analitica de quantificacdo e confirmagdo utilizada foi a Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas com ionizac¢do por Electrospray no modo positivo. A validagdo do
método multiresiduo foi submetida em conformidade com a ANVISA, o INMETRO e
atendendo os padrdes estabelecidos pela norma ISO/IEC 17025 da Legislagdo Brasileira. Para
quantificagdo dos analitos utilizou-se as curvas analiticas dos principios ativos, nas
concentragdes que variaram de 0,005 a 1,0 ng.uL" na amostra. Para o estudo da recuperagio,

os pesticidas foram avaliados em trés niveis, correspondentes a niveis de fortificagdo de 0,02
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a 0,5 mgkg' . Os resultados das recuperagdes apresentaram niveis aceitaveis, na faixa de

98,86% a 105,04% para amostras de batata e 99,85% a 103,9% para as amostras de feijdo,
com precisdo satisfatoria e repetibilidade expressa como CV entre 0,28% e 2,8% para batata
e 0,26% e 2,8% para feijdo. Os limites de quantificacio do método variaram de 5,1 a 5,5
ng.L! para as amostras de batata e de 2,97 a 3,24 ugL"' para as amostras de feijdo e os
limites de detec¢do do método, de 4 a 4,8 pg.L’lpara ambas. Os limites de quantificacdo do
método atenderam aos limites maximos de residuos da Legislacdo Brasileira em vigor. As
amostras utilizadas no estudo, ndo apresentavam residuos dos pesticidas analisados, sendo
assim, o método demonstrou bons resultados para todos os parametros de avaliagdo, tendo o

mesmo atendido a todos os critérios exigidos na Legislacdo Brasileira.

ABSTRACT

The use of methods of analysis of pesticide multiresidue cause for search and application
laboratories, due to its usefulness and need for efficiency gains and savings. In this work,
experiments were conducted recovery of organophosphorus pesticides (acephate and
methamidophos) and neonicotinoids (Acetamiprid and thiamethoxan) in samples of potato
and beans. Pesticides were extracted in ethyl acetate, under homogenization and "clean-up"
was performed by GPC (Gel Permeation Chromatography), diluted in solvent and injected
into the LC-MS/MS system. The analytical technique for quantification and confirmation was
used liquid chromatography coupled to mass spectrometry with electrospray ionization in the
positive mode. The validation of multiresidue method was submitted in accordance with
ANVISA, INMETRO and meeting the standards set by ISO / IEC 17025 the Brazilian
legislation. For quantification of analytes we used the standard curves of the active
ingredients in concentrations ranging from 0.005 to 1.0 ng.uL-1on sample. For the study of
recovery, pesticides were evaluated in three levels, corresponding to the fortification levels
from 0.02 to 0.5 mg.kg-1. The results showed acceptable levels of recoveries in the range of
98.86% to 105.04% for potato samples and 99.85% to 103.9% for samples of beans, with
satisfactory accuracy and repeatability expressed as CV between 0 28% and 2.8% for potato
and 0.26% and 2.8% for beans. The limits of quantification of the method ranged from 5.1 to
5.5 microg.L-le detection limits of the method, 4 to 4.8 microg.L-1. The limits of
quantification of the method met the maximum residue limits of Brazilian legislation in force.

The samples used in the study, showed no residues of pesticides analyzed, so the method has
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shown good results for all evaluation parameters having the same met all the criteria required

by Brazilian law.

1. INTRODUCAO

A regulamentacdo quanto ao uso de defensivos agricolas estd baseada ndo s6 no
controle das classes quimicas dos principios ativos autorizados para uso, mas também no
estabelecimento do nivel de referéncia, que corresponde a quantidade maxima de residuo
(LMRs) de determinado agrotéxico que pode ser aceita em cada alimento, quando destinado
ao consumo humano. [1,2,3,4]. Em tese, o cumprimento destes limites maximos de residuos
permite preservar a saude do consumidor da acdo toxica destes produtos. Neste sentido,
diversos orgdos nacionais e internacionais estdo encarregados de estabelecer tais limites e
monitorar o cumprimento, por parte dos produtores e fornecedores, das exigéncias necessarias
para o fornecimento destes produtos aos consumidores. [2,3,5]

A garantia da qualidade e inocuidade de grande parcela dos alimentos ofertada ao
consumo ¢ possibilitada pelo controle de residuos, o qual € realizado por sistemas de
monitoramento viabilizados pelo governo e executados em laboratorios credenciados pelo
mesmo. A busca pelo desenvolvimento de metodologias mais simples e que abranjam a .
andlise simultanea de um maior leque de analitos, capazes de detectar, identificar e quantificar
componentes residuais em amostras complexas como alimentos € cada vez maior. [6,7,8,9]

Para a realizacdo de programas de monitoramento de residuos de agrotdxicos em
alimentos, os métodos multiresiduos sdo ideais pela possibilidade de determinar,
simultineamente, diversos tipos de pesticidas em uma unica extragdo. [10,11,12]
Consequentemente, torna-se necessdrio um trabalho de desenvolvimento analitico e de
validagdo dos métodos de analise quantitativa, a fim de determinar o desempenho destes de
acordo com os principais critérios exigidos na Legislagdo, dentre estes, especificidade,

seletividade, linearidade, limites de detecgdo, limites de quantificagdo, robustez, exatiddo e

- precisdo, sendo os dois ultimos parametros os que possibilitam estimar os erros e as variagoes

embutidos no processo analitico. [13,14]

No presente trabalho, realizou-se a validacdo de um método multiresiduo para andlise
de 4 analitos usando uma técnica de alto poder de concentragdo e limpeza do extrato o GPC
(Gel Permeation Chromatography) e detecg@o e quantificagdo por LC-MS/MS para amostras

de batata e feijdo. Segue o objetivo de validar um procedimento analitico simples com




acuracia e rentabilidade adequados a realidade do monitoramento de multiresiduos de

pesticidas atendendo a todos os parimetros da Legislagdo Brasileira.

2. EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes e Compostos Quimicos

Todos os padrdes dos principios ativos acefato (O,S-dimethyl
acetylphosphoramidothioate), acetamiprido ( E- N1-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2-cyano-
Nl-methylacetamidine), metamidofés (O,S-dimethyl phosphoramidothioate) e thiamethoxan
(3-2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl-5-methyl-1,3,5-oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amine) foram
obtidos da marca Sigma e fornecidos pelo Laboratorio de Analise de Defensivos Agricolas da
Esalq em Piracicaba, onde também foi desenvolvida a parte pratica deste projeto.

Foram preparadas solugdes de 1mg.mL™ de cada sal ou composto, as quais foram
armazenadas a -10 C. A partir destas montou-se 0 mix constituido de 4 componentes:
acefato, metamidofos, acetamiprido e thiamethoxan; sendo 1ml de cada componente e 6ml de
solvente para obter-se o mix de 100ng.uL”. Com dilui¢des sucessivas obteve-se as demais
concentragdes. As solugdes de trabalho eram refeitas a cada duas semanas e mantidas sob
refrigeracdo como prevengdo a contaminagdes, adultera¢cdes ou mudangas de condigdes de
analise.

Para elaboragdo dos brancos e extragdo do compostos foram utilizados os solventes:
acetato de etila, bicarbonato de sédio, sulfato de sddio, ciclohexano e metanol de grau de
pureza analitico e cromatografico. No processo de extragdo e na preparagdo da fase movel,
utilizou-se agua obtida de sistema Milli-Q (MILLIPORE). Para a fase mével foi utilizado
metanol grau cromatografico, e apds a preparagdo e filtragdo desta em membrana Millipore

Fluoropore, com 0,5um de poro a mesma foi degaseificada em aparelho de ultra-som.

2.2Preparagdo das amostras e extra¢do
Amostras de batata e feijio provenientes diretamente do produtor ou de
distribuidores da regido de Campinas e Sdo Paulo foram trituradas em cutter ou moidas em
moedor de grios cuisinart DCG-20N e homogenizadas, etapa importante para a garantia da
reprodutividade dos resultados na analise.
A metodologia analitica para a extragdo simultdnea dos compostos foi baseada no

método desenvolvido por Ortelli, etal (2003).[25] Para a extragdo dos compostos da batata

utilizou-se acetato de etila acrescido de bicarbonato de sodio, seguido de homogenizagéo em
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- turrax por 1,5 minutos, adicdo de sulfato de s6dio com nova homogeniza¢do seguida de

centrifugacdo. Para as amostras de feijdo foi utilizado acetato de etila acrescido de
bicarbonato de sodio e sulfato de sodio, seguido de homogeinizagdo em mesa agitadora por
30 minutos (trinta minutos) e cehtrifugagﬁo. Retirou-se uma aliquota do contetido, a qual foi
evaporada e ressuspendida com acetato de etila, reconcentrada novamente e acrescida de
ciclohexano. Filtrou-se o extrato em membrana Millipore de 10mm de didmetro de 0,22 pm
de poro e o mesmo foi encaminhado para concentragido por GPC. O processo de “clean-up”
utilizado neste estudo teve como condi¢des um sistema automatico com uma coluna 10 mm id
x 20 cm, empacotada com Bio-Beads SX-3, 200-400 mesh, operando com pressdo de
nitrogénio de 0,4 bar. O sistema de eluig¢do foi acetato de etila/ ciclohexano (1:1 v/v) e a razdo
do fluxo foi de 1mL/min.

