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RESUMO

O mamao (Caricapapayal.) possui grande importancia social e econémica. E um
alimento amplamente utilizado em dietas alimentares por ser excelente fonte de
calcio, pré-vitamina A, vitamina C (acido ascoérbico) e do complexo B, sais minerais
como célcio, potassio e magnésio. No Brasil, 0 mamao é produzido, sobretudo, na
regido nordeste, com destaque para o estado da Bahia que concentra no Extremo
Sul a maior produgéo do fruto. A cultura do mamoeiro é altamente suscetivel a
pragas e doengas ocasionando perdas pos-colheita. Por conta disso, o uso
indiscriminado de defensivos agricolas, também denominados de agrotéxicos ou
agroquimicos, tem se tornado frequente, acarretando em problemas relacionados a
seguranca alimentar. No presente trabalho, o0 método QUEChERS foi modificado,
validado e aplicado na determinacdo de residuos dos agrotéxicos carbofurano,
tiametoxan, tiabendazol, imazalil, tebuconazol, bifentrina, procloraz, difenoconazol e
azoxystrobina por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS).Diferentes parametros que influenciam na eficiéncia da extracao
foram avaliados: tipo e quantidade de adsorvente, massa de amostra (g), massa de
MgSOas (g), massa de NaCl (g), massa de PSA, tempo de sonicagdo (min.),
Velocidade de centrifugacao (rpm) e Tempo de centrifugacdo (min). As variaveis que
influenciaram significativamente no processo de extracdo foram: massa de amostra,
massa de NaCl e massa do adsorvente PSA (o mais adequado para o método
desenvolvido e para a amostra utilizada). Os melhores resultados foram obtidos
utilizando-se 1,45g de NaCl, 10 g de amostra e 300mg de PSA. Na validacéo foram
avaliados o efeito da matriz, a linearidade das curvas analiticas, LOD, LOQ, preciséo
e exatiddo. O método QUEChERS modificado apresentou linearidade entre 25,0 e
1.200 pg.kg?t, LOD de 2,5 pug kgt e LOQ igual a 25,0 ugkg?. Todas as curvas
analiticas apresentaram valores de r maiores que 0,98. As recuperacdes e CV
(%)estavam dentro do intervalo aceitavel para andlise de residuos, que é de 20%, no
estudo da repetitividade. Para a precisdo intermediaria, os valores do CV (%)
variaram entre 10,2 % e 18,9%. O efeito matriz (ME) avaliado para todos os
compostos pelo método QUEChERS modificado, foi compensado com a calibragao
por superposicao na matriz. O método foi aplicado na analise de amostras coletadas
em Salvador-BA e em cidades o interior da Bahia. Nas amostras de Salvador foram
detectados residuos de quatro compostos e nas amostras do interior do
estadodetectou-se residuos de cinco compostos. Entretanto, as concentracdes
estavam abaixo dos valores estabelecidos pela Legislacédo Brasileira.

Palavras-chave: QUEChERS, Carica papaya L, GC-MS,agrotoxicos, planejamento
multivariado.
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ABSTRACT

The papaya (Caricapapayal.) has significant social and economic importance. It is
widely used in alimentary diets due to its relevant source of pro-vitamin A, vitamin C
(ascorbic acid) and of the complex B and mineral salts as calcium, potassium and
magnesium. In Brazil, papaya is grown, mainly, in the northeast, especially in the
state of Bahia, whose extreme south owns the highest production of the fruit. The
culture of papaya tree is highly susceptible to pests and diseases implicating losses
after harvesting. Due to this, the indiscriminate use of agricultural pesticides has
been more frequent and this facts leads to major issues related to food safety. In the
present work, the method QUEChERS was modified, validated and applied in the
determination of residues of the agricultural pesticides - carbofuran, thiamethoxam,
thiabendazole, imazalil, tebuconazole, bifenthrin, prochloraz, difenoconazole and
azoxystrobin - by means of gas chromatography associated with mass spectrometry.
Different parameters that has influence in the efficiency of the extraction were
evaluated: type and quantity of adsorbent, weight of the sample (g), weight of MgSOa
(g), weight of NaCl (g), weight of PSA, time of sonication (min.), centrifugation
velocity (rpm) and time of centrifugation (min.). The variables that had the most
significant influence in the the extraction were: weight of the sample, weight of NaCl
and weight of the adsorbent PSA (the most adequate for the method applied and for
the sample used in this work). The best results were obtained using 1.45g of NaCl,
10 g of sample and 300mg of PSA. In the validation it was evaluated the matrix
effect, the linearity of the analytical curves, LOD, LOQ and accuracy. The method
QUEChERS modified has presented linearity between 25.0 and 1,200 pg.kg?, LOD
of 2.5 ug kg! and LOQ equal to 25.0 pgkg™. All analytical curves have presented r
values higher than 0.98. The recovery and CV (%) were within the acceptable range
for the residue analysis, which is 20%, in the repeatability study. For intermediate
accuracy, the values of CV (%) varied between 10.2 % and 18.9%. The matrix effect
(ME) evaluated for all compounds by the method QUEChERS modified was
compensated with calibration by superposition in the matrix. The method was applied
in the analysis of the samples collected in Salvador-BA and in other cities of Bahia
state. In the samples of Salvador it was detected residue of four compounds and in
the samples from other cities it was detected residue of five compounds. However,
the content was lower than the values established by the Brazilian Legislation.

Keywords: QUEChERS, Papaya, Carica papaya L, CG-EM, pesticides, multivariate
planning.
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Capitulo 1 — Introdugéo

CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1Consideracdes gerais

O crescimeto da populagdo mundial e o consequente aumento da demanda
por alimentos tém impulsionado o desenvolvimento de sistemas agricolas cada vez
mais intensivos e eficientes. Neste sentido, o uso de defensivos agricolas (também
denominados de agroquimicos, agrotoxicos, praguicidas, pesticidas etc.) para o
controle de pragas durante o cultivo, no ante e pos-colheita, tornou-se um recurso

essencial para garantir o bom rendimento da producéo agricola (Braibante, 2012).

Os defensivos agricolas sdo substancias quimicas manufaturadas para a
utilizacdo na agricultura, visando prevenir ou reduzir efeitos causados por pragas
consideradas nocivas, preservando-a da acdo danosa das mesmas (Silva, 2004).
Entretanto, muitas dessas substanciaspossuem elevada toxicidade, bem como
apresentam grande potencial carcinogénico e teratogénico. A utilizacdo inadequada
dessas substancias pode causar consequUéncias sérias a saude, tais como:
intoxicagBes agudas, cronicas e alteragfes do Sistema Nervoso Central. Além disso,
caracterizam-se por serem moveis e persistentes para 0s compartimentos
ambientais, acumulando-se no solo e na biota, podendo alcancar as aguas
superficiais por escoamento e as subterraneas, por lixiviagdo. Assim, devido aos
inimeros efeitos nocivos a saude, estas substancias sdo também classificadas

como agrotéxicos.

A presenca dos agrotéxicos em alimentos tem gerado preocupacdes. Entre 0s
alimentos, aqueles de origem vegetal sdo amplamente consumidos na forma in
natura, os quaisconstituem um dos principais meios de contaminacdo indireta e

involuntaria.

A determinagdo de residuos de agrotoxicos em alimentos € um importante
indicador da exposicdo humana e ambiental a esses compostos. Entretanto, o
grande desafio & conseguir analisar tais substancias em amostras ambientais ou em
alimentos devido as baixas concentracbes das mesmas nessas matrizes

consideradas complexas.



Capitulo 1 — Introdugéo

Por se tratar de matrizes complexas faz-se necessario a inclusdo de algumas
etapas extremamente importantes visando garantir a confiabilidade e sensibilidade
do método. Isso pode tornar a andlise cara e demorada, além de aumentar a
probabilidade de erros analiticos. Nos ultimos anos, tem ocorrido o desenvolvimento
de novos métodos analiticos para a determinacdo de residuos de agrotdxicos em
produtos agricolas, no intuitode aumentar a capacidade de andlise do ponto de vista

guantitativo e de simplificar as etapas do procedimento.

Nesse contexto, visando superar limitacdes praticas dos métodos de analise
multirresiduos disponiveis, Anastassiadeset al. introduziram um novo procedimento
de preparo de amostras para extracdo e andlise de residuos de agrotéxicos
denominado de "QUEChERS", do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe. Esse método, que tem como vantagem ser rapido, facil, econémico, efetivo,
robusto e seguro, explora as possibilidades oferecidas pela instrumentacdo analitica
moderna. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) é
utilizada com frequéncia para a determinacdo multirresiduos de agrotoxicos em
alimentos. A facilidade de acoplamento da cromatografia gasosa de alta resolucao
com o espectrOmetro de massas permite que a confirmagcdo da identidade e a
determinacdo de um grande numero de compostos organicos sejam feitas
simultaneamente. Os baixos limites de detec¢éo (LOD) obtidos séo conseqiéncia da
alta seletividade promovida pelo uso de diferentes modos como, por exemplo, o
modo SIM (do inglés, Selected lon Monitoring) que tem sido utlizado para
determinar residuos de agrotéxicos em alimentos e amostras ambientais (Presteset
al., 2009).

O mamédo é um fruto muito utilizado pela populacdo, sendoconsumido
principalmente na sua forma “in natura” ou também na forma de produtos
industrializados como tais comosucos, doces e geléias, na forma de frutas secas e
cristalizadas. Por ser um fruto susceptivel ao ataque de pragas como fungos, insetos
e acaros, no decorrer do cultivo e na pdés-colheita (principalmente em larga escala),
geralmente recebe aplicacdes periddicas de agrotéxicos com o intuito de controlar a
incidéncia de pragas e, consequentemente, aumentar a produtividade e garantir o

mercado para esse produto.
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Diante deste panorama, a determinacdo de residuos de agrotoxicos em
alimentos é importante devido ao risco que estes compostos oferecem a saude
humana, a sua persisténcia no meio ambiente, além da tendéncia de
bioacumulacdo. Sendo assim, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos com alta sensibilidade e eficiéncia capazes de detectar e quantificar

residuos de agrotdxicos em baixas concentracoes.
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1.10bjetivos

1.1.1Objetivo Geral

Desenvolver e/ou adequar um método analitico baseado no método QUEChERSpara

extracdo e determinacaode residuos de agrotéxicos em mamao e analise por GC-MS.

1.1.2ObjetivosEspecificos

e Desenvolver e/ou adequar um procedimento analitico, baseado na extracédo
pelo método QUEChERS modificado, para extrair da matriz mamao residuos
dos agrotéxicos aplicados em frutas;

e Obter as condicbes cromatograficas por GC-MS para andlise dosagrotéxicos
selecionados;

e Validar o método desenvolvido para a determinagéo de agrotéxicos em mamao;

e Demonstrar a aplicabilidade do método empregando GC-MS na determinacao
de residuos de agrotoxicos em amostras de mamao coletadas em diferentes

regides da Bahia.
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CAPITULO 2 — FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Agrotoxicos
2.1.1 Conceito

Alguns termos como pesticida, agrotdxico, praguicida, defensivo agricola,
dentre outros, sdo utilizados para denominar um grupo de substancias quimicas
naturais ou sintéticas utilizadas no controle de pragas e doencas de plantas. O
desenvolvimento dessas substancias foi impulsionado pelo anseio do ser humano
em ampliar a sua qualidade de vida, procurando aumentar a producao de alimentos,

na busca pela seguranca alimentar (Braibante, 2012).

O uso de defensivos agricolas é descrito como uma pratica utilizada desde a
antiguidade, onde os campos cultivados, principal fonte de alimento para o homem,
tornaram-se alvo do atagque de pragas, com prejuizos para a producdo.Essas
espécies se multiplicaram rapidamente e passaram a interferir no cultivo e,
indiretamente, no bem-estar das pessoas, sendo, por isso, consideradas como
"pragas" (Barbosa, 2004; Braibante, 2012).

Desta forma, ao longo do tempo o ser humano buscou maneiras para
combater as pragas que atacavam as plantacbes - desde rituais religiosos até o
desenvolvimento de substancias quimicas capazes prevenir, controlar ou destruir
diversos tipos de pragas. Nesse contexto, surge uma classe de substancias
qguimicas denominadas de defensivos agricolas, agroquimicos ou simplesmente,
agrotoxicos que passaram a ser amplamente utilizados (Barbosa, 2004; Braibante,
2012).

O decreto-lei 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei n° 7.802,
de 11 de julho de 1989 que trata sobre esse grupo de substancias/agentes no Brasil
e "dispOe sobre a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e
rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a propaganda
comercial, a utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificagcdo, o controle, a inspecao e a fiscalizacao de
agrotoxicos, seus componentes e afins, e da outras providéncias”, define agrotéxicos

como:
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‘produtos e agentes deprocessos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores deproducdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
naspastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim
de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos,
bem como as substancias de produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento”.

Segundo a Organizacdao das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO,

2003) os agrotoxicos sdo definidos como:

“‘qualquer substancia, ou mistura de substancias, usadas para prevenir,
destruir ou controlar qualquer praga, incluindo vetores de doencas
humanas e animais, espécies indesejadas de plantas ou animais,
causadoras de danos durante (ou interferindo na) a producao,
processamento, estocagem, transporte ou distribuicdo de alimentos,
produtos agricolas, madeira e derivados, ou que deva ser administrada
para o controle de insetos, aracnideos e outras pestes que acometem 0s

corpos de animais de criacédo.” (FAO, 2003).

2.1.2 Classificagéo

Os agrotéxicos abrangem um grande numero de substancias quimicas que
diferem bastante em suas propriedades quimicas e fisicas, com diferentes modos de

acao e grau de toxicidade, sendo divididos em classes, como mostradona Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo do agrotoxico de acordo com 0s organismos-alvo que se

deseja combater.

Tipo de Agrotoxico

Organismo-Alvo

Acaricidas
Algicidas
Bactericidas
Larvicida
Fumigantes
Fungicidas
Herbicidas
Inseticidas
Moluscicidas
Raticida

Acaros
Algas, plantas marinhas.
Bactérias
Larvas
Nematoides, fungos, insetos, etc.
Fungos
Plantas
Insetos
lesmas e caracois

Roedores

Fonte: Baird, 2002.

Além disso, os agrotoxicos podem ser divididos em dois grupos principais:
agrotoxicos de contato ou nao sistémicos e agrotéxicos sistémicos. Os agrotoxicos
de contato ou ndo sistémicos ndo penetram no tecido vegetal e, consequentemente,
nao sao transportados no sistema vascular das plantas. Os primeiros inseticidas,
herbicidas e fungicidas faziam parte desse grupo e tinham a desvantagem de serem
susceptiveis aos efeitos do clima, como vento, chuva e sol, deixando a planta
desprotegida contra o ataque de pragas. Os agrotdxicos sistémicos penetram na
cuticula da planta e movimentam-se pelo seu sistema vascular. Eles possuem a
vantagem de serem seletivos atacando apraga alvo e provocando um menor

impacto no ambiente (Silva, 2004).

Os agrotéxicos também sdo classificados de acordo com a classe
toxicolégica, como pode ser visto na Tabela 2. Os estudos laboratoriais com
exposicdo oral, dérmica e inalatoria determinamo valor de DLso, que é a dose
necessaria para causar a morte em 50% de uma populacdo selecionada para

determinar o efeito letal.
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Tabela 2. Classificacdo deacordo com classe toxicologica.

Classificacéo Classe DLso Cor da
Toxicolégica | (mg/kg em ratos) embalagem

Extremamente Toxico I <5,0

Altamente Toxico Il 5,0-50,0 Faixa amarela

Moderadamente ToOxico 1 50,0 —500,0

Pouco Toéxico \Y, 500,0 — 5000,0

Relativamente Toxico Vv > 5000,00

Fonte: ANVISA, 2005.

Além das classificacdes citadas, os agrotéxicos também sdo divididos quanto
a classe quimica, sendo abordados neste trabalhoos carbamatos, neonicotindides,

benzimiazois, Imidazois, triazois e piretréides.

Os carbamatos sao substancias organicas derivados do acido carbamico. Sao
fortes inibidores da enzima colinesterase e sdo muito téxicos para o ser humano,
assim como os organofosforados e organoclorados. As colinesterases sdo enzimas
encontradas nas sinapses colinérgicas no sistema nervoso central (SNC), periférico
e autbnomo (Nero et al., 2007). Os primeiros carbamatos foram colocados no
mercado por volta de 1950. Eles séo frequentemente utilizados como alternativa aos
organoclorados e aos organofosforados e provocam uma sintomatologia similar

durante as exposi¢cdes agudas e cronicas (Filho, 2010).

Figura 1. Estrutura do acido carbamico.

HsC - //o
VAR

Os neonicotindides constituem uma nova classe de inseticidas, com um novo

modo de acdo. Eles foram sintetizados a partir da nicotina natural (Figura 2) e

8
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sdoconsideradosa classe de inseticidas sintéticos maisimportantes das ultimas trés
décadas (Ford et al., 2011).

Figura 2. Férmula estrutural da nicotina.

Piretroides séo inseticidas de origem vegetal e sdo derivados quimicos das
piretrinas. O piretro é obtido da trituracdo de flores de algumas plantas pertencentes
ao género Chrysanthemum, familia Compositae e espécie Cinerariaefolium.A
atividade inseticida do piretro foi observada no século XIX. No ano de 1924
descobriu-se que os componentes ativos do piretro, as piretrinas, sao ésteres
formados pela combinacdo de dois &acidos e trés alcodis. Com a descoberta dos
constituintes ativos dos piretroides naturais, foram desenvolvidos piretroides
sintéticos semelhantesmais simples, mais potentes e com baixa toxicidade aos
mamiferos. Os piretroides tém sido considerados como uma das classes de
inseticidas com maior potencial na agricultura devido a sua curta persisténcia no
meio ambiente e alta atividade para insetos. Entre os piretréides, pela sua utilizacao
na agricultura, destacam-se a bifentrina, cipermetrina, deltametrina, fenpropatina e
permetrina (Filho, 2010).

Figura 3. Férmula estrutural de piretrinas.

Piretrina |, R = CH3 \
Piretrina Il, R= CO2CH3
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Os benzimidazéis sao utilizados na agricultura como fungicidas no controle de
organismos patogénicos, em tratamentos pré e poés-colheita (Filho, 2010). Séo
sistémicos com acéao curativa e protetora, atuando na inibicdo da mitose e na divisao
celular. Os fungicidas sistémicos desse grupo como tiabendazol, benomil, tiofanato
metilico e carbendazim se caracterizam pela alta seletividade atuando em poucos
processos do metabolismo dos fungos. Os benzimidazéis sdo compostos
heterociclicos com um anel de cinco membros contendo dois atomos de nitrogénio
condensado a um anel aromatico. Entre o0s benzimidazdis, o primeiro
compostodesenvolvido foi o tiabendazol (Figura4), introduzido em 1961 como um
vermifugo, utilizado em medicina humana e veterinéria (Silva e Melo, 2009).

Figura 4. Férmula estrutural do benzimidazol.

N

)

N

Os triaz6is sdo compostos heterociclicos com um anel de cinco membros
contendo dois atomos de carbono e trés atomos de nitrogénio. Sao fungicidas
sistémicos com acdo protetora e curativa. Eles inibem a enzima especifica, C14-
desmetilase, resultando no crescimento fangico anormal e, consequentemente, na
morte (Filho, 2010).

Figura 5. Férmula estrutura do triazol.

10
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2.1.3 Historico e evolugdo do consumo

Neste novo milénio, um grande desafio para a humanidade é a producdo de
alimentos para uma populacdo em expansdo. Em 2050, o planeta contard com
aproximadamente nove bilhdes de seres humanos segundo as Ultimas estimativas
da ONU. Apenas para alimentar corretamente uma determinada populagdo, sem
subnutricdo nem caréncia, a quantidade de produtos vegetais destinados a
alimentacdo dos seres humanos e dos animais terd que dobrar no mundo inteiro
(Mazoyer& Roudart, 2010).

No modelo agricola atual, os agrotdxicos sdo considerados indispenséaveis por
serem utilizados na agricultura para atender a demanda alimentar, promovendo
ocontrole de pragas, no ante e pos colheita, tornando-se um recurso importante para

garantir a expansao da producao agricola (Sherol et al., 2010).

O uso dos agrotoxicos € descrito como uma pratica utilizada desde a
antiguidade. Em 2500 a.C., os sumeérios ja utilizavam o enxofre no combate a
insetos. O piretro, ou p6é da Pérsia, proveniente de flores secas de plantas do género
Chrysanthemum cinerariaefolium e Chrysanthemum coccineu, era utilizado desde
400 a.C para controlar piolhos. No século XIV, os chineses comecaram a utilizar
compostos de arsénio para controlar insetos. Eles também desenvolveram outros
métodos de controle de pragas, incluindo o uso de ervas, Oleos e cinzas, para tratar
sementes e grdos armazenados, bem como compostos a base de mercurio e

arsénio para combater piolhos e outras pragas (Filho, 2010; Braibante, 2012).