Por fim, evaporou-se todo o solvente e o extrato puro foi ressuspendido com
metanol/agua (3:7) e injetado no equipamento com um gradiente de elui¢do de duas fases
méveis, sendo A= Metanol/H,0/Acido Férmico (1:9/0,1%) e B= Metanol/Acido Férmico
(100%/0,1%).

O fluxograma do procedimento realizado para amostras de batata esta representado a

seguir:




[

10g de amostra previamente triturada em tubo schott de 100mL

A
50mL de acetato de etila

Adigdo de 1g de bicarbonato de sédio

L Homogenizacdo em turax 1.5minutos |

A
Adigdo de 10g de sulfato de sodio

v

Homogeniza¢do em turax 1,5minutos

A
Centrifugac@o por 10 minutos em rotacdo de 2600rpm

A

Retirada de aliquota de 25ml e transferéncia para tubo falcon de 50mL

A
Evaporacdo até 1mL., transferéncia de aliquota para tubo graduado de 15mL

A

Lavagem das paredes internas dos falcons com 3 por¢des de 2mL de acetato de etila transferindo para o tubo graduado

A
| Evaporacdo até 2mL em turbo-vap |

.

[ Adicio de 2mL de ciclohexano no tubo eraduado l

A

| Homeenizacdo em vortex (15seg) e ultrasom (1min) |

A

Filtragdo do extrato em membrana millipore (0,22pm ), transferéncia para vial de GPC (4mL)

A
| GPC

A
Evaporagdo de todo o solvente em turbo-vap

L 4

Ressuspensdo com 1mL de metanol/agua (3:7) : }

A

Transferéncia para microvial

!

Injegdo no Lemsms Advantage
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O fluxograma do procedimento realizado para amostras de feijdo esta representado a seguir:

L 10g de amostra previamente moida em tubo schott de 100mL l

A
S0mL de acetato de etila

Adigdo de 1g de bicarbonato de sodio

A
| Homogenizacdo em mesa Agitadora por I

\ 4
I Centrifugacdo por 10 minutos em rotacdo de 2600rpm |

A
Retirada de aliquota de 25ml e transferéncia para tubo falcon de 50mL

A
Evaporacdo até 1mL. transferéncia de aliquota para tubo graduado de 15mL

A 4
Lavagem das paredes internas dos falcons com 3 porgdes de 2mL de acetato de etila transferindo para o tubo graduado

A
I Evaporacdo até 2mL em turbo-vap —I

l Adicdo de 2mL de ciclohexano no tubo graduado J

A

| Homeenizacdo em vortex (15seg) e ultrasom (1min) l

A

Filtragdo do extrato em membrana millipore ( 0,22um ), transferéncia para vial de GPC (4mL)

Evaporagdo de todo o solvente em turbo-vap

y
l Ressuspensdo com 1mL de metanol/agua (3:7) |

b
| Transferéncia para microvial I

v

Inje¢do no Lemsms Advantage

2.3 Andlises por LC-ESI-MS/MS
O equipamento utilizado na analise foi um LC-MS/MS Advantage da Termofinnigan,

.uipado com uma coluna Synergi 4u Hydro-RP 150x2mm e uma pré coluna 8mm x 2mm




contendo fase estaciondria com volume de inje¢do de 10uL acoplado a uma bomba binéria e
injetor Gilson LCQ Advantage. O tempo de analise foi de 18 minutos. O sistema de gradiente
de eluicdo da fase mével foi: 0-5 min (80A : 20B), 5-6 min (60A : 40B), 6-8,9 min (50A :
50B), 8,9-13 min (80A : 20B), 13-15 min (80A : 20B) para retorno do sistema as condigdes
iniciais, estabeleceu-se a vazdo de 0,3mL.min”' com 7 minutos de recondicionamento da
coluna para a proxima injegao.

O sistema MS/MS consistiu em um espectrometro de massa ion trap Advantage da
Termofinnigan equipado com um electrospray e operado em modo de ioniza¢do positiva
(modo positivo Z-Spray Electrospray ESI"). O software Xcalibur version 2.0 foi utilizado
para aquisi¢do de dados e controle do instrumento. A voltagem do capilar era em torno de
5.15kV e a temperatura de origem era em torno de 155 °C. A temperatura de dissolvatagdo foi
fixada em 250°C com fluxo de Sheath Gas Flow Rate de 19.19 ¢ Auxiliar Flow Rate de 3.81
para o cone. A pressdo na colisdo dos ions foi selecionada em torno de 1.10 Torr utilizando
argbnio como gés de colisdo. |

A reacdo de monitoramento ou scan selecionada primeiramente foi Full usada para
deteccdo. Em cada pesticida foi feito o Tune usando uma solugdo padrdo singular de 0,1
ng.uL! e cada infusdo era no fluxo de arraste de 50/50 (A/B) a 0,3mL.min"". O cone de
voltagem foi optimizado em modo MS SIM (Single lon Monitoring) para permitir a obteng@o
da maior intensidade do fon [M+H]". Em alguns casos o fon [M+H]" apresentou adigdo de ion
[M+Na]" sendo selecionado o fon parente. Em seguida, para melhoria de sensibilidade foi
aplicado MSMS para diminuir a interferéncia dos ions de fundo presentes, devido a
seletividade resultante de duas etapas de isolamento de massas. A partir do espectro de
dissociagdo de colisdo induzida, foram obtidos os produtos do ion experimental, sendo a
voltagem de colisdo optimizada para o menor ion filho. Os pardmetros detalhados utilizados

na analise de cada substincia estdo relacionados na tabela 1.

52




Tabela 1: Estruturas e Condi¢des Analiticas para LC-MSMS de multiresiduo dos 4 analitos

Analito Estrutura Ion MS Tons MSMS tr (min) Cone (V)  Energia @
oy N
Acetamiprid P it 223 142.5-143.5 2,65 12.88 16
a CHN
N= CHs
ﬁ ¢
Acefato CH35§’ NHCOCH, 184 125.5-126.5 6,4 10.9 352
OCH,
i
Metamidofos OHOPSCH, 142 111.5-112.5 1,7 10.9 28
N,
N
IS :
Thiamethoxan c"‘\{j/\NJ\N'C”:. 292 210.5-211.5 3,6 12.81 20
ol
0

tr=tempo de reten¢éio de cada analito.

Cromatogramas
3 r
: i m{z=142.50- 143.50 F=+c
T ! _—
303 / !l tanier £ Fullms 223.00@16.00
£ 1 TR:2:65 1100,00-200,001 msms mix
203 {
] J
o
100 "
a0 ii’ ‘; mfz=125.50- 126.50 F=+c
A Acefato %
80 2 €51 Full ms 184.00@35.20
407 TRi6:A
Boe 4% 1100.00-250.00] pasmg mix Ing
20 N
{ Fi o A k
\ 1007 &
207 A m{z=111.50- 112,50 F=4c
o 1
= B Metamidofos
0. i “'L ESt Full ms 142.00@28.00
%0 5 TR:1.7 "
K}: , 1 £100.00-200.00] msms mix 1ng
| '01 J %
: 100~
“ = f mjz=210.50- 211.50 F=+c
| & . ]
| 4 iamethox; i
| o Thmethoran i \ ES1 Full ms 292.00@20.00
44 R3S / 5
20: i £200.00-300.00] m3msMix 1ng
¢

Figura : Cromatogramas MR para os padrdes: Acetamiprid, Acefato, Metamidof6s e Thiamethoxan obtidos por

- LC-MS/MS.

Logo, para a detec¢do e identificagdo foram utilizados como base os tempos de
retencdo e os filtros do espectro de massa de cada composto com sua respectiva energia de
quebra de ion. Ja a quantificagdo foi realizada pelo método de padronizacdo externa com a

laboragdo de uma curva com 5(cinco) niveis de concentra¢do de padrio.




2.4Confirmagdo das andlises LC-ESI-MS/MS

Na média, amostras de frutas e vegetais mostram a possibilidade de excederem os

valores de concentragdo e massa de ions por serem acumulativas na coluna e no equipamento
requerendo continua confirmagdo. O método utilizado como CQ (controle de qualidade) era o
de injecdes, subsequentes as andlises, de brancos do solvente e padrdes puros, os quais
passavam por todo o processo de extragdo a que as amostras eram submetidas, avaliando

constantemente se havia variagdo no nivel de recuperagéo.

2.5 Validagdo da Metodologia

Os valores adotados para os limites de detecgdo foram calculados com base na
ANVISA. Obtidos com a analise de solugdes de concentra¢des conhecidas e decrescentes dos
analitos até o menor nivel detectavel. O procedimento adotado foi o visual no qual aceitou-se
como limite de detecgdo (LOD) a concentragdo ou massa do analito que gerou um sinal 3
(trés) vezes superior ao ruido da linha de base. Para os limites de quantificagdo (LOQ)
seguindo as recomendac¢des da ANVISA foram obtidos valores 3,3 vezes o LOD, ou seja 10
(dez) vezes a relagdo sinal ruido. [14,15,23,24]

A precisdo pode ser estimada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermedidria e
reprodutibilidade. O termo repetibilidade, ou precisdo no dia define a preciséio dos resultados
obtidos dentro do proprio laboratério, por um mesmo analista e com a mesma
instrumentag@o[16,17]. O guia ICH (International Conference on Harmonisation) recomenda
que sejam realizadas nove determinagdes contemplando toda a faixa de calibracdo, ou seja,
trés concentragdes (baixa, média e alta) com amostras em triplicata, ou um minimo de seis
determinagGes em amostras contendo uma concentragdo equivalente a concentragdo média da
faixa de calibragfo[18]. A resolucdo 899 da ANVISA segue o guia ICH e determina que
sejam realizadas nove determinagGes contemplando toda a faixa de calibragdo[19]. O
INMETRO recomenda que sejam realizadas de sete a nove replicatas para o calculo do
DPR[24] e a EPA ndo estabelece o niimero de amostras a serem analisadas para a estimativa
da precisdo em geral[17,20,21]. Cabe ressaltar que o termo utilizado em inglés ¢

":Icpeatability". No Brasil, o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e
Qualidade Instrumental) adota o termo repetitividade e a ANVISA (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria) adota o termo repetibilidade[19,24]




Para este estudo a Repetibilidade, ou Precisdo no dia, foi avaliada por 10 replicatas em
3 niveis de concentracé@o para os padrdes de pesticidas em solugdo metanol/dgua (3/7). Ja para
a matriz foram realizadas sete replicatas em trés niveis de concentragdo do analito atendendo
o guia ICH e o INMETRO nas mesmas condi¢des experimentais, em analises realizadas no
mesmo dia. O mesmo procedimento foi realizado a cada dois dias em quatro dias de analise
[18,23]. Avaliou-se também a precisdo intermedidria com a injecdo de sete replicatas
abrangendo uma concentrag@o equivalente a concentragdo média da faixa de calibracdo, o que
refletiu a capacidade do método de resistir a variagdes dos resultados analisados em quatro
dias consecutivos de acordo com o planejamento experimental estabelecido pelo laboratério
baseado no guia ICH [18].

A Linearidade do método foi verificada pela inclinacdo da reta resultante da curva
analitica de 5 pontos de concentragdo variando entre 0,005 a lng.uL'1 feita com 3 replicatas
em cada ponto e pelo coeficiente de correlagio linear (R?), o qual deve se apresentar igual ou

superior a 0,98 de acordo com a ANVISA. [23]

A Seletividade foi avaliada por testes de pureza de pico, evidenciando a capacidade do
método de quantificar com exatiddo os analitos estudados em presenga de interferentes
existentes na matriz tais como, isdmeros, metabolitos, substdncias enddgenas, impurezas,
produtos de degradagdo e outros.

A Recuperacdo do método foi avaliada pela andlise de 10 repeti¢des em 3 niveis de
concentracdo tanto para os analitos quanto para a matriz isenta. Tais niveis foram
] determinados de forma a abrangerem todos os LMRs dos analitos ¢ o procedimento foi
repetido em duas outras ocasides seguindo as exigéncias das agéncias regulamentadoras.
Logo, a Exatiddo evidenciada pela recuperagdo foi avaliada segundo as especificagdes da

ISA, nas quais os niveis de recuperag@o devem se apresentar entre 80% e 120%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extragdo e preparacgdo das amostras

O objetivo do estudo era validar um método simples, rapido e robusto para a
paracdo das amostras baseado na extragdo com solvente seguida de um melhor “cleanup”
do por GPC. O método deve ser facilmente aplicavel na rotina de analise com alta
Cuperacdo nas amostras. A preparagdo das amostras € frequentemente a parte mais critica no

0do de multiresiduo com a dupla consideragdo na diversidade das substancias que tem de




ser extraidas. A seletividade da extragdo foi diminuida devido a ampla classe de substincias

analisadas a0 mesmo tempo.

Diclorometano e acetato de etila sdo os solventes comumente, mais utilizados para
extragdo dos pesticidas polares. Apos 20 testes realizados no mesmo dia e sobre as mesmas
condi¢des ambientais, ambos os solventes mostraram similaridades em termos de recuperagéo
e limpeza dos extratos. Finalmente, o acetato de etila foi selecionado como o mais adequado,
devido a sua baixa toxicidade em comparag@o com o diclorometano e também para minimizar
o uso de solventes a base de cloro. O procedimento de extragdo se apresentou rapido e robusto
e perfeitamente adaptavel ao controle de residuos em amostras. Foi observado durante os
testes a necessidade de limpeza da fonte de ions a cada 20 dias, devido ao actimulo de

componentes resultantes da analise.

3.2Pardmetros de validagdo do método para a andlise

As curvas analiticas de padronizagdo externa dos analitos apresentaram linearidade nas
faixas de concentragdo estabelecidas como pode ser visto na Figura 1. Isso pode ser
verificado pelos valores e coeficientes de correlagdo, pois foram préximos do valor 1, o que
demonstrou a probabilidade de existir uma relagdo linear definida pelas equagdes lineares
apresentadas, onde y = ax + b (Tabela 2). A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de
correlagdo igual a 0,99 e 0o INMETRO (2003) um valor acima de 0,90. [23,24]

Figura 1: Graficos das curvas de calibragfio de cada analito na andlise

Curva Acefato Curva Acetamiprid

< 3000000
2000000
(] 02 o, 08 : 08 1 .2 1000000

Concentracao(ng) 0

0 02 04 08 08 1 12
Concentracao (ng)

Curva Metamidofos Curva Thiametoxan




Tabela 2- Equacdes lineares LC-MS/MS para amostras de Batata e Feijio

FAIXA DE
ANALITO ) a b R’
CONCENTRACAO (ng.uL")
Acetamiprid 0,005-1,0 5986465 48545,01 0,998344
| Metamidofés 0,005-1,0 4429956 -39581.6 0,99705
Thiamethoxan 0,005-1,0 12559603 8073,235 0,999708
Acefato 0,005-1,0 781220 -3906,64 0,99852

b a= coeficiente angular; b=coeficiente linear (intercepto da reta quando x=0); R°= coeficiente de correlagio
; linear.

Tabela 3- Limites de Detecgiio e Limites de Quantificacio da mistura dos analitos analisados para

amostras de batata e de feijdo

PADRAO BATATA FELJAO

LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ

ANALITOS
mg.Kg-1 mgKg-1 | mgKg-1 | mgKeg-1 mg.Kg-1 mg.Kg-1
Acetamiprid 0,0048 0,0158 0,0053 0,0174 0,00324 0,0105
Metamidofos 0,0046 0,0151 0,0055 0,0181 0,00297 0,0098
Thiamethoxan 0,004 0,0132 0,0051 0,0168 0,00315 0,0103
Acefato 0,0046 0,0151 0,0052 0,0171 0,00305 0,0100

Em 50mg de massa injetada

Como se observa na Tabela 3 os limites de detecgdo (LOD) calculados para o método
demonstraram que 0 mesmo mostrou sensibilidade para a detecgfo dos analitos estudados. Da
- mesma maneira, o limite de quantificagdo (LOQ) também permitiu quantificar concentragdes

‘abaixo dos LMRs indicando que o método € suficientemente sensivel para a analise realizada.



Tabela 4- Precisiio no dia e Recuperacio dos analitos em solugfio padrio e em amostras de batata e feijdo

CONCENTRACAO PRECISAO o
MATRIZ ANALITO i) NO DIA (CV%) RECUPERACAO (%)
Acetamiprido 0,02 1,6 -
0,1 2.7 o
0,5 1.7 =
Acefato 0,02 1,6 -
0,1 2.9 =
6.5 0,23 B
PADRAO  fetamidofts 0,02 1,7 -
0,1 2.9 -
0,5 1,6 -
Thiamethoxan 0,02 1.7 -
0,1 2.7 -
0,5 0,39 ,
Acetamiprido 0,02 141 98,86
0,1 2,4 105,04
0,5 1,3 101,92
Acefato 0,02 2,6 104,6
0,1 2,8 102,86
: 0.5 0,28 100,23
| BATATA  \fetamidofés 0,02 2.3 104,6
0,1 2.2 104,7
0,5 0,62 99,85
Thiamethoxan 0,02 2.2 99,65
0,1 2,3 101,96
0,5 0,88 100,3
Acetamiprido 0,02 0,65 101,85
0,1 2.5 100,54
0,5 1.27 101,75
Acefato 0,02 0,81 102,45
0,1 2.7 101,75
" 0,5 0,43 101,73
: 0 Nietamidofes 0,02 0,67 103,9
‘ 0,1 2,8 101,55
0,5 0,62 99,85
. Thiamethoxan 0,02 0,77 101,35
: 0,1 23 101,96
0.5 0,36 100,57

Foram calculados a Concentragdo Média (M) e o Desvio Padrdo Estimado (dp), dos
quais se obteve os Coeficientes de Variagdo (CV). Como evidenciado na Tabela 4 os

Coeficientes de Variagdo encontrados para as andlises de Precisdo no dia ficaram entre 0,28%

€2,8% para amostras de batata e entre 0,36% e 2,8% para as amostras de feijdo. Em métodos
a' analises de tragos ou impurezas, sdo aceitos Coeficientes de Variagdo (CV) de até 5%,
endendo da complexidade da amostra. [23]

O coeficiente de variagdo obtido no célculo da precisdo no dia foi de 2,3% enquanto
obtido entre os dias (precisdo intermedidria) de analise foi de 0,63% garantindo assim
na adequada precisdo do método para ambas as amostras, visto que a legislagdo admite
alores até 5 % para o cv. [23] Néo foram feitos estudos de reprodutibiliade.