No final do século XIX, foram sintetizadas diversas substancias com o objetivo
de controlar diferentes pragas, bem como misturas tais como enxofre e cal,
utilizadas no controle da sarna-da-macd, vetor de fungo. O arsenito de cobre,
também conhecido como verde de Paris, foi utilizado para controlar o besouro da
batata nos Estados Unidos. Derivados de fluoretos inorganicos, como o fluoreto de

sédio, foi utilizado no controle de insetos como formigas (Braibante, 2012).

Outros exemplos de inseticidas sdo a nicotina (Figura 2) e a rotenona,
substancias naturais orgénicas.A nicotina, extraida das folhas de fumo (Nicotiana

tabacum), comecou a ser utilizada no século XVII para controlar insetos em jardins.

11
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A rotenona (Figura 6) é isolada de raizes de Derris elliptica, planta comum na
Malasia e na Indonésia, e de espécies de Lonchocarpus, existentes na Africa e
Ameérica do Sul e, desde o final do século XIX, e utilizada para o controle de

lagartas.

Figura 6. Férmula estrutural da retenona.

Ressalta-se também o0s constituintes quimicos presentes no piretro cujos
responsaveis pela atividade inseticida sdo as piretrinas. Em razdo da baixa
disponibilidade e fotoinstabilidade, as piretrinas ndo sao usadas na agricultura, mas
apenas em ambientes domésticos. Esse fato colaborou para o desenvolvimento de
produtos fotoestaveis analogos aos produtos naturais, denominados genericamente

de piretroides.

Um marco importante na quimica agrotoxicos ocorreu em 1872, quando o
quimico Ottmar Zeidler, na Universidade de Estrasburgo, sintetizou a substancia
diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Figura 7). Mais tarde, o quimico Paul Miller
verificou que esta substancia possuia forte acéo inseticida. A partir da década de
1940, o DDT foi entdo muito usado em programas de saude publica, no combate
aosvetores transmissores da malaria, tifo, febre amarela e outras doencgas (Filho,
2010).

12
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Figura 7. Férmula estrutural do diclorodifeniltricloroetano.

Cl
Cl Cl

Cl I I Cl

Nas primeiras décadas do século XX, o controle de pragas no Brasil era feito
com produtos a base de substancias inorganicas ou produtos biolégicos. A partir da
terceira década do século XX, o aumento da producéo agricola e, principalmente, a
diversidade de culturas impuseram a utilizacdo de outras substancias com melhor

poder no combate as pragas (Galli et al., 2006).

Os agrotoxicos organicos sintéticos comecaram a ser utilizados em larga
escala a partir da década de 1940, durante a Segunda Guerra Mundial. Alguns deles
serviram de arma quimica nas guerras da Coréia e do Vietnd, a exemplo do
conhecido “agente laranja" (mistura de dois poderosos herbicidas: acido 2,4,5-
triclorofenoxiacético e acido 2,4-diclorofenoxiacético), utilizado como desfolhante.
Além de ter contaminado rios, mares e seres Vvivos nos ambientes em que foi
lancado, milhares de soldados e civis morreram em decorréncia dos problemas

possivelmente causados pela exposi¢cdo ao agente laranja (Lucchesi, 2005).

Ap6s a Segunda Guerra Mundial os agrotoxicos organicos sintéticos
passaram adominar o mercado mundial, 0 mesmo acontecendo no Brasil. Em 1946,
a empresaEletroquimica Fluminense iniciou a fabricacdo do fungicida BHC (1,
2,3,4,5,6-hexaclorociclo-hexano). Em1948, o inseticida Parathion passou ser
produzido no Brasil, pelaRhodia, e em 1950 comecou a fabricagcdo do DDT em uma
fabrica no Rio de Janeiro (Bull &Hathaway, 1986).

13
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Figura 8. Férmulas estruturais do BHC e parathion

Cl S. ,0-CH,
Cl cl /P\
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Cl Cl
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A partir da década de 50, os agrotoxicos, juntamente com os fertilizantes e as
maquinas agricolas, foram os promotores da chamada “Revolu¢cado Verde”, época
em que foram observadas profundas mudancas na agricultura bem como em seus
impactos sobre o ambiente e a salde humana.Os paises que tinham a agricultura
como principal base de sustentacdo econdmica, foram fortemente pressionados por
organismos financiadores internacionais para adquirirem essas substancias
(Lucchesi, 2005).

No Brasil, os agrotoxicos foram primeiramente utilizados em programas de
salde publica, no combate a vetores e controle de pragas, passando a ser utilizados
mais intensivamente na agricultura a partir da década de 1960 forcando a

implementacao da chamada “modernizagao da agricultura” (OPAS/OMS, 1996).

A efetiva instalacdo do parque brasileiro de producdo de agrotéxicos foi
impulsionada nos anos 70 com a criacdo do Programa Nacional de Defensivos
Agricolas, instrumento utilizado para a correcao das distor¢des entre o aumento do

consumo e o fraco desempenho da producg&o nacional de agrotéxicos.

Desde entdo, ocorreu o incremento e a disseminacdo da utilizacdo dos
agrotoxicos no Brasil, considerado um dos maiores consumidores mundiais,
resultando em inameros problemas, tanto de saude da populacdo como de
contaminagao do meio ambiente (OPAS/OMS, 1996).

E inegavel que a utilizacdo dos fertilizantes quimicos em conjunto com a

mecanizacdo das lavouras e a utilizacdo dos agrotoxicos de forma racional no
14
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combate a pragas nas diversas culturas agricolas proporcionou um amplo aumento
de produtividade, atendendo a crescente demanda por alimentos. Assim, o0 uso de
agrotoxicos na agricultura é oficialmente permitido pelos 6rgdos governamentais,
apos o devido registro de suas formulacdes para as diversas culturas nas quais

serédo utilizados (Menezes Filho, 2005).

Contudo, é importante ressaltar que apesar dos “beneficios”, os agrotdxicos,
por outro lado, representam um grande risco tanto a preservacdo do meio ambiente
como a saude publica e bem-estar da populacéo (Chu et al., 2005; Menezes Filho,
2010).

A utilizacdo inadequada dessas substancias pode causar sérias
consequéncias a salde, tais como: intoxicacBes agudas, doencas cronicas,
alteracdes do sistema nervoso central, irritacdes na pele e nos olhos, problemas
respiratérios, cancer em varios 6rgaos e distlrbios sexuais, como a impoténcia e a
esterilidade, ma formacao de fetos, até a morte (ANVISA, 2008; IBAMA, 2010;
Barbieri, 2006). Podem interferir também no ecossistemaalterando significativamente

os diversos segmentos da cadeia alimentar, causando mudancgas ao meio ambiente.

Embora o uso de agrotéxicos no Brasil pareca ser conduzido de forma
dispersa e descontrolada, existe no pais uma legislagdo com normas e critérios
estabelecidos, a qual se fosse cumprida pelos fabricantes, comerciantes, 6rgaos de
fiscalizacdo e agricultores, minimizaria consideravelmente os danos por eles
provocados (Londres, 2011). Entre os varios assuntos que a Leidos Agrotéxicos
regulamentou (Lei n°® 7.802 de 1989) esta o registroobrigatério de agrotoxicos. Pelo
risco a saude e ao ambiente, o registro desses produtos exige avaliacdo e deve
estarde acordo com as exigéncias dos Orgaos responsaveis pelos setoresda
Agricultura, do Meio Ambiente e da Saude, em seus respectivos Ministérios. Estéo
registrados no mercado brasileiro 434 ingredientes ativos, que, combinados,
resultam em pelo menos 2.400 formulagBes de agrotoxicos amplamente utilizados
nas lavouras. Das 50 substancias mais usadas no pais, 24 ja foram banidas nos

Estados Unidos, Canada, Europa e, algumas, mesmo na Asia (Kugler, H., 2012).

Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do

Observatorio da Industria dos Agrotoxicos da Universidade Federal do Parana, em
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abril de 2012, enquanto, nos ultimos dez anos, o mercado mundial de agrotdxicos
cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu 190%. Ressalte-se que no ano de 2008
o Brasil assumiu a lideranca mundial em consumo de agrotoxicos (ANVISA; UFPR,
2012).

As vendas totais de agrotoxicos no Brasil, em 2012, totalizaram US$ 9,710
bilhdes e em 2013 houve um acréscimo de 9,6% em relacdo ao ano anterior.De
acordo com o SINDIVEG, em 2013, entre 0s agrotoxicos maisvendidos estdo os

herbicidas, os fungicidas e os inseticidas, como mostrado na Figura 9, a seguir:

Figura 9. Agrotoxicos mais vendidos no ano de 2013.

Agrotoxicos mais vendidos no Brasil em 2013
(%)

1,3 7,2

11,4
M Herbicidas

M Inseticidas
Fungicidas

M Acaricidas

m Outros

Fonte: SINDIVEG, 2014.

Na Tabela 3 sdo mostrados dados do SINDIVEG, referente a distribuicdo de
consumo de agrotéxicos no Brasil por unidade federativa (UF), no periodo de 2011 a
2013.
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Tabela 3. Distribuicdo do consumo de agrotoxicos no Brasil por unidade federativa.

Valor (U$) = 1000
UF 2011 2012 2013
MT 1.749.144 2.077.814 2.507.964
SP 1.305.690 1.438.900 1.612.631
GO 827.739 1.001.025 1.158.940
MG 708.184 812.455 975.339
BA 662.245 769.197 852.768
MS 402.021 472.000 572.862
MA 123.771 166.616 201.652
OUTROS 2.688.761 2.952.741 3.572.130

Fonte: SINDIVEG, 2014.

Para controlar a exposicdo humana aos residuos de agrotdxicos presentes
nosalimentos e assegurar a saude publica, agéncias reguladoras de varios paises
tém criado programas de monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos.
No Brasil, que é detentor de um grande potencial agricola e o maior mercado
consumidor de agrotéxicos do mundo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) criou, em 2001, o Programa Nacional de Monitoramento de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos (PARA). Este programa tem o objetivo de avaliar
continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos de origem vegetal
que chegam a mesa do consumidor, fortalecendo a capacidade do Governo em
atender aos requisitos de qualidade quanto a oferta de alimentos seguros, evitando

assim, possiveis agravos a saude da populacao.
2.1.4 Efeitos do uso de agrotéxicos nasaude publica enomeioambiente

Os agrotoéxicos constituem um grande grupo de substancias quimicas que
podem trazer riscos e danospara a saude humana e, também, para o meio
ambiente. Apesar de os agrotéxicos constituirem uma pequena percentagem dos
poluentes totais, ndo deve haver negligéncia quanto ao seu uso inadequado. Mesmo
gue suas quantidades sejam minimas em comparacdo as dos minerais no solo, o
seu impacto no ambiente é consideravel (Silva et al., 2004). E possivel estimar o
comportamento de um agrotdéxico no ambiente desde a sua aplicacdo até o destino

final por meio do estudo das suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas.
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As propriedades gerais de cada agrotoxico governam a sua atividade
biolégica. A natureza, acéo e atividade de cada agrotoxico € determinada por sua
estrutura molecular, solubilidade em agua, pressao de vapor ecoeficiente de particdo
octanol/agua. Desta forma, a estrutura molecular da substancia determina,
parcialmente, o seu grau de interagcdo com o0 meio ambiente. A presenca de grupos
funcionais contendo oxigénio (O), nitrogénio (N) e enxofre (S), modificam as
propriedades fisicas, quimicas e biologicas do agrotdxico. Esses grupos geralmente
tendem a tornar as substancias organicas mais reativas e biologicamente mais
ativas. Alguns agrotéxicos ainda podem apresentam mais de um grupo funcional em
sua estrutura e a soma dos efeitos individuais dos multiplos grupos funcionais
determinam, no composto, suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas e,

consequentemente, seu comportamento e destino final (Silvaet al, 2004).

A solubilidade em agua de um agrotéxico € um parametro importante porque
indica a tendéncia que ele apresenta em ser carregado superficialmente no solo por
aguas de chuva ou de irrigacdo e atingir as aguas superficiais ou subterraneas.
Asolubilidade pode ser definida como a quantidade maxima de uma substancia
quimica que se dissolve em determinada quantidade agua pura a uma dada
temperatura e pH, podendo ser expressa em mols por litro, gramas por litro ou em
porcentagem de soluto / solvente.Esse parametro € de fundamental importancia nos
processos ambientais, uma vez que afeta o comportamento, transporte e destino
dos agrotoéxicos, especialmente a dispersao/distribuicdo entre os diversos
compartimentos (aguas, atmosfera, biota e solo). (Silva et al.,2004; Martins et
al.,2013)

7

A pressdo de vapor de um composto é definida como a pressdo a
determinada temperatura em que a fase vapor esta em equilibrio com a fase liquida.
Esta propriedade € uma funcdo do tamanho e dos grupos funcionais presentes
namoléculae é a principal propriedade utilizada para prever a sua entrada na

atmosfera em concentracdes significativas, por meio da volatilizagao.

s

O destino de um agrotoxico langado no ambiente é governado por um
conjunto de processos que estdo interrelacionados entre si: retencdo (adsorcao e

absorcdo), transformacdo (degradacdo quimica e biolégica), transporte (deriva,
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deposicao, volatilizacéo, lixiviagdo e carreamento superficial) (Figura 10) (Silva et al.,
2004; Tomita & Beyruth, 2002; Spadotto, 2006).

Figura 10. Destino dos agrotoxicos no meio ambiente.
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Sedimento
Fonte: Adaptado de Tomita & Beyruth, 2002.

O coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) € definido como a relacédo da
concentracdo de um agrotoxico na fase de n-octanol saturado em agua e a sua
concentracdo na fase aquosa saturada. Esse coeficiente influencia o transporte de
uma molécula organica, apos a sua aplicacédo, representando um equilibrioentre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas. Como os valores de Kowsdo muito altos,
normalmente sdo expressoscomo log Kow,. Os agrotéxicos lipofilicos (apolares)

apresentam logKow> 4 € 0s hidrofilicos (polares) possuem logKow< 4 (Torres, 2009)

Na Tabela 4sdo mostrados o grupo quimico, a formula estrutural, a férmula
molecular, a massamolar, o pKa, olog Kow, solubilidade em agua e pressao de vapor
e dos compostos selecionados neste estudo.
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Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos selecionados para estudo.

Massa LoaK Solubilidade Presséo
Grupo quimico Composto Férmula Molar pKa (2308 em de vapor
agua (mg L?) (mPa)
HsC o
N—C//
\O
H
Carbamato Ci12H15sNO3 221,3 - 1,7 322 8x1072
C CHg
CHj
Carbofurano
I
N s cl
Neonicotinoide )L H, \\( CgH10CINsO03S 291,71 - -0,13 4100 6,6 x10°
H;C——N N—=C \
o)
Tiametoxam
H
/
Benzimidazol N>_(\S C10H7N3S 201,25 4,73 2,39 30 5,30 x 10*
N NJ
Tiabendazol

Fonte: IUPAC, 2014
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Tabela 4.(Continuagao).

Gruno Massa LoaK Solubilidade Presséo
Quir?]ico Composto Férmula Molar pKa (2(? oé‘;” em de vapor
dgua (mg L?) (mPa)
H,C——G==CH,
Cl ?—O/
Imidazol o | C14H14CLN,O 297,2 6,49 2,56 142 0,158
N
)
N
Imazalil
HaC cH,
HO
CH,
Triazol C16H22CIN3O 307,82 5,0 3,7 36 1,3 x10°3
/N
N
Cl \\\>
N
Tebuconazol
Piretroide ! Ca3H2,CIF305 422.88 - 6.6 0,001 0,0178
Bifentrina

Fonte: IUPAC, 2014
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Tabela 4. (Continuagéo).

Gruno Massa LoaK Solubilidade | Presséao
Quir%ico Composto Férmula Molecular pKa (Zgoév)v em de vapor
agua (mg L?) (mPy2)
cl Procloraz
\/\ )k
Imidazol /\ C15H16C|3N302 376,7 3,8 3,5 26,5 0,15
H "
Cl Cl
Procloraz
Triazol o : m CioH17CLN:Os | 406,26 | 1,07 4,36 15 3,3 x10°
Difenoconazol
H3C\O
N
EGENY . I
Estrobilurina N C19H17CI2N303 403,4 - 2,5 6,7 1,1 X107
N\/N

Azoxistrobina

Fonte: IUPAC, 2014
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Os agrotoxicos se caracterizam por apresentar uma grande mobilidade,
serem toxicos, danosos para os compartimentos ambientais como o solo, agua e ar,
além de serem geralmente persistentes. Acumulam-se no solo e na biota ou ainda,
podem alcancar as aguas superficiais por escoamento e as subterraneas por
lixiviagdo (IBGE, 2011). A depender da toxicidade e do tempo de permanéncia no
meio ambiente, os agrotoxicos podem interferir em processos basicos do
ecossistema, como respiracdo do solo, ciclo de nutrientes, morte de peixes e aves,
bem como a reducdo de suas populacdes. Entre os efeitos indesejados relata-seo
aumento de resisténcia por determinadas pragas, ataque a insetos polinizadores ou
ainda, desequilibrios nos sistemas ecoldgicos, causando assim a eliminacdo de
predadores e competidores naturais de pragas (Soares, 2010; IBAMA, 2010; Peres
& Moreira, 2007; Meyer et al., 2007; Medeiros, 2008).

Um dos maiores perigos representados pelos agrotoxicos diz respeito aos
efeitos que eles podem provocar a saude da populacdo, principalmente daquelas
gue, no campo ou na industria, ficam expostas ao contato direto.Alguns agrotéxicos
demoram de trés a quatro anos para degradar e os produtos da degradacédo podem
ser tdo prejudiciais quanto a substancia original. As pessoas que apresentam maior
riscode contaminacdo pelos agrotoxicos sdo os aplicadores, preparadores de caldas
e responsaveis por depdsitos, que tem contato direto com os produtos. Hatambém
os trabalhadores que tem contato indireto ao realizar capinas, ro¢adas, colheitas etc.
Este segundo grupo é o de maior risco, uma vez que o intervalo de reentrada nas
lavouras ndo costuma ser respeitado e estes trabalhadores ignoram o uso dos

Equipamentos de Protecao Individual (EPI) (Londres, 2011).
Existem trés tipos de intoxicacao:

i) Intoxicacdo aguda: é aquela cujos sintomas surgem rapidamente, algumas horas
apos a exposicao. Trata-se de exposicéo, por curto periodo, a doses elevadas de

produtos muito toxicos;

i) Intoxicacdo subaguda ou sobreaguda: ocorre por exposicdo moderada ou

pequena a substancias demédia ou alta toxicidade.
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lii) Intoxicagdo cronica: caracteriza-se pelo surgimentotardio, aparecendo apenas

depois de meses ou anos da exposi¢cdoa concentracées moderas ou baixas.

Os consumidores também fazem parte do grupo de risco a sofrer intoxicacdes
causadas pelos agrotoxicos, uma vez que ao longo de varios anos, se alimentam de
produtos que podem conter residuos de agrotoxicos acima dos limites maximos

permitidos (Londres, 2011).

Atualmente, no Brasil, o registro dos dados de intoxicacado por agrotoxicos &
feito por dois sistemas: i) Sistema Nacional de Informacdes Téxico-Farmacolbgicas
(SINITOX) vinculado a Fundacgdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), que tem como principal
atribuicdo coordenar a coleta, a compilacéo, a andlise e a divulgacédo dos casos de
intoxicacdo e envenenamento notificados no pais; e ii) Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacdo (SINAN) vinculado diretamente ao Ministério da Saude, que
visa realizar a notificacdo deste agravo (intoxicacdo por agrotoxicos) e de outros
(Bombardi, 2011).

Na Tabela 5estdo os dados a respeito de envenenamentos ocorridos no Brasil
no ano de 2011.

Tabela 5. Eventos de envenenamento ocorridos no Brasil, 2011.

Agente/ Acidente Acidente Acidente Ocupacional Ingestéo de Tenctjitiva
Circunstancia Individual Coletivo Ambiental P Alimentos R
Suicidio

Agrotoxico 1215 82 7 1146 4 2305
uso agricola
Agrotéxico uso

- 1626 44 5 116 5 522
domeéstico
Raticidas 894 58 - 6 3 1437
Desinfectantes 9231 129 7 452 4 761
domiciliares

Fonte: SINITOX, 2014.

24



Capitulo 2-Fundamentacéo Tedrica

2.1.5 Residuos de agrotoxicos em alimentos

Nos ultimos anos tem havido uma inquietagdo crescente com relacdo a
presenca de residuos de agrotoxicos nos alimentos, devido aos possiveis efeitos
adversos a saude dos seres humanos se expostos por longos periodos,
especialmente em criangas que consomem maiores por¢oes de frutas e hortalicas

em relacdo a massa corporal quando comparados aos adultos (Queiroz et al., 2011).

Um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros esta
contaminado pelos agrotéxicos (Carneiro et al., 2012). Em geral, os agrotoxicos sao
empregados na maior parte das culturas, entretanto o que mais preocupa é o grande
consumo pela populacdo de determinados alimentos in natura (ANVISA, 2006).

Em 2012, a ANVISA, por meio do PARA, promoveu a coleta de amostras de
frutas e verduras, em26 Unidades Federativas e no Distrito Federal, gerando um
total de 1.665 amostras. Das amostras monitoradas, 29% dos resultados foram
considerados insatisfatérios por apresentarem residuos de produtos nao
autorizados, ou autorizados, mas em concentracfes acima dos limites maximos
permitidos. O limite maximo de residuo (LMR) é determinado a partir de dados
toxicolégicos e da Ingestao Diaria Aceitavel (IDA), que é a quantidade maxima de
agrotoxico que se pode ingerir por dia, ao longo da vida, sem que haja danos a

salde, em alimentos.