A Linearidade do método ¢ verificado na figura 1 e na tabela 2, respectivamente pela
¢40 da reta resultante da curva analitica e pelo coeficiente de correlagdo linear (R?) de
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aproximadamente 0,99 , o qual deve ser igual ou superior a 0,98 de acordo com a ANVISA
[23]

A Seletividade do método se apresentou pela capacidade do mesmo de quantificar com
exatiddo os analitos estudados em presenca de interferentes existentes na matriz tais como,
isomeros, metabolitos, substancias endogenas, impurezas, produtos de degradagdo e outros.
Foram feitos testes de pureza de pico com o auxilio da espectrometria de massas em
aproximadamente 26 amostras de batata e feijdo insentas dos compostos estudados (amostras
branco). Foi realizada a verificagdo de interferentes presentes nas regides esperadas de eluigéo
dos analitos de interesse, o que poderia levar a uma identificagdo falsa. Nem a identificagéo,
nem a quantificag@o dos analitos alvos foram influenciadas pela presenga de interferentes, ou
seja, a resposta de picos interferentes no tempo de retengdo do analito foi inferior a 20% da
resposta do LQ como exigido pela ANVISA. [22,23,24]

A exatiddo do método, determinada pela recuperagdo mostrou-se entre 98,86% e
105,04% para a batata e entre 99,85% e 103,9% para o feijdo, ficando dentro das
especificagdes de 80% a 120%.

4. CONCLUSAO

A validag¢do de métodos analiticos € necessaria para o reconhecimento das limitagdes e
confiabilidade dos resultados obtidos. O uso de métodos validados € essencial para obtengéo e
resultados confidveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. A exatiddo e a preciséo
sdo as chaves do processo de validagdo de métodos analiticos. Diferentes procedimentos
podem ser adotados para a avaliagdo da exatiddo, sendo os ensaios de recuperagdo os mais
empregados por ndo dependerem de fatores externos para serem realizados. Neste estudo,
uma rapida e simples técnica de analise por LC-MS/MS foi desenvolvida e validada para
determinacdo simultdnea de quatro pesticidas em amostras de feijdo e batata. O método
desenvolvido mostrou parametros de validagdo satisfatorios. Nos casos relatados foram
obtidas recuperagdes para as amostras de batata entre 98,86% ¢ 105,04% e Coeficientes de
Variagdo entre 0,28% e 2,8%, ja para as amostras de feijdo as recuperagdes ficaram entre
99.85% e 103,9% e Coeficientes de Variagdo entre 0,36% e 2,8%. Ambos os casos estdo
enquadrados na faixa recomendada pela ANVISA para os niveis de concentragdo investigados

assegurando sua aplicabilidade em analises de rotina.
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RESUMO

O uso de métodos multiresiduos para analises de agrotoxicos tem sido objeto de grande
interesse dos analistas, especialmente pelos ganhos de economia e de rendimento analitico
que propicia. O objetivo deste estudo foi, validar um método analitico para a identificagdo e
quantificag@o de pesticidas das classes dos carbamatos e dicarboximidas em batata e tomate,
por Cromatografia a gas acoplada a um Espectrometro de massa. O método foi validado, de
acordo com os pardmetros estatisticos para a validagdo de métodos de ensaios quimicos
preconizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e pelo Codex
Alimentarius. Os analitos foram extraidos com acetato de etila, sob homogenizagéo ¢ o clean-
up foi realizado por GPC (Gel Permeation Chromatography), os extratos foram diluidos em
solvente e injetados no sistema GC-MS/MS. A técnica analitica de quantificagdo e
confirmagdo utilizada foi a Cromatografia a gas acopladol a0 MS Ion Trap (Varian
instruments, Sunnyvale, CA, USA) com uma coluna capilar de silica (30m x 0,25mm L.D.,
0,25um film thickness), revestida com uma fase estacionaria de polaridade intermediaria

(phenyl/methylpolysiloxane) (supelco Inc.,USA). O impacto de eléctrons foi no modo de
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ionizagdo positiva, com uma energia de ionizagdo de 70 eV aplicada a multiplicadora de ions.

Para quantificagdo dos analitos utillizou-se as curvas analiticas dos principios ativos, nas
concentragdes que variaram de 20 a 1000 pg.ul'l, correspondentes a 0,02 a 1 mg.kg'1 na
amostra. Para o estudo da recuperagdo, os pesticidas foram avaliados em trés niveis,
correspondentes a niveis de fortificagio de 0,02 a 1 mg.kg" . Os resultados das recuperagdes
apresentaram niveis aceitaveis, na faixa de 93,34% e 109,67% para amostras de batata ¢ na
faixa de 96,32% e 104,4% para as amostras de tomate, com precisdo satisfatoria e
repetibilidade expressa como CV entre 0,048% e 2,091% para a batata e entre 0,0361% e
1,7281% para o tomate. Os limites de quantificagdo do método variaram de 0,2 a 5,5 pg.L’1
para as amostras de batata ¢ de 0,3 a 5,5ug.L"' para as amostras de tomate. Os limites de
detecgdo do método de 0,07 a 2,5 pug. L' para as amostras de batata e 0,1 a 2,5ug. L™ para as
amostras de tomate. Os limites de quantificacdo do método atenderam aos limites maximos de
residuos da legislagdo brasileira em vigor. Nas amostras utilizadas no estudo, ndo haviam
residuos dos pesticidas estudados, sendo assim, 0 mesmo demonstrou bons resultados para

todos os pardmetros de avalia¢do, tendo o método atendido a todos os critérios exigidos pelos

orgaos oficiais normatizadores.

ABSTRACT

The use of methods for multiresidue analysis of pesticides has been the subject of great
interest to analysts, especially by the gains in economy and performance analytical provides.
The aim of this study was to validate an analytical method for the identification and
quantification of pesticides in classes of carbamates and dicarboximides in potato and tomato
by gas chromatography coupled to a mass spectrometer. The method was validated according
to the statistical parameters for the validation of methods for chemical testing recommended
by the National Health Surveillance Agency (ANVISA), the National Institute of Metrology,
Standardization and Industrial Quality (INMETRO) and the Codex Alimentarius. The
analytes were extracted with ethyl acetate, and the homogehization under clean-up was
performed by GPC (Gel Permeation Chromatography), the extracts were diluted in solvent
and injected into the GC-MS/MS system. The analytical technique for the quantification and
confirmation used was gas chromatography coupled to MS Ion Trap (Varian Instruments,
Sunnyvale, CA, USA) with a silica capillary column (30m x 0.25 mm ID, film thickness 0.25
mM) coated with a stationary phase of intermediate polarity (phenyl / methylpolysiloxane)

(Supelco Inc., USA). was the impact of electrons in the positive ionization mode with an
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ionization energy of 70 eV applied to multiplier ions. for quantification of analytes it was

used the standard curves of the active at concentrations ranging from 20 to 1000 pg.ul-1,
corresponding to 0.02 to 1 mg.kg-1 in the sample. For the study of recovery, pesticides were
evaluated in three levels, corresponding to the fortification levels from 0.02 to 1 mg.kg-1. The
results showed acceptable levels of recoveries in the range of 109.67% and 93.34% for
samples of potato and in the range of 104.4% and 96.32% for the samples of tomato with
satisfactory accuracy and repeatability expressed as entre0 CV, 048% and 2.091% for
potatoes and between 0.0361% and 1.7281% for tomatoes. The limits of quantification of the
method ranged from 0.2 to 5.5 microg.L-1to the samples of potato and from 0.3 to 5.5
microg.L-1 for samples of tomato. The limits of detection from 0.07 to 2.5 microg.L-1 for
samples of potato and from 0.1 to 2.5 microg.L-1 for samples of tomato. The limits of
quantification of the method met the maximum residue limits of current Brazilian law. The
samples used in the study, there were no residues of pesticides studied, so it showed good
results for all evaluation parameters, the method having met all the criteria required by the

official standard-setters.

1- INTRODUCAO

O monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos, para a determinagdo do
nivel de exposi¢do de uma populagdo, ¢ fundamental para se conhecer a real situacdo da
contaminag@o por esses substratos alimentares e as possiveis consequéncias toxicologicas a
longo prazo.

A realizagdo de programas voltados para o monitoramento de residuos de pesticidas
em alimentos sdo imprecindiveis para que agdes de vigilancia sanitdria possam ser
desenvolvidas, com foco na preveng@o e controle dos riscos a saide humana decorrentes do
consumo de alimentos contaminados.

Os dados obtidos nestes programas possibilitam verificar a qualidade e seguranca dos
produtos consumidos pela populacdo com a caracterizagdo das fontes de contaminagdo,
proporcionando uma avaliagdo quanto ao uso inadequado e ndo autorizado de agrotdxicos,
para estimular a adog¢do de Boas Practicas Agricolas (BPA), além de fornecer subsidios para
uma possivel reavaliagdo dos mesmos.

Diversos paises como Holanda[1], Suécia[2], Inglaterra[3], Australia[4] e Estados

Unidos[5], estabeleceram programas de monitoramento de residuos de pesticidas, com
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analises continuas e programadas, podendo afirmar-se, pelos dados obtidos, que € frequente a

identifica¢do de residuos desses componentes em alimentos, ¢ em muitos casos, acima dos
Limites Méaximos de Residuos (LMRs) permitidos, além dos ndo autorizados. [6]

No Brasil, de acordo com resultados de programas nacionais realizados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Ministério da Agricultura, voltados para esse
fim, o aparecimento de defensivos agricolas na mesa do consumidor justifica-se pelo alto
consumo destes insumos na produgdo agricola.[7,8,9]

Para a superacdo desses problemas o desenvolvimento teérico cientifico no controle de
qualidade dos alimentos, em relagdo & contaminagdo por defensivos, € de importancia
fundamental, ndo somente para assegurar a integridade dos dados laboratoriais, bem como,
para o estabelecimento de normas regulamentadoras para a obten¢do de credenciamento junto
aos orgdos oficiais no atendimento as exigéncias recomendadas em Gestdo de Sistemas de
Controle de Qualidade Nacional e Internacional. O controle rotineiro e frequente de residuos
deve ser feito tanto para moléculas novas, que foram sintetizadas como alternativas aos
produtos fitossanitarios ja mais antigos, menos eficazes, como também para aqueles que ja
tenham sido proibidos ou que tiveram seu uso restringido pelos orgdos responsaveis.