A expanséao da fruticultura esta contribuindo para o crescimento da economia
brasileira, sendo uma grande geradora de empregos e de divisas. Na ultima década
a producéo brasileira de frutas foi ampliada em 22,49%, de acordo com nuameros
oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Com uma producéo
de aproximadamente 40 milhdes de toneladas anuais e uma area plantada
aproximadamente de 2,5 milhdes de hectares, o Brasil ocupa a terceira posi¢ao no

ranking mundial dos maiores produtores de frutas, atras apenas da india e da China.

A fruticultura esta presente em todas as Unidades da Federacéo, destacando-
se S&o Paulo, que responde por 40% da producgéao nacional, o que corresponde a

19,2 milhdes de toneladas de um total de 45,0 milhdes de toneladas. Em segundo
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lugar vem a Bahia com um total de5,4 milhdes de toneladas (Anuario Brasileiro da
Fruticultura, 2013).

Com uma producédo diversificada e competitiva, a fruticultura ocupa posicao
de destaque no agronegdcio baiano. A grande extensao territorial da Bahia, terras
aptas, recursos hidricos abundantes e condi¢des climéticas favoraveis permitem a
producdo de diversas culturas, destacando-se 0 mamao, manga, cacau, maracuja,

graviola, pinha, coco e guarana (SEAGRI, 2011).
2.2A Cultura do mamao e a producdao brasileira

O mamoeiro € considerado como uma das fruteiras mais cultivadas nas
regides tropicais e subtropicais do mundo e consequlientemente 0 mamao é uma das
frutas mais consumidas pelos seres humanos. Por ser uma planta tropical, ele é
extremamente sensivel as geadas. A temperatura ideal de cultivo esta entre 21 e
33°C, chuvas entre 1.500 a 1.800 mm anuais (caso contrario necessitam
complementagdo com irrigagéo), e umidade relativa do ar entre 60% e 80%. Seus
frutos, conhecidos como mamao ou papaia sdo excelentes fontes de calcio, pro-
vitamina A, vitamina C (4cido ascorbico) e do complexo B, fonte de sais minerais
como calcio, potassio e magnésiopor isso sdo amplamente utilizados em dietas

alimentares (Serrano &Cattaneo, 2010).

Na literatura encontra-se divergéncia entre autores quanto ao provavel centro
de origem para a espécie Caricapapaya L. Ha relatos de que o mamao foi introduzido
no Brasil pelos espanhdis, sendo originario de uma regido compreendida entre o sul
do México e o norte da Nicaragua. Pelo fato de apresentar relativa facilidade de
adaptacao tem dado a varios paises a falsa impressdo que o0 mamoeiro originou-se
naquela regido. De um total de 22 espécies do género, Carica papaya L. é o mais
cultivado.Essa espécie distribui-se por varias regides tropicais e subtropicais do
mundo (Mendes et al., 1996).

As variedades de mamoeiro séo classificadas em dois grupos principais: Solo
e Formosa. O grupo Solo, no qual se encontra a maioria das cultivares de mamoeiro
utilizadas no mundo, apresentam frutos com peso médio de 350 a 600 g é
popularmente conhecido como mamé&o Papaya, Havai ou Amazobnia. O grupo
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Formosa é composto por mamoeiros hibridos que apresentam frutos com peso
médio de 800 a 1.100g (Figura 11).

Figura 11. Mamao papaia e mamao formosa. Imagem de 03/06/2014

Mamao papaia Mamao formosa

Economicamente, a cultura do maméo atende principalmenteao mercado de
consumo “in natura”. Entretanto, sua industrializagdo, por meio do aproveitamento
integral do fruto, oferece extensa gama de produtos e subprodutos, que podem ser
utilizados na industria de alimentos, téxtil, farmacéutica e racdo animal. A polpa do
fruto maduro € usada na industria para producdo de conservas, geléias, sucos e
néctares. No Brasil, os principais produtos industrializados sdo compotas, puré
asseptico e fruta cristalizada. Suas folhas e frutos produzem diversas proteinas
ealcaldides com importantes aplicacBes farmacéuticas e industriais. Neste contexto,
encontra-se a papaina, uma enzima proteolitica particularmente importante que é
encontrada no latexleitoso de frutos de mamao verde e pode ser associada na

protecdo contra predadoresfrugivoros e herbivoros.

A cultura do mamado vem ocupando lugar de destaque dentre as
frutascultivadas no BrasilLA producdo mundial do maméao representa 10% da
producdo mundial de frutas tropicais, girando em torno de oito milhdes de toneladas,
das quais 39% sao produzidas na América Latina e Caribe. Os principais produtores
mundiais s&o o Brasil, México, Nigéria, india e Indonésia. Dados do IBGE revelam
gue o Brasil produziu aproximadamente 1,87 milhdo de toneladas no ano de 2010. Na
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Figura 12 a seguir, observa-se o aumento da producdo de maméao no Brasil no
periodo de 1970 a 2010.

Figura 12. Desempenho da cultura do mamao no Brasil.
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Fonte: Embrapa, 2012.

Os principais produtores sédo os estados da Bahia, Espirito Santo, Rio Grande

do Norte e Ceara, como pode ser visto na Figura 13, com destaque para a Bahia que
lidera o ranking da producao nacional.
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Figura 13. Producéo agricola municipal, 2012.

Principais estados produtores de mamao no
Brasil em 2012

9%

H Bahia
6% M Espirito Santo

H Ceara

M Rio Grande do Norte

B Minas Gerais

32%

Outros

Fonte: Embrapa, 2012.

A regido nordeste do Brasil € reconhecida pela vasta producdo de mamao. No
estado da Bahia a producdo estad concentrada no Extremo Sul, visto que a regido
possui condi¢cdes climaticas favoraveis. Os principais municipios produtoressao
Alcobaca, Belmonte, Caravelas, Eundpolis, Guaratinga, Itabela, Itamaraju, Mucuri,
Nova Vigosa, Porto Seguro, Prado, Santa Cruz Cabralia e Teixeira de Freitas
(Araujoetal, 2010).

Os principais problemas da cultura do mamoeiro decorrem da sua
suscetibilidade a pragas e doencgas, ocasionando perdas tanto na producédo como na
fasepds-colheita. Dentre as causas, destacam-se as doencas ocasionadas por
fungosque séo responsaveis por 80 a 90% do total de perdas causadas por

fitopatdgenos, (Dantas et al., 2003).

Dentre as pragas de importancia econdmica do mamoeiro destaca-se a
doenca fungica denominada pinta preta ou variola, causada pelo fungo
Asperisporiumcaricae, e 0 acaro rajado Tetranychus urticae. A variola € a doenca
fungica mais comum na cultura, ocorrendo tanto em pomares comerciais como em

pomares domeésticos, o que dificulta um controle mais racional.

A infeccdo ocorre, comumente, na face inferior das folhas mais velhas, como

mostra a Figura 14. Os primeiros sintomas nos frutos séo verificados quando estes
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ainda pequenos e verdes, apresentam areas circulares com “aspecto encharcado”,
em cujo centro nota-se pontosesbranqui¢cados, 0s quais posteriormente tornam-se

pardacentos e salientes.

Pela alta frequéncia que ocorre e pelos danos que pode ocasionar ao
mamoeiro, particularmente diminuindo o valor comercial dos frutos, a doenga
constitui-se em um dos mais sérios problemas dessa cultura. As medidas de controle
recomendadas baseiam-se em préaticas potencialmente agressivas ao meio
ambiente, como é o0 caso da aplicacdo de fungicidas. Em certas regides,
dependendo das condi¢des climéticas, sdo exigidas até dez pulverizacdes ao ano
para garantir um controle eficiente (Filhoet al., 2007).

Figura 14. Lesdes da variola na face inferior da folha do mamoeiro.

Fonte:AGROFIT, 2013.

O acaro rajado Tetranychus urticae (Figura 15) € um artropode que também
estd associado a cultura do mamoeiro. O ataque deste &caro, que apesar de
pequeno é visivel a olho nu, ocorre preferencialmente nas folhas mais velhas. A
presenca da praga leva a um amarelecimento do limbo foliar, que € a superficie

achatada e ampla, com necrose e queda prematura das folhas.
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Figura 15. Acaro rajado.

Fonte: Toda fruta

Por ser a cultura do mamoeiro altamente susceptivel a pragas e doencas, a
aplicacdo de agrotoxicos € realizada com grande frequiéncia, caracterizando um
tratamento quimico bastante intenso. Atualmente 37 principios ativos séo registrados
e autorizados peloMinistério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para
serem utilizados na cultura do maméao (AGROFTI, 2013), os quais necessitam ser

estudados e monitorados.

2.3 Métodos paraandlise de residuos de agrotoxicos.

Os produtos agricolas como frutas, vegetais e cereais sdo monitorados pelo
MAPA, apresentando freqientemente residuos de agrotoxicos de diversas classes.
A determinacdo desses residuos requer uma etapa prévia de preparo de amostra,
gue € uma etapa crucial do métodoanalitico, tendo em vista a complexidade das
matrizes, além do fato deos analitos apresentarem propriedades quimicas distintas
eestarem em concentracdes muito baixas.Assim, é de fundamental importancia o
desenvolvimento de métodos multirresiduos capazes de promover a remocao dos
interferentes sem que haja perda dos analitos de interesse para que os resultados

das analises ndo sejam comprometidos (Prestes et al., 2009).
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A determinagdo de residuos de agrotoxicos desempenha um papel muito
importante para a estimativa da exposicdo humana e do meio ambiente a esses
compostos, permitindo avaliar a conformidade da producdo com as boas praticas
agricolas, possibilitando decisdes regulatérias comerciais visando garantir a
seguranca alimentar (Presteset al, 2009). Nos ultimos anos, diversos métodos
analiticos foram desenvolvidos para a determinacdo de residuos de agrotéxicos em
produtos oriundos da agricultura. E crescenteo interesse por procedimentos de
preparo de amostras que sejam rapidos, exatos, precisos, livres de solventes,

econdmico e de facil automacéo (Beyer& Biziuk, 2008).

Considerando o numero elevado de residuos de agrotoxicos encontrados em
alimentos, atualmente observa-se uma tendéncia na realizacdo de trabalhos
cientificos, com pesquisas que envolvem o desenvolvimento, a otimizacdo e
validacdo de métodos analiticos. Estes métodos sdo empregados, ndo somente para
determinar uma ou duas substancias na matriz de interesse, mas sim, para a
determinacao simultanea de muitos compostos de diferentes classes em uma Unica
analise, sendo entdo denominada de determinagcédo de multirresiduos de agrotoxicos
(Jardim & Andrade, 2009).