Na area de analise de residuos, o desenvolvimento de métodos analiticos mais eficazes
¢ de extrema importancia, onde a investigagdo deve sempre incluir a validagdo do método
desenvolvido em diferentes tipos de matrizes e ndo apenas estudos com solugdo padrdo [10],
ou seja, 0 mesmo deve ser submetido a um processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia e
mérito.

Entre os métodos de andlises mais atuais encontram-se os de multiresiduos, os quais
permitem uma andalise ampla de varios analitos de diferentes naturezas quimicas, em uma
unica extragdo em diversos tipos de matrizes a0 mesmo tempo, apresentando um menor custo
se comparado aos métodos singulares.

O uso destes métodos aliado a cromatografia a gas associada a detectores de alta
eficiéncia como captura de eléctrons (ECD), detector de nitrogénio-fosforo (NPD) e
espectrometro de massa (MS) foram as técnicas mais largarnerite usada por muitos anos.[2]
Recentemente, muitas aplicagdes usando GC-MS/MS para a determinagdo de pesticidas em
frutas e vegetais tem sido descritas na literatura por serem consideradas analises rapidas e
inequivocas.[3,4]

Entretanto, muitos pesticidas, os‘ quais sdo térmicamente instaveis ou ndo-volateis

semelhantes aos carbamatos ou benzimidazois sdo dificeis ou impossiveis de analisar usando
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as técnicas GC e GC-MS. A cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa

(MS/MS) oferece uma poderosa ferramenta para a determinagdo desses compostos em
amostras de alimentos. [5,6]

O presentre trabalho descreve a validagdo de um método multiresiduo para analise de
10 analitos, usando uma técnica de alto poder de concentrago e limpeza do extrato como o
GPC (Gel Permeation Chromatography) e detec¢do e quantificagdo por GC-MS/MS. Os
pesticidas investigados englobam classes como: acaricidas, inseticidas, fungicidas,
nematicidas e formicidas de aplicagdo foliar ou em solo, comumente utilizados nas culturas de

batata e tomate.

2. EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes e Compostos Quimicos

Todos 0s padrdes dos principios ativos,
chlorotalonil(tetrachloroisophthalonitrile), metalaxil (methyl N-methoxyacetyl —N- 2,6-xylyl-
D-Alaninate), clorpirifés (O, O- diethyl O-3,5,6-trochloro-2-pyridylphosphorothioate),
clorfenapir (4-bromo-2-(4-chlorophenyl)-1-ethoxymethyl-5-(trifluoromethyl)pyrrole-3-
carbonitrile, tebuconazole (RS-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl
penten-3-ol),  bifentrina  (2methylbiphenyl-3-ylmethyl =~ Z-1RS,3RS-3-2-chloro-3,3,3-
trifluoroprop-1-enyl-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate, etofenprox (2-4-ethoxyphenyl-2-
methypropyl 3-phenoxy benzyl ether, famoxadone (3-anilino-5-methyl-5-4-phenoxyphenyl-
1,3-oxazolidine-2,4-dione), carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-
ylmethylcarbamate), procimidone (N-3,5-dichlorophenyl -1,2-dimethylcyclopropane-1,2-
dicarboximide), azoxistrobina (methyl E -2-2-6-2-cyanphenoxy pyrimidin-4-yloxy phenyl-3-
methoxyacrylate), foram obtidos da marca sigma e fornecidos pelo Laboratorio de Analise de
Defensivos Agricolas da Esalq em Piracicaba, onde também foi desenvolvida a parte pratica
deste projeto.

Foram preparadas solugdes padrio de Img.mL™ de cada sal ou composto, as quais
foram armazenadas a -10 °C. A partir destas montou-se 2 misturas, sendo uma de 9
componentes: chlorotalonil, metalaxil, clorpirifés, clorfenapir, tebuconazole, bifentrina,
etofenprox, famoxadone, azoxistrobina; e outra com apenas 2 componentes: carbofuran,
procimidone. Em ambos os casos, foram pipetados 1ml de cada solugdo padrdo em baldo de
10mL sendo o volume completado com solvente para obter-se o padrdo de IOOng.uL'l. Com

diluigdes sucessivas obteve-se as demais concentragdes. As solugdes de trabalho eram refeitas
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a cada duas semanas e mantidas sobre refrigera¢do como prevengdo a contaminagdes,
adulteragdes ou mudangas de condigdes de analise.

Para elaboracdo dos brancos e extragdo do compostos foram utilizados os
componentes e solventes: acetato de etila, bicarbonato de sédio, sulfato de sodio e
ciclohexano de grau de pureza analitico e cromatografico. No processo de extragdo utilizou-se
agua obtida de sistema Milli-Q (MILLIPORE). Para a fase movel do GPC foram utilizados
solventes grau cromatografico, e apos a preparacdo e filtracdo desta em membrana Millipore

Fluoropore, com 0,5um de poro a mesma foi degaseificada em aparelho de ultra-som.

2.2Preparagdo das amostras e extragdo

Amostras de batata e tomate provenientes diretamente do produtor ou por
distribuidores da regido de Campinas e S3o Paulo foram trituradas em cutter e
homogenizadas, etapa importante para a garantia da reprodutividade dos resultados na analise.

A metodologia analitica para a extracdo simultdnea dos compostos foi baseada no
método desenvolvido por Ortelli, etal (2003).[11] Para a extracdo dos compostos utilizou-se
acetato de etila acrescido de bicarbonato de sodio, seguido de homogenizagdo em turrax por
1,5 minutos (um minuto e meio), adicdo de sulfato de sédio com nova homogenizagdo
seguida de centrifugacdo. Retirou-se uma aliquota do conteudo, a qual foi evaporada e
ressuspendida com acetato de etila, reconcentrada novamente e acrescida de ciclohexano.
Filtrou-se o extrato em membrana Millipore e o0 mesmo foi encaminhado para concentragao
por GPC. O processo de “clean-up” utilizado neste estudo teve como condi¢des um sistema
automatico com uma coluna 10 mm id x 20 cm, empacotada com Bio-Beads SX-3, 200-400
mesh, operando com pressdo de nitrogénio de 0,4 bar. O sistema de eluicdo foi acetato de
etila/ ciclohexano (1:1 v/v) e a razdo do fluxo foi de ImL/min.

Por fim evaporou-se todo o solvente e o extrato puro foi ressuspendido com
cicloacetato (1:1) e injetado no equipamento.

O fluxograma do procedimento realizado para as amostras de batata e tomate esta

representado a seguir:




10g de amostra previamente triturada em tubo schott de 100mL

!

50mL de acetato de etila

A 4
Adigdo de 1g de bicarbonato de sodio

A

Homogenizacdo em turax 1.5minutos

Y
Adigdo de 10g de sulfato de sodio

T .

Homogenizagdo em turax 1,5minutos

A
( Centrifugacdo por 10 minutos em rotacdo de 2600rom

A 4
Retirada de aliquota de 25ml e transferéncia para tubo falcon de 50mL

A

Evaporacdo até 1mL. transferéncia de aliquota para tubo graduado de 15mL

A

Lavagem das paredes internas dos falcons com 3 porgdes de 2mL de acetato de etila transferindo para o tubo graduado

A
| Evaporacdo até 2mL em turbo-vap |

.

r Adicdo de 2mL de ciclohexano no tubo eraduado |

A

| Homeenizacdo em vortex (15seg) e ultrasom (1min) I

A

Filtragdo do extrato em membrana millipore (0,22um), transferéncia para vial de GPC (4mL)

Evaporagdo de todo o solvente em turbo-vap

A 4
I Ressuspensdo com ImL de cicloacetato (1:1)

A 4

L Transferéncia para vial de vidro

v

Injegdo no Gemsms
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2.3 Analises por GC-MS/MS

O equipamento utilizado na analise foi um Varian 450/CG acoplado ao 240-

MS Ion Trap (Varian instruments, Sunnyvale, CA, USA) com uma coluna capilar de silica
(B0m x 0,25mm LD., 0,25um film thickness) revestida com uma fase estaciondria de
polaridade intermediaria (phenyl/methylpolysiloxane) (supelco Inc.,USA). O espectrometro
de massa foi calibrado com perfluorotributylamine sendo o gas de arraste o hélio (99,999%) e
o gas de colisdo o argénio (99,999%). O programa de temperatura foi desenvolvido
inicialmente em: 70 °C por 2 min com rampa de 25 °C/min até 150 °C, 30 °C/min até 200 °C e
de 8 °C/min até 280 °C mantendo esta temperatura por 10min. O tempo total de andlise foi de
aproximadamente 36 minutos com 5 minutos de recondicionamento da coluna sendo a
temperatura inicial do injetor 80 °C, mantida por 0,1 minutos seguida por rampa de 180 °C até
280 °C mantida por 27 minutos. O volume de injec¢io foi de 2 pL no modo splitless (pressio
de injec¢do de 30kPa por 1,5 min).