As técnicas de extracdo assistida por microondas (MAE), extracdo acelerada
por solvente (ASE), dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD), microextracdo em
fase sodlida (SPME), entre outras sdo utilizadas para a analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos. Entretanto, elas apresentam algumas desvantagens, tais
como: alto custo, baixa freqiéncia analitica, baixas recuperacdes, faixa linear de
trabalho curta, baixa reprodutibilidade endo adequadas para amostras com alto teor
de lipidios.Os pressupostos fundamentais para qualquer método que vise a
determinacao de residuos de agrotoxicos é que 0 mesmo garanta resultados exatos,
precisos e com baixos limites de deteccdo para uma gama de analitos, que remova
0S possiveis compostos interferentes da amostra, que seja robusto, de baixo custo,
rapido, de facil execucdo e seguros (Wilkowska & Biziuk, 2010). Com o intuito de
superar as limitacbes impostas pelos meétodos multirresiduos existentes,
Anastassiades et al. introduziram um novo procedimento de preparo de amostras
para extracdo e determinagcdo de residuos de pesticidas denominado QUEChERS

(Prestes et al., 2009). Otermo € um acrébnimo que advém do inglés Quick, Easy,
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Cheap, Effective, Rugged, Safe, que na lingua portuguesa significa rapido, facil,
econdmico, eficaz, robusto e seguro. O método QUEChERS apresenta o0s
requisitos necessarios para um bom método de extracdo de analitos de amostras
complexas, apresentando melhor eficiéncia do que os métodos tradicionais, 0s quais

séo geralmente mais complexos e demandam maior tempo de tempo.
2.3.1 Método QUEChERS

Em 2003, Anastassiades et al. desenvolveram um novo método de preparo de
amostras para extracdo e determinacdo de residuos de agrotoxicoscom o objetivo
de superar limitacGes praticas dos métodos de extracdo multirresiduos disponiveis
na época. Os autores se questionaram quanto as condi¢cdes de analise existentes,
pois alguns laboratdrios usavam métodos desenvolvidos ha 30 anos quando as
necessidades analiticas eram outras (Lehotayet al, 2010). A introducdo de novos
métodos mais rapidos e eficazes tornou-se essencial para melhoria da qualidade
das analises, bem como para a eficiéncia do laboratorio (Anastassiadeset al., 2003).

Deste modo, um novo procedimento de preparo de amostras para extracdo de
residuos de pesticidas foi introduzido e denominado QUEChERS, o qual envolve
uma extracdo inicial com acetonitrila seguida de uma etapa de adicdo de sais
secantes(MgSO4 e NaCl) e posterior etapa de clean-up com SPE dispersiva
(Romero-gonzalez et al., 2008).Durante o seu desenvolvimento, foi dada grande
énfase para a obtencdo de um procedimento dinamico, que pudesse ser aplicado
em qualquer laboratério, devido a simplificacdo das etapas. A Figura 16 mostra um
fluxograma originalrepresentativo do método QUEChERS.
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Figura 16. Fluxograma representativo do método QUEChERS original.

10g de amostra
(Tubo de teflon® 50 mL)

10 mL de MeCN

Agitar vigorosamente por 1 minuto

4g MgS0O, elg de NaCl

Agitar vigorosamente por 1 minuto

Adicionar o padrao
interno (Trifenilfosfato)

Agitar por 30s e centrifugar

Transferir para outro tubo 1 mL
de extrato e adicionar 150mg de
MgSO,e 25mg de PSA

Agitar por 30s e centrifugar

Andlise
cromatografica

Fonte: Prestes et al., 2009

Fatores envolvendo a selecdo do solvente de extracdo foram discutidos
durante o estudo para desenvolvimento do método. Muitos aspectos foram
considerados, incluindo a compatibilidade com os analitos,habilidade de extracéo de
um amplo espectro de agrotoxicos com diferentes polaridades, seletividade,
capacidade de evitar a extracdo dos interferentes (componentes da matriz),
miscibilidade com a agua e capacidade de particdo usando aditivos, compatibilidade
com as diferentes técnicas cromatograficas, seguranca e custo (Mastovska et al.,
2004).0s solventes mais utilizados para extragdo multirresiduo de agrotoxicos sao:
acetato de etila, acetona e acetonitrila. Cada um deles apresenta vantagens e

desvantagens e as questdes chaves sdo: qual o mais adequado para a analise de
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residuos de agrotdxicos por cromatografia gasosa (CG) e pela cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e qual deve ser evitado e por qué? (Prestes et al., 2009).

O acetato de etila demonstrou ser um solvente com caracteristicas universais,
uma vez que possui boa capacidade para extrair agrotoxicos de diferentes classes
em diversos tipos de amostras, porém o0s percentuais de recuperacao de agrotoxicos
com carater basico sado baixos devido a problemas de degradacdo, sendo
necessaria a adicado de hidréxido de sddio para aumentar a eficiéncia (Presteset al.,
2009).

Acetona e acetonitrila sdo misciveis com agua e promovem a extracdo em
uma fase Unica quando em contato com a matriz. Quando uma extracéo é realizada
com acetona ha necessidade de adicdo de solventes apolares para que ocorra a
separacdo entre as fases organica e aquosa. O mesmo ndo é necessario quando se
utiliza acetonitrila, uma vez que a adicdo de sais ao extrato faz com que ocorra tal

separacao (Prestes et al., 2009).

A utilizacdo da acetonitrila proporciona a extracdo de uma ampla faixa de
pesticidas com diferentes polaridades e, além disso, possibilita a extracdo de uma
menor quantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por
exemplo, ceras, gorduras e pigmentos. (MaStovska et al., 2004). Outra grande
vantagem é que acetonitrila apresenta compatibilidade do extrato final com a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e com Cromatografia Gasosa (Presteset al.,
2009). Por esse motivo, os autores escolheram a acetonitrila como o solvente de

extracdo para o método QUEChERS.

A utilizacdo de sais secantes para melhorar a recuperacdo de pesticidas
polares foi descrita por Anderson et al., os quais utilizaram sulfato de sédio anidro.
Aadicdo dos sais sulfato de magnésio anidro (MgSOas) e cloreto de sddio (NaCl)
propicia melhores percentuais de recuperacdo para analitos polares, uma vez que, a
diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa, assim como a quantidade
de agua na fase organica e vice-versa (Sherol, 2010). O MgSOa4 anidro tem a
capacidade de remover agua residual remanescente da fase organica mais
eficientemente do que outros sais.Além de reduzir o volume de fase aquosa, sua

hidratacdo € uma reacao exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40
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e 45°C da amostra durante as etapas de extracdo, favorecendo o isolamento
especialmente dos compostos apolares (Prestes et al., 2009).

Um novo método de clean-updenominado extracdo em fase sélida dispersiva
(Dispersive Solid Phase Extraction, D-SPE) foi propostojuntamente com o método
QUEChERS, etapa em que 1mL do extrato € colocado em contato com uma mistura
contendo 25 mg do adsorvente PSA (do inglés, primary secondary amine) e 150 mg
de MgSOa. Essa forma de realizar a limpeza do extrato permite que o clean-up e a
reducdo de agua residual sejam efetuados simultaneamente e com maior rapidez,
ao contrario dos métodos ja existentes que usam cartuchos ou colunas (Prestes et
al., 2009).0 PSA € um adsorvente que retém os interferentes da matriz, tais como
acidos graxos livres e outros compostos polares. Apos a realizacdo dessa etapa, 0
extrato fica pronto para ser injetado no sistema cromatografico sem o risco de

diminuic&o da vida util dos injetores.

Entre as principais vantagens do método com relagdo aos métodos
tradicionais de preparo de amostra estdo: preparo de um grande numero de
amostras em um tempo reduzido; reducdo no volume de solventes organicos;

simplicidade de execucao (Rodrigues, 2011).

O método QUEChERS foi validado com sucesso em varios laboratorios e €
tido como método oficial pela AOAC Internacional e pelo European Committee for
Standardization (Lehotayet al., 2011).E um método muito flexivel e serve de modelo
para modificacdo de acordo com as propriedades do analito, a matriz a ser estudada
e a técnica analitica disponivel (Lehotay, 2010). Por esse motivo, desde o seu
desenvolvimento, ele vem sofrendo varias modificacbes com o objetivo de ser
empregado como um método multirresiduo para a extracdo de agrotoxicos em
alimentos, usando técnicas cromatograficas acoplada a espectrometria de massas
(Rodrigues, 2011).

Parket al. (2011) fizeram uma adatacdo no método QUEChERSpara
determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos cozidos, incluindo batatas
cozidas, rabanetes e arroz. Foram utilizados 10,0 g da matriz, 2 mL de agua
destilada, 15,0 mL de acetonitrla e 150 pL de acido acético (HAc); 6,0 g de MgSO4 e

1,5 g de acetato de sédio (NaAc); realizada agitacdo por 1 min. seguida da
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centrifugacéo e, etapa de clean-up doextrato utilizando 900 mg de MgSO4 e 300 mg
de PSA; evaporacao e ressuspencdao com 1 mL de hexano:acetona (8:2 viv). A
técnica empregada para determinacdo dos compostos foi GC-UECD. A faixa de LOQ
variou de 0,0125 -1,0ug kg? e os valores de recuperagdo variaram entre 68.6 e
130.0% com RSD inferior a 20%

O método QUEChERS modificado foi empregado também da andlise de
residuos de agrotéxicos em banana (Gonzalez-Curbelo et al., 2011) e vinho
(Walorczyk et al., 2011).

2.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

A cromatografia, devido a sua versatilidade, eficiéncia e sensibilidade, é
amplamente utilizada na analise de alimentos e de outras matrizes. Dentre as varias
técnicas cromatograficas utilizadas, destacam-se cromatografia gasosa de alta
resolucdo (CGAR) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Collinset al.,
2006).

A cromatografia gasosa € uma das principais técnicas para a separacao,
identificacdo e quantificacdo de substancias organicas em amostras complexas. A
miniaturizagdo e modernizagdo dos instrumentos, com o desenvolvimento de
detectores altamente sensiveis e a utilizacdo de técnicas acopladas como
cromatografia gasosa — espectrometria de massas (GC-MS) permitiu um
consideravel aumento da seletividade e eficiéncia desta poderosa técnica de analise

quimica.

A incorporacdo de novas tecnologias permitiu a construcdo de colunas
capilares de silica fundida com fases estacionarias imobilizadas e termicamente
estaveis, tornaram a CG € uma técnica capaz de resolver as mais complexas e
dificeis separacdoes. Também, permitiram a diminuicdo dos limites de deteccéo,
maior rapidez, precisdo e exatidao na identificacdo e quantificacéo de constituintes

quimicos de amostras de natureza variada. (Lancas, 2004).