O sistema MS/MS consiste em um espectrometro de massa ion trap da Varian. O
impacto de eléctrons foi no modo de ionizag@o positiva, com uma energia de ionizagdo de 70
eV aplicada a multiplicadora de ions, aparecendo o ion de interesse na temperatura de 230°C.
- O MS foi aplicado 4 150°C com a multiplicadora de elétrons na voltagem de 1000V com
base no autotune, quando realizou-se a sele¢do do ion monitorado pelo escaneamento feito de

50 a 500 m/z (mass range) com 3,62s por scan.

A andlise foi desenvolvida primeiramente com o monitoramento dos ions
experimentais no modo SIM (Single lon Monitoring) para permitir a obten¢do da maior
‘intensidade do fon [M+H]" baseado no uso de um sé alvo e em alguns casos 1 ion par. Em
seguida, para melhoria de sensibilidade foi aplicado MSMS para diminuir a interferéncia dos
ions de fundo presentes, devido a seletividade resultante de duas etapas de isolamento de
massas. Os pesticidas foram identificados de acordo com o seu tempo de retencdo e a partir
do espectro de dissociagdo de colisdo induzida, sendo a voltagem de colisdo optimizada para
o menor ion filho. Os pardmetros detalhados utilizados na analise de cada substancia estdo

relacionados na tabela 1.
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Tabela 1: Estruturas e Condi¢des Analiticas para GC-MS/MS do multiresiduo dos 11 analitos

Analito Estrutura Tons MS Ions MSMS | tr (min) | Energia @
Né\tN
Azoxistrobina 0”0 419 344-345-346 16,8 20
CN CHO ~ CO,CH,
T S o I(\]
1 ¥ COCH, L 2
‘ Bifentrina - 422 181-182-166 17,5 10
o, b oH
:c-:cn COCH,. : O
FC o4, ‘
2(19)cs-
OCONHCH,
Carbofuran O CH, 221 149-164 10,74 15
CH,
CN
Ci = Cli
Chlorotalonil g 264 266-268 8,6 20
Ci CN
Cl
s
i 197-199-314-
Clorpirifés C‘I”IO”(OC“Z"“G% 349 10,2 10
a” e 316
CN
Br {
Clorfenapir ] Cj‘\/}_@‘ . 407 362-364 18,34 14
éHzOCHaCH1
CHOHO
N
Etofenprox Q oD 376 135-163 24,7 15
CH, c"»m,oou;—o
o,
KO
F d N YA 374 224-330-331 19,4 10
amoxadone O\O/Q]/X(,( -
o
CHOCH,C. i CHCO,CH,
Metalaxil . e 279 206-160 16,6 17
Cl (o)
CH,
Procimidone Dﬁ@ 283 96-282 15,8 24
c g o
H
cl CH, ~CH, ~ G~ C(CHy),
{ Tebuconazole CH, 307 125-250 19,84 33
N
€ N
N-Y

tr=tempo de reten¢@o de cada analito.
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Figura : Cromatogramas MR para os padrdes: Azoxistrobina, Bifentrina, Carbofuran, Chlorotalonil, Clorfenapir,

Clorpirifos, Etofenprox, Famoxadone, Metalaxil, Procimidone e Tebuconazole obtidos por GC-MS/MS.

Logo, para a detec¢do e identificagdo foram utilizados como base os tempos de

reteng@o e os filtros do espectro de massa de cada composto com sua respectiva energia de

quebra de ion. Ja a quantificagdo foi realizada pelo método de padronizagdo externa com a

elaboragdo de uma curva com 5(cinco) niveis de concentragdo de padrio.




2.4Confirmagdo das anadlises GC-MS/MS

Na média, amostras de frutas e vegetais mostram a possibilidade de excederem os

valores de concentragdo e massa de ions por serem acumulativas na coluna e no equipamento
requerendo continua conﬁrrhag:io. O método utilizado como CQ (controle de qualidade) era o
de injegdes, subsequentes as analises, de brancos do solvente e padrdes puros, os quais
passavam por todo o processo de extragdo a que as amostras eram submetidas, avaliando

constantemente se havia variagdo no nivel de recuperagéo.

2.5 Validagado da Metodologia

Os valores adotados para os limites de detecgdo foram calculados com base na
ANVISA. Obtidos com a analise de solugdes de concentragdes conhecidas e decrescentes dos
analitos até o menor nivel detectavel. O procedimento adotado foi o de aceitar como limite de
deteccdo (LOD) a concentragdo ou massa do analito que gerou um sinal 3 (trés) vezes
superior ao ruido da linha de base. Para os limites de quantificagdo (LOQ) seguindo as
recomendacdes da ANVISA foram obtidos valores 3,3 vezes o LOD, ou seja 10 (dez) vezes a
relagdo sinal ruido. [12,13,20,21]

A precis@o pode ser estimada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. O termo repetibilidade, ou precisdo no dia define a preciséo dos resultados
obtidos dentro do proprio laboratério, por um mesmo analista € com a mesma
instrumentagdo[14,15]. O guia ICH (International Conference on Harmonisation) recomenda
que sejam realizadas nove determinagdes contemplando toda a faixa de calibragdo, ou seja,
trés concentra¢des (baixa, média e alta) com amostras em triplicata, ou um minimo de seis
determinagdes em amostras contendo uma concentragdo equivalente a concentragdo média da
faixa de calibragdo[16]. A resolugdo 899 da ANVISA segue o guia ICH e determina que
sejam realizadas nove determina¢des contemplando toda a faixa de calibragdo[17]. O
INMETRO recomenda que sejam realizadas de sete a nove replicatas para o célculo do
DPR[21] e a EPA nio estabelece o nimero de amostras a serem analisadas para a estimativa
da precisdo em geral[15,18,19]. Cabe ressaltar que o termo utilizado em inglés €
"repeatability". No Brasil, o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagéo e
Qualidade Instrumental) adota o termo repetitividade e a ANVISA (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria) adota o termo repetibilidade[17,21].
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Para este estudo a Repetibilidade, ou Precis@o no dia, foi avaliada por 10 replicatas em
3 niveis de concentrag@o para os padrdes de pesticidas em solugdo cicloacetato (1:1). Ja para a
matriz foram realizadas sete replicatas em trés niveis de concentragdo do analito atendendo o
guia ICH e o INMETRO nas mesmas condigdes experimentais, em analises realizadas no
mesmo dia. O mesmo procedimento foi realizado a cada dois dias em quatro dias de analise
[22,16]. Avaliou-se também a precisdo intermedidria com a inje¢do de sete replicatas
abrangendo uma concentragdo equivalente a concentragcdo média da faixa de calibragdo, o que
refletiu a capacidade do método de resistir a variagdes dos resultados analisados em quatro
dias consecutivos de acordo com o planejamento experimental estabelecido pelo laboratério
baseado no guia ICH [16].

A Linearidade do método foi verificada pela inclinagdo da reta resultante da curva
analitica de 6 pontos de concentragio variando entre 20 a 1000 pg.pL™" feita com 3 replicatas
em cada ponto e pelo coeficiente de correlagdo linear (R?), o qual deve se apresentar igual ou
superior a 0,98 de acordo com a ANVISA. [20]

A Seletividade foi avaliada por testes de pureza de pico, evidenciando a capacidade do
método de quantificar com exatiddo os analitos estudados em presenca de interferentes
existentes na matriz tais como, isdmeros, metabolitos, substdncias enddgenas, impurezas,
produtos de degradagdo e outros.

A Recuperagdo do método foi avaliada pela analise de 10 repeticdes em 3 niveis de
concentracdo tanto para os analitos quanto para a matriz isenta. Tais niveis foram
determinados de forma a abrangerem todos os LMRs dos analitos e o procedimento foi
repetido em duas outras ocasides seguindo as exigéncias das agéncias regulamentadoras.
Logo, a Exatiddo evidenciada pela recuperacdo foi avaliada segundo as especificagdes da

ANVISA, nas quais os niveis de recuperagdo devem se apresentar entre 80% e 120%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extragdo e preparagdo das amostras

O objetivo do estudo era validar um método simples, rapido e robusto para a
preparagdo das amostras, baseado na extragdo com solvente seguida de um melhor “ cleanup”
realizado por GPC. O método deve ser facilmente aplicavel na rotina de andlise com alta
recuperagdo nas amostras. As preparacdo das amostras € frequentemente a parte mais critica

no método de multiresiduo com a dupla consideragao na diversidade das substancias que tem
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de ser extraidas. A seletividade da extragdo foi diminuida devido a ampla classe de
substancias analisadas ao mesmo tempo.

Diclorometano e acetato de etila sdo os solventes comumente, mais utilizados para
extragdo dos pesticidas polares. Apds 20 testes realizados no mesmo dia e sobre as mesmas
condi¢des ambientais, ambos os solventes mostraram similaridades em termos de recuperagdo
e limpeza dos extratos. Finalmente, o acetato de etila foi selecionado como o mais adequado,
devido a sua baixa toxicidade em comparaggo com o diclorometano e também para minimizar
o uso de solventes a base de cloro. O procedimento de extragdo se apresentou rapido e robusto
e perfeitamente adaptavel ao controle de residuos em amostras. Foi observado durante os
testes a necessidade de limpeza da fonte de ions a cada 20 dias, devido ao acumulo de

componentes resultantes da analise.

3.2 Parametros de validagao do método para a andlise

As curvas analiticas de padronizagio externa dos analitos apresentaram linearidade nas
faixas de concentracdo estabelecidas como pode ser visto na Figura 1. Isso pode ser
verificado pelos valores e coeficientes de correlagdo, pois foram proximos do valor 1, o que
demonstrou a probabilidade de existir uma relagdo linear definida pelas equagdes lineares
apresentadas, onde y = ax + b (Tabela 2). A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de
correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO (2003) um valor acima de 0,90. [12,20,21]
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Figura 1: Gréficos das curvas de calibracio de cada analito na analise
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Tabela 2- Equacdes lineares GC-MS/MS em amostras de Batata e Tomate

FAIXA DE
A B R?
ANALITO CONCENTRACAO (pg.pL™?)

‘, Azoxistrobina 20-1000 11,28775 -176,163 0,997782
Bifentrina 20-1000 483,7639 -38,6346 0,999747
Carbofuran 20-1000 395,4616 3330,281 0,996991
Chlorotalonil 20-1000 283,1888 -16,4964 0,999945
Clorpirifés 20-1000 124,1753 2621,692 0,999528
Clorfenapir 20-1000 88,78794 -39,9704 0,998381
Etofenprox 20-1000 1246,34 -1970,87 0,999675
Famoxadone 20-1000 32,76867 -421,503 0.997638
Metalaxil 20-1000 283,6765 -353,46 0,999825
Procimidone 20-1000 957,9936 3339,518 0,999688
Tebuconazole 20-1000 301,5153 9377,043 0,999789

linear.

de batata e tomate

a= coeficiente angular; b=coeficiente linear (intercepto da reta quando x=0); R*= coeficiente de correlagio

Tabela 3- Limites de Detecgfio e Limites de Quantificacio da mistura dos analitos analisados em amostras

PADRAO BATATA FEIJAO
ANALITOS | ; 5 meKg! | LOQ mgKg' | LOD mgKg"! | LOQ mgKg' | LOD mgKg” | LOQ mgKg
Azoxistrobina 0,0025 0,0082 0,005 0,0165 0,0042 0,0138
Bifentrina 0,0003 0,0009 0,001 0,0033 0,0018 0,0059
Carbofuran 0,00007 0,00023 0,0002 0,00066 - -
Chlorotalonil 0,00015 0,00049 0,0005 0,0016 0,0002 0,0006
Clorpirifés 0,0005 0,0016 0,0015 0,0049 0,0012 0,0039
Clorfenapir 0,0003 0,0009 0,0015 0,0049 0,0011 0,0036
Etofenprox 0,0001 0,00033 - - 0,0003 0,0009
Famoxadone 0,0025 0,0082 0,0055 0,0181 0,0047 0,0155
Metalaxil 0,0003 0,00099 0,001 0,0033 0,0014 0,0046
Procimidone 0,0001 0,00033 0,0004 0,0013 . .
Tebuconazole 0,0005 0,0016 0,003 0,0099 0,0025 0,0082

" Em Smg de massa injetada




Como se observa na Tabela 3 os limites de detecgdo (LOD) calculados para o método
demonstraram que o mesmo mostrou sensibilidade para a detecgdo dos analitos estudados. Da
mesma maneira, o limite de quantificagdo (LOQ) também permitiu quantificar concentragdes
menores que os LMRs dos mesmos indicando que o método ¢ suficientemente sensivel para a

analise realizada.

Tabela 4- Repetibilidade e Recuperacio dos analitos em solu¢io padriio e em amostras de batata e tomate

|

E MATRIZ ANALITO | CONCENTRACAO (pg) N(I;II{)EI?(S(?\S’ %) RECUPERACAO (%)

| PADRAO  Azoxistrobina 20 0,9509 k

’ 100 0,3089 _

' 1000 0,4577 B

Bifentrina 20 0,3942 B

100 0,4760 .

1000 0,4951 _

‘ Carbofuran 20 0,1832 _

| 100 0,3131 _

1000 0,4630 y

Chlorotalonil 20 1,1706 _

* 100 0,0708 )

1000 0,2935 )

Clorpirifos 20 0,7027 b

100 0,6052 5

1000 0,7744 N

Clorfenapir 20 1,3599 _

100 0,1247 )

1000 1,5309 )

Etofenprox 20 0,2122 ‘.

100 0,0378 )

1000 0,6436 _

Famoxadone 20 2,0915 .

100 ' 0,2394 )

1000 0,6527 y

Metalaxil 20 0,6063 3
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Procimidone

Tebucnazole

BATATA  Azoxistrobina

Bifentrina

Carbofuran

Chlorotalonil

Clorpirifés

Clorfenapir

Famoxadone

Metalaxil

Procimidone

100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20

100
1000
20
100

1000

20

0,0541
1,0568
0,3555
0,04823
0,2931
0,4934
0,9339
1,3975
0,9829
1,1406
1,4416
0,4006
0,4754
0,2228
0,2757
0,2911
0,2471
1,1755
1,1158
0,7286
0,7374
0,6266
0,7435
1,4526
0,2457
0,1161
2,0368
0,2356
0,2913
0,3971
0,0480
0,3062

0,1760

103,07
97,90
97,95
104,27
98,19
98,71
i
104,14
101,5
99,55
98,77
100,80
102,44
103,24
98,84
102,89
101,54
100,31
103,70
93,34
96,32
109,67
99,37
99,38

100,59

|
|
|




Tebuconazole

TOMATE Azoxistrobina

Bifentrina

“Eioienprox

| : | Chlorotalonil

Clorpirifés

Clorfenapir

Famoxadone

Metalaxil

Tebuconazole

100
1000
20
100

1000
20

100
1000
20 -
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100
1000
20
100

1000

0,1118

0,1678
0,3505
0,06969

0,3851
0,1816

0,5546
0,4857
0,4212
0,0462
0,0476
v217
0,1002
0,4326
0,3451
0,5837
0,3212
0,7051
0,3552
0,3586
0,7338
0,3029
0,0568
0,4761
0,2747
0,2883
0,2791
0,4803

0,3093

101,51
102,45
104,09
96,25

97.91
96,32

98,95
98,75
102,84
98,72
98,70
1044
98,75
98,71
99,96
101,57
100,56
99,07
101,15
98,5
99,73
102,18
100,2
98,73
97,32
97,32
102,84
97,68

98,38




Foram calculados a Concentragdo Média (M) e o Desvio Padrdo Estimado (dp), dos
quais se obteve os Coeficientes de Variagdo (CV). Como evidenciado na Tabela 4 os
Coeficientes de Variagdo encontrados para as analises de Precisdo no dia ficaram entre
0,0480% e 2,0368% para amostras de batata e entre 0,0361% e 1,7281% para as amostras de
tomate. Em métodos de andlises de tragos ou impurezas, sdo aceitos Coeficientes de Variagéo
(CV) de até 5%, dependendo da complexidade da amostra. [20]

O coeficiente de variagdo obtido no célculo da precisdo no dia foi de 1,5% para batata
e 1,3% para o tomate enquanto que o obtido entre os dias (precisdo intermedidria) de analise
foi de 0,83% para a batata e 0,53% para o tomate garantindo assim uma adequada precisdo do
método para ambas as amostras, visto que a legislagdo admite valores até 5 % para o cv. [20]
Nao foram feitos estudos de reprodutibiliade.

A Linearidade do método € verificado na figura 1 e na tabela 2, respectivamente pela
inclina¢do da reta resultante da curva analitica e pelo coeficiente de correlagdo linear (RZ) de
aproximadamente 0,99 , o qual deve ser igual ou superior a 0,98 de acordo com a ANVISA
[20]

A Seletividade do método se apresentou pela capacidade do mesmo de quantificar com
exatiddo os analitos estudados em presenga de interferentes existentes na matriz tais como,
isdmeros, metabolitos, substancias endogenas, impurezas, produtos de degradacdo e outros.
Foram feitos testes de pureza de pico com o auxilio da espectrometria de massas em
aproximadamente 26 amostras de batata e tomate insentas dos compostos estudados (amostras
branco). Foi realizada a verificagdo de interferentes presentes nas regides esperadas de elui¢do
dos analitos de interesse, 0 que poderia levar a uma identificagdo falsa. Nem a identificagéo,
nem a quantificagdo dos analitos alvos foram influenciadas pela presen¢a de interferentes, ou
seja, a resposta de picos interferentes no tempo de retengéo do analito foi inferior a 20% da
resposta do LQ como exigido pela ANVISA. [19,20,21]

No caso do analito famoxadone observou-se que sua identidade e consequente
quantificagdo correta somente foi possivel pela determinagdo de estabelecer como critério o
tempo de retengdo do analito e a presenga obrigatéria do seu menor ion filho apds o emprego
dos filtros do espectro de massa com sua respectiva energia de quebra de ion.

A exatiddo do método, determinada pela recuperagdo mostrou-se entre 93,34% e
109,67% para a batata e entre 96,32% e 104,27% para o tomate, ficando dentro das
especificacdes de 80% a 120%.



4. CONCLUSAO

A validagdo ¢ essencial para definir se métodos desenvolvidos estdo completamente

adequados aos objetivos a que se destinam, a fim de se obter resultados confidveis que
possam ser satisfatoriamente interpretados. Esta forma, possibilita o conhecimento das
limitagGes e da confiabilidade nas medidas realizadas nas analises.

Neste estudo, uma rapida e simples técnica de analise por CG-MS/MS foi desenvolvida e
validada para determinag¢do simultdnea de 10 pesticidas em amostras de batata e de 9 em
amostras de tomate. O método desenvolvido mostrou parametros de validaggo satisfatorios
porém, dificuldades evidenciadas em métodos multiresiduos devido a influencia da natureza e
concentragdo do composto de interesse e da matriz foram observadas.