O acoplamento da cromatografia com a espectrometria de massas combina

as vantagens da cromatografia com as vantagens da espectrometria de massas e é
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bastante utilizado na identificagdo e quantificagdo dos mais diversos constituintes
quimicos presentes em sistemas naturais e bioldégicos. A sensibilidade do
espectrometro de massas permite a obtencdo de espectros de massa de compostos
em nivel traco (amostras com concentracfes muito baixas de analitos) (Vékey,
2001). Por essa possibilidade de se obteruma grande quantidade de informacéo
sobre a estrutura quimica, a técnica de GC-MS é geralmente utilizada para analise
de residuos de agrotdéxicos em alimentos, visto que os analitos de interesse

encontram-se em concentracfes muito baixas.

2.5 Efeito de Matriz em GC-MS

Métodos altamente seletivos podem resultar em cromatogramas sem
qualquer interferéncia visivel sob a forma de picos cromatograficos adicionais ou
como bandas largas. No entanto, os componentes da matriz podem co-eluir com os
analitos de interesse causando uma mudanca na eficiéncia de ionizacdo, fazendo
com que esta seja suprimida ou enriquecida. Esse efeito € muito comum quando se
trabalha com matrizes complexas, como frutas, vegetais, sucos, vinho, tecidos

animais, leite humano, solos, entre outros, e é conhecido como efeito de matriz
(Nollet et al., 2010).

O efeito de matriz freqientemente deteriora a precisdo do método analitico.
Os constituintes da amostra podem influenciar significativamente na resposta do
detector por espectrometria de massas (EM) e, conseqientemente, nas taxas de
recuperacdo, podendo gerar valores acima de 100% e alteracdes na andlise
cromatografica como erro na identificacdo do analito de interesse (Nollet et al.,
2010).

Quando a solucao padréo € analisada por cromatografia gasosa, somente 0s
analitos de interesse sdo introduzidos na coluna cromatografica e
consequentemente analisados. Na analise do extrato, ocorre uma competicdo entre
0S componentes da matriz e os analitos de interesse, considerando que ambos sao
introduzidos na coluna cromatografica. Essa competicdo gera mudanca na eficiéncia
de ionizagao e pode resultar na supressdo ou aumento da ionizagao levando a uma

superestimacao ou minimizagao dos resultados.

38



Capitulo 2-Fundamentacéo Tedrica

O efeito de matriz depende fortemente da natureza quimica do analito a ser
determinado e da sua concentragdo na amostra, bem como do procedimento de
preparo da amostra. Agrotoxicos com caracteristicas polares sdo mais susceptiveis
ao efeito de matriz. Taxas de recuperacao aparentemente mais altas e com baixa
precisdo sdo observadas nos agrotoxicos com essa caracteristica. A intensidade do
efeito de matriz para um dado agrotoxico é influenciada pela natureza da amostra e
pelas caracteristicas dos seus compostos (tamanho das moléculas, polaridade,
estabilidade térmica, volatilidade, etc.). A determinacdo de residuos de agrotoxicos
em alimentos requer etapas prévias de tratamento da amostra, visto que as medidas
sdo efetuadas em baixas concentragbes tornando as interferéncias problemas

frequentes que devem ser considerados (Prestes et al., 2009).

Por esse motivo, realiza-se o procedimento de limpeza do extrato através do
método de extracdo em fase soélida dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction, D-
SPE). Nessa etapa, sdo empregados adsorventes que proporcionam a reducéo do
efeito de matriz pela afinidade que apresentam com osinterferentes da amostra,
como por exemplo, acidos graxos, clorofila, esterdides etc. Os adsorventes
comumente empregados sdo: amina primaria-secundaria (primary secondary amine,
PSA), carbono grafitizado (Grafitized Carbon Black, GCB), octadecilsilano (C18) e
Florisil [Mg.Al(SiO4)n]. A realizagdo da limpeza do extrato com a utilizacdo dos
adsorventes, também conhecida como clean-up, € muito importante para a
identificagdo e quantificagdo dos analitos de interesse, pois elimina os interferentes
da matriz e aumenta a sensibilidade (Gonzéalezet al., 2008).

2.6 Desenvolvimento de planejamento experimental

A determinacdo de constituintes quimicos em amostras complexas e em
baixas concentracdes exige o uso de técnicas analiticas capazes de idealmente
separar, identificar e determinar quantidades cada vez menores de analitos com alto
grau de precisdo e exatidao. Isso é possivel pelo uso de equipamentos modernos,

com amplos recursos computacionais.

A otimizagdo de experimentos é um recurso amplamente utilizado com o
objetivo de alcancar melhores resultados: menor tempo de analise, melhor

seletividade, maior sensibilidade, menor custo e menor impacto para o ambiente em
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decorréncia do uso de reagentes, insumos e métodos menos agressivos e em
quantidades reduzidas. Para obter-se um bom método, geralmente € necessério a
avaliacdo de varios parametros que interferem diretamente nos resultados. O
principal desafio no desenvolvimento do método € obter o melhor resultado

empregando-se um numero reduzido de experimentos.

A otimizacgdo pode ser feita monitorando a influéncia de uma variavel por vez,
conhecido como planejamento univariado, no qual o tempo gasto e o niumero de
analises sao maiores. Ressalta-se também, que o0 custo é maior além da
impossibilidade de interpretacdo de possiveis interacdes entre as variaveis,
resultando em uma otimizacdo muitas vezes ineficiente. Por outro lado, as técnicas
envolvendo o planejamento multivariado, por meio da quimiometria, permitem avaliar
um maior numero de variaveis que interferem no processo de forma simultanea,
envolvendo um menor tempo e um menor de nimero de experimentos. Por essa
razdo, sdo preferencialmente utilizadas na otimizagdo de procedimentos e métodos

analiticos (Medeiros, 2008).

A decisdo sobre qual é a variavel mais importante € feita, geralmente, com
base nos critérios que sdo mais subjetivos.Os trabalhos em quimiometria podem ser
agrupados em trés areas principais: planejamento e otimizacdo de experimentos,
reconhecimento de padrdes (métodos de andlise exploratdria e classificacdo) e

calibracdo multivariada (Netoet al., 2006).

Uma das técnicas multivariadas mais conhecidas € o planejamento fatorial, no
qual estdo envolvidos um determinado numero defatores (ou variaveis), cada um
deles presentes em diferentes niveis. A observacdo dos efeitos das variaveis e das
interacbes entre elas € de extrema importancia para entender 0s processos que
estdo sendo monitorados em um determinado sistema. No planejamento fatorial
completo, cada possivel combinacdo dos niveis dos fatores precisa ser testada para
se determinar 0 quanto o processo ou experimento em estudo é afetado por cada
variavel (Neveset al, 2002). Sendo assim, o planejamento fatorial completo é o
planejamento simultdneo mais comum que pode ser aplicado. Entretanto, o nimero
de experimentos pode ser reduzido sem que haja perda de informacéo por meio da

utilizacdo do planejamento fatorial fracionario.

40



Capitulo 2-Fundamentacéo Tedrica

No planejamento fatorial fracionario, com quatro ou mais fatores, os termos de
interacdo de ordem mais elevada podem ser ignorados e somente os efeitos
principais e as interacdes de dois fatores serédo avaliados. Neste caso, apesar de o
namero de experimentos ser bastante reduzido, sdo geradas informacfes bastante
relevantes sobre o processo analitico (Medeiros, 2008). Usando planejamentos
experimentais baseados em principios estatisticos, os pesquisadores podem obter
do sistema em estudo o maximo de informacéao util, fazendo um namero minimo de
experimentos. As informacgdes obtidas através do planejamento fatorial permitem a

otimizag&o do método estudado.

Osmeétodos estatisticos multivariadosmais utilizadosna quimicaem geral,
podeserconvenientementeclassificados de acordo com osexperimentosque serao
executados.O planejamento requerque o usuario fornecaos valores minimose
méaximos para cadafatordo dominio experimentala serinvestigado (Ferreiraet al.,
2007).

2.7 Parametros de validacdo na analise de residuos de agrotoxicos

O desenvolvimento de métodos analiticos constitui a etapa extremamente
relevante na analise de residuos de agrotéxicos (Britoet al., 2002). Para garantir que
um método forneca informacdes confiaveis e interpretaveis, ele deve ser validado. A
validacdo de um método € um processo continuo que comeca no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo de todo o seudesenvolvimento. A
necessidade de certificar a qualidade das andlises quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida (Ribani et al., 2004). O processo de validacdo consiste na
avaliacao de figuras de mérito comoseletividade, linearidade, faixa linear de trabalho,
curva analitica, sensibilidade,limite de deteccdo, Ilimite de quantificacao,
exatidao,precisdo e robustez (Brito et al., 2002, Ribani et al.,, 2004, INMETRO,
2010). E fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios para
demonstrar, por meio da validagdo, que os métodos que executam conduzem a

resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida (INMETRO, 2010).

Para analise de residuos de agrotoxicos em alimentos toma-se como base 0s

Limites Maximos de Residuos (LMR), estabelecidos pela legislagdo nacional e
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internacional para cada analito associado a matrizes especificas. No Brasil, a
ANVISA e o INMETRO séo as agéncias credenciadas para verificar a competéncia
de laboratérios. Estes orgdos disponibilizam instrucdes para o procedimento de
validacdo do método analitico, respectivamente, a resolugcdo ANVISA RE N° 899, DE
29/05/2003 e o documento INMETRO DOQ-CGCRE 008, de 03 defevereiro de 2010.

Na Tabela 6 sdo comparadosos critérios adotados pela ANVISA e INMETRO.
(Brito et al., 2002).

Tabela 6. Parametros de validacdo adotados pelo INMETRO e pela ANVISA.