Nos casos relatados foram obtidas recuperagbes para as amostras de batata entre
93,34% e 109,67% e Coeficientes de Variagdo entre 0,048% e 2,0368%, ja para as amostras
de tomate as recuperagdes ficaram entre 96,32% e 104,27% e Coeficientes de Variagdo entre
0,0361% e 1,7281%. Ambos os casos estdo enquadrados na faixa recomendada pela ANVISA

para os niveis de concentragdo investigados assegurando sua aplicabilidade em andlises de

rotina.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
82 CESAR LATTER

DESENVOLVIMENTO DE COLECAO




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] INSPECTIE W&V . Report of monitoring Results Concerning Directive 90/642/EEC,
86/362/EEC and recommendatién 96/738/EU. The Netherlands, 1998.

[2] NFA - NATIONAL FOOD ADMINISTRATION. Pesticide Residues in Food of Plant
Origin /1997. Suecia, 1998.

[3] MAFF - MINISTRY OF AGRICULTURE, FISHERIES AND FOOD. Annual Report of
the Working Party on Pesticide Residue 1998. London. 1999.

[4] AUSTRALIA - DEPARTMENT OF AGRICULTURE, FISHERIES AND FORESTRY.
Report on the Australian National Residue Survey 1 January to 30 June 1999. Results,
Canberra, 2000.

[5] USDA - UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE. Pesticide Date
program : Annual Summary Calendar Year 1998. Washington, DC, Jan/2000.

[6]_Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria. Informagdes do setor. Disponivel em
<http://www.anvisa.gov.br/>. Acessado em10/02/2006.

[7]1 GEBARA, A. B. Pesticide residues in fruits analysed by the Instituto Biologico de Sdo
Paulo from 1990 to 1995. In: IUPAC/GARP Workshop on Pesticides. Uses and

Environmental Safety in Latin American. Sdo Paulo, 13-16 outubro, 1996.

[8] ZANDONA, M.; ZAPPIA, S.V. Residuos de Agrotéxicos em Alimentos: Resultado de

cinco anos de monitoramento realizado pela Secretaria de Saude do Parana. Pesticides: R.
Ecotox. e Meio Ambiente,Curitiba, v.3, n. 3, p. 49-95, 1993.

[9] IMOTO, M. N.; JESUS, D.A.; QUEIROZ, V.S. e NOGUEIRA. K.S. Apresentagdo dos
~ Resultados do Monitoramento de Residuos de Agrotéxicos em Produtos Organicos (frutas e
| legumes), realizado pelo Laboratério de Toxicologia do LACEN-PR. In: XII Encontro
- Nacional de Analistas de Alimentos . ENAAL, CT-RS 12, Macei6 - AL, 2000.

[10] BRITO, N. M.; DE AMARANTE JR, O. P.; POLESE, L.; SANTOS, T. C. R;
RIBEIRO, M. L. Avalia¢do da exatiddo e da precisdo de métodos de analise de residuos de
pesticidas mediante ensaios de recuperacdo. Pesticidas: R. Ecotoxicol. E Meio Ambiente,
Curitiba, v.12, p. 155-166, jan./dez. 2002.

[11] ORTELLI, D., EDDER, P., CORVI, C. LC-MS/MS Multiresidue Method used for the
analysis of pesticides in fruits and vegetables. Geneve- Suisse, 2003.

[12] A. Sannino, P. Mambriani, M. Bandini, L. Bolzoni, J. AOAC Int.79 (1996) 1434.

13] A. Sannino, P. Mambriani, M. Bandini, L. Bolzoni, J. AOAC Int.78 (1995) 1209.

83



[14] Maynard, A. W.; Chemtech. 1999, 20, 1517.

[15] US Environmental Protection Agency;. Method 8260B - Volatile Organic Compounds by
Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS), Revision 2, CD-ROM, 1996.

[16] International Conference on Harmonisation (ICH); Guidance for Industry Q2B: Text on
Validation of Analytical Procedures, November 1996.

[17] Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); Resolugdo 899 de 29 de maio de
2003 — Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos.

[18] US Environmental Protection Agency; Method 8000B — Determinative Chromatography
Separations, CD-ROM, 1996.

[19] US Environmental Protection Agency; Test Methods SW846 - Test Methods for
Evaluating Solid Wastes, Chapter One: Quality Control, Revision 1, 2005.

http://www.epa.gov/epaoswer/hazwaste/test/main.htm, acessada em Janeiro 2007.

[20] F.M. Langas, Validagdo de métodos cromatograficos de analise. V.6. Sdo Carlos; Editora
Rima, 2004.

[21] ANVISA- AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolugio RE n°
899, de 29 de maiode 2003.

[22] INMETRO- INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL.Orientacdes sobre validagdo de métodos de ensaio quimico,
DOQ-CGCRE=008, 2003.




CONCLUSOES GERAIS

Na busca de rapidez e qualidade para atender a crescente demanda de analises

necessarias para monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos, a aplicagdo de

métodos multiresiduos (MR) aliados a cromatografia a gas ou liquida com detecgdo por
espectrometria de massas (EM ou MS) apresentadas neste trabalho, certificaram que esta
técnica, demonstrou-se eficiente na analise de substincias toxicas em nivel de tragos em
alimentos, no sentido de terem sido atingidos os Limites de Quantificagio (LQ) abaixo dos
Limites Méaximos de Residuos (LMR) dos compostos de interesse. De ter sido possivel,
detectar todos os compostos que se desejou analisar, sendo um grande nimero de analitos de
diferentes classes simultaneamente e da possibilidade de confirmar a identidade dos mesmos
com exatiddo, gracas aos diferentes modos de varredura e ionizagdo que puderam ser
utilizados.

No estudo isso foi observado pelos resultados de precisdo no dia obtidos para as
amostras de batata (CV entre 0,28% e 2,8%) e feijdo (CV entre 0,36% e 2,8%) em andlises
por LC-MS/MS e amostras de tomate (CV entre 0,047% e 1,72%) e batata (CV entre 0,048%

2,036%) em analises por GC-MS/MS, pois todos estdo dentro dos limites preconizados pela
ANVISA e Inmetro que foram os o6rgdos legisladores utilizados na elaboragdo do trabalho. A
exatiddo representada pela recuperagdo do método foi outro parametro com resultados para as
amostras de batata (entre 98,86% e 105,04%) e feijdo (entre 99,85% e 103,9%) para andlises
por LC-MS/MS e amostras de tomate (entre 96,32% e 104,4%) e batata (entre 93,34% e
109,67%) para por GC-MS/MS dentro do exigido pelos 6rgdos normatizadores.

O uso, tanto da Cromatografia a Gas (GC) quanto da Liquida (LC) se torna
indispensavel, pois cada uma atende as necessidades especificas de cada componente, ou seja
compostos 16nicos, polares e termicamente instaveis ou ndo volateis se adaptam melhor a
Cromatografia Liquida enquanto que as caracteristicas contrarias sio melhor analisadas na
Cromatografia a Gés.

Apesar da grande seletividade da técnica MS/MS, alimentos sdo matrizes muito
- complexas, das quais nem sempre € possivel extrair o analito sem que interferentes estejam
%)‘resentes nos extratos obtidos, sendo muitas vezes necessdria uma etapa adicional de
cleanup” no preparo da amostrao que supriu-se com o uso da técnica de GPC. Outra

limitagdo da aplicagdo da cromatografia com detec¢do por espectrometria de massas em
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analises de rotina com métodos multiresiduos € que varios parametros instrumentais tém que

ser otimizados para cada analito, como energia de ionizacdo, ajuste das janelas de scans,
energia de dissociag¢do (quando se utiliza DIC), para que sejam obtidos espectros de massas
com abundancias relativas adequadas dos ions de interesse.

A capacidade da espectrometria de massa de fornecer informagdo estrutural com
exatiddo, permitiu a realizacdo da distingdo entre compostos isobéricos de interesse ou
provenientes da matriz, quando estes produziam um espectro de massas com fragmentos de
ions distintos. Mas, caso alguns destes compostos gerem espectros com fragmentos de mesma
massa, 0 MS/MS nao € capaz de distingui-los. Em alguns casos, a aplicagdo de apenas MS
possibilita a diferenciagdo destes tipos de analitos, porém, na maioria dos casos causa uma
diminuig¢do da detectabilidade, seletividade e aumento na razdo sinal/ruido. No emprego do
MS/MS observou-se uma maior seletividade, o que reduz a necessidade de se obterem
separagdes cromatograficas com grande resolucdo, uma vez que esta técnica permitiu
identificar e, muitas vezes quantificar, compostos que coeluem, entretanto, os dados obtidos
com MS/MS nio sdo mais complexos que aqueles provenientes da MS.

Segundo a literatura, e como pode ser observado no trabalho uma das principais
vantagens de se acoplar a cromatografia 8 MS/MS € que esta permite a identificacdo de
compostos com alto grau de confianga, o que ndo seria possivel apenas com base nas
caracteristicas de retencdo/elui¢do fornecidas por outros detectores utilizados em CLAE e GC.
Uma vantagem muito importante ¢ que, quando os analitos de interesse fazem parte de uma
mistura, apenas utilizando a técnica espectrométrica, o espectro obtido apresenta ions de todos
os componentes desta mistura e a identificagdo de cada um ¢ feita com maior dificuldade.
Mas, gracas a combinacdo desta técnica com a capacidade de separagdo da cromatografia, na

maioria das vezes compostos “puros” sdo introduzidos no espectrometro de massas, de

maneira que podem ser identificados de forma inequivoca.