INMETRO ANVISA
Especificidade/Seletividade Especificidade/Seletividade
Faixa de trabalho e Faixa linear de : ~
Intervalos da curva de calibracéo
trabalho
Linearidade Linearidade
Limite de detecgéo (LOD) Curva de calibragdo
Limite de quantificacao (LOQ) Limite de deteccao (LOD)
Sensibilidade (inclinacdo da curva) Limite de quantificacao (LOQ)
Exatidao e tendéncias Exatidao
Precisao Precisao
Repetibilidade Repetibilidade (preciséo intra-corrida)
. L Preciséo intermediaria (Precisédo inter-
Precisao intermediaria )
corrida)
Reprodutibilidade Reprodutibilidade (prgmsao inter-
laboratorial)
Robustez Robustez

Incerteza de medicao

Fonte: Ribani et al., 2004

A seletividade é a capacidade que o método tem de medir, de forma
inequivoca, uma substancia quimica em presenca de outros componentes que
podem interferir nasua determinacéo. A seletividade pode ser avaliada comparando
a matriz isenta da substancia de interesse com a matriz adicionada do padréo.
(Ribani et al., 2004).
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A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. A quantificacdo requer que se conheca a
dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do analito. A estimativa dos
coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de medigcbes
experimentais pode ser efetuada usando o método matematico conhecido como
regressao linear (Ribani et al., 2004). A equacado de reta que descreve uma curva

analitica pode ser expressa pela Equacao 1.

y=ax+Db (1)

onde:

y = resposta medida (altura ou area do pico)

X = concentracao do analito

a = coeficiente angular (inclinagéo da curva)

b = coeficiente linear (interseccdo da curva com o €ixo y)

A resolucdo RE N° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA recomenda que
sejam analisadas no minimo seis concentracfes diferentes na construcdo da curva
analitica e que, para a determinacdo da mesma, deve-se analisar amostras

extraidas da matriz apropriada.

A faixa linear de trabalho de um método analitico é a faixa de concentracdes
do analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. A faixa de
trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai ser usado e a
concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no
centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2010).

O limite de deteccdo (LOD) corresponde a menor concentracdo do analito
que pode ser detectada, porém, nao necessariamente quantificada, sob as
condi¢des experimentais estabelecidas. O LOD pode ser obtido pelo método visual,
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pelo método relagcéo sinal ruido e pelo método baseado em parédmetros da curva
analitica (Ribani et al.,2004, INMETRO, 2010).

O limite de quantificacdo (LOQ) corresponde a menor concentracao de um
analito que pode ser quantificada com exatiddo aceitavelutilizando um determinado
procedimento experimental.Os mesmos critérios de LOD podem ser adotados para o
LOQ, utilizando a relacdo 10:1, ou seja, o LOQ também pode ser calculado
utilizando o método visual, 0 método da relacéo sinal - ruido e método baseado em
parametros da curva analitica (Ribaniet al., 2004; INMETRO, 2010).

A exatiddo de um método analiticorepresenta o grau de concordancia entre
os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro. Os processos mais utilizados para avaliar a
exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia, comparacdo de métodos,
ensaios de recuperacao e adi¢do padrao. O numero de ensaios pode variar segundo
a legislacdo ou diretrizes adotadas e também com as caracteristicas da pesquisa. A
ICH, a ANVISA e o INMETRO estabelecem que a exatiddo deve ser medida a partir
de um minimo nove determina¢cdes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis
de concentracédo (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).

Os ensaios de recuperacdo sdo 0os mais aplicados para o estudo da exatidao,
sendo definido como a proporcdo da quantidade da substancia de interesse,
presente ou adicionada na propor¢cdo analitica do material teste, que é extraida e
passivel de ser quantificada. E expressa como a porcentagem da quantidade
conhecida de um analito adicionado a amostra (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004,
INMETRO, 2010).

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A preciséo

em validacdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes: repetitividade,

precisao intermediaria e reprodutibilidade.

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicbes
sucessivas de um mesmo meétodo, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de

medicdo, ou seja, 0 mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento
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(utilizado sob as mesmas condi¢cbes, mesmo local, com repeticées em curto intervalo
de tempo. O resultado pode ser expresso atraves do coeficiente de variagdo (CV,
usualmente expresso em %), também conhecido como desvio padréo relativo (RSD),
que é calculado de acordo com a equacao a seguir (ANVISA, 2003; Ribani et al.,
2004; INMETRO, 2010):

CV (%) ou RSD (%) = > x 100 @
X

onde:
s = desvio padrao
X = concentracdo média determinada

Para o estudo da repetitividade o INMETRO recomenda sete ou mais
repeticdes para o calculo da estimativa do desvio padréo, a ICH e ANVISA sugerem
que a repetitividade seja verificada a partir de um minimo de nove determinacdes,
cobrindo o limite especificado do procedimento ou a partiar de um minimo de seis
determinacdes a uma concentracdo similar ao valor esperado (ANVISA, 2003;
Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).

A precisdo intermediéria indica o efeito das variacbes dentro do mesmo
laboratorio devido a eventos especificos como diferentes dias, diferentes analistas,
diferentes equipamentos ou uma combinacao desses fatores. O principal objetivo da
precisdo intermediaria é verificar se, de fato, no mesmo laboratério, 0 método
fornecera os mesmos resultados. O namero de procedimentos para avaliar a
precisdo intermediaria segue a mesma recomendacdo da ANVISA e ICH para
avaliacdo da repetitividade (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).

A reprodutibilidade corresponde ao grau de concordancia entre o0s
resultados de medi¢cdes de uma mesma amostra, obtidas em laboratorios diferentes,
sendo também, denominada de preciséo inter-laboratorial (ANVISA, 2003; Ribani et
al., 2004; INMETRO, 2010).
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A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta
frente a pequenasvariagcdes. Ou seja, um método pode ser considerado robusto
quando ele ndo é afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus
parametros analiticos. A robustez de um meétodo de cromatografia gasosa, por
exemplo, pode seravaliada pela programacéo da temperatura e pelanatureza do gas
de arraste. As mudangas introduzidasrefletem as alteragcbes que podem ocorrer
guando um método é transferidopara outros laboratoérios, analistas ou equipamentos
(ANVISA, 2003;Ribani et al., 2004; INMETRO, 2010).
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CATITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos e materiais

3.1.1 Equipamentos

Durante a execucao do trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:

. Cromatografo a gas modelo GC2010 Plus acoplado a um detector de massas do
tipo quadrupolo modelo GCMS-QP2010, equipado com injetor automatico modelo

AOC-20i (Shimadzu), com as seguintes caracteristicas principais:

lonizacao por impacto de elétrons (IE) com energia de 70 eV;

Faixa de varredura (Scan range): 35 - 700u;

Analisador do tipo quadrupolo;

Processador de dados (software) Lab Solutions (GCMS Solution);

Banco de dados NIST 08 e GCMS PESTICIDES 3.01
. Banho de ultra-som modelo USC 1800 (Unique).
. Balanca analitica modeloAUY220com precisdo de 0,1 mg (Shimadzu analytical);
. Vortex modelo V1 IKA®,

. Centrifuga refrigerada modelo MPW-351R, ref. 10351R (Med. Instruments)
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Figura 17. Sistema GC-MS utilizado na determinacg&o e otimizacao das condi¢Oes de

extracao dos agrotdxicos na matriz mamao.

3.1.2 Solventes

Os solventes organicos utilizados na extracdo dos residuos de agrotoxicos pelo
método QUEChERse na preparacdo de solugdes padrdoes foram todos de alta

pureza:
« Acetonitrila, grau HPLC, ref. 9012-03 (J.T. Baker);

. Acetona, grau HPLC, ref. 9002-03 (J.T. Baker).

3.1.3 Padroes

Padrbes certificados de carbofuran, tiametoxan, tiabendazol, imazalil,
tebuconazol, bifentrina, procloraz, difenoconazol, e azoxistrobina foram adquiridos

da Fluka Analytical todos com grau depureza superior a 97,0%.
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3.1.4 Solugdes padréo e de trabalho

As solucdes-padréo de estoque foram preparadas com concentragédo de 1000
ug mL? em acetona e foram armazenadas em freezer a — 18°C. A partirdestas foram
preparadas solucdes-padréo de trabalho em acetona com concentracdes de 5 e 10
nug.mL1para cada composto. As solucdes de trabalho também foram armazenadas
no freezer a-18°C e utilizadas no maximo por trés semanas, em funcdo da sua
degradacdo. Para construcdo das curvas analiticas essas solu¢cbes foram diluidas
também com acetona, nas concentracdes que variaram de 100 a 4800ng.mL?, as

quais foram diluidas nas concentracGes de 25 a 1200 ng.mL™.
3.1.5 Gases especiais
Foram utilizados os seguintes gases especiais:

« Hélio ultra-puro (UP), 5.0 analitico (White Martins), para as analises por

cromatrografia gasosa;

« Nitrogénio comercial, 4.6 FID, (White Martins), para pré-concentracdo dos

extratos das amostras.
3.1.6 Vidraria

Foi empregada a vidraria de uso comum em laboratério de quimica analitica, tais

como:
. Baldes volumétricos de 2, 5, 10 e 50 mL;
. Pipeta volumétrica de 5mL

. Erlenmeyer de 250 mL; dentre outros.
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3.1.7 Outros materiais

Foram utilizados também, os seguintes materiais:

. Extran Neutro®, ref. 107553 (Merck);

. Seringa de vidro de 10 pL para analise por CG (Hamilton);
. Seringa descartavel de 5 mL (BD Plastipack®);

« Frasco de amostra (vial), de 2,0 mL, tampa com orificio em polipropileno e septo
de PTFE/Silicone, ref. 29109-0 (Supelco);

. Frasco de amostra ambarde 10 e 50 mL (Supelco);

. Tubos para centrifuga com capacidade para 50 mL (Global Trade Technology)

« Membrana filtrante de PTFE 0,45 ym de didmetro de poro e 13 mm de didametro
(VertiClean™);

« Micropipetas 2-200 pL, 100-1000puL, 1000-5000 pL (Discovery Comfort)

« Cloreto de sédio 99.0% de pureza (Qhemis)

. Sulfato de magnésio anidro, citrato de sédiodihidratado, Citrato de sodio sesqui-
hidratado (Sigma Aldrich)

« Primary-Secundary Amine (PSA), Octadecilsilano (C18), Graphitized Carbon
Black (GCB), Florisil (Agilent Technologies);

. Espatula;
« Tubo de ensaio 13x100mm com tampa rosca capacidade 9mL, ref. 9825 (Pyrex)
. Frasco de vidro &mbar com tampa de rosca (Pyrex);

. Sistema evaporador de amostras em aco inoxidavel.
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3.1.8 Limpeza dos materiais

Os materiais utilizados no preparo das solu¢des e durante as extracdes foram
lavados enxaguando-se em agua corrente por trés vezes, seguida da lavagem com
detergente neutro. Mais uma vez foi feito o enxagie com agua corrente por trés
vezes com posterior lavagem utilizando solugcdo de extran neutro a 5%, na qual
permaneceram por duas horas. O enxagie com agua deionizada foi realizado ap6s
o tempo de permanéncia no banho e logo em seguida foi feito o enxagie com
acetona. ApOs a secagem, os materiais foram cobertos com papel filme e guardados

em armarios fechados.

3.2 Agrotéxicos selecionados para o estudo

Para escolher o0s agrotoxicos a serem estudados, foram aplicados
questionarios nas regides produtoras de mamao, por técnicos da EBDA e da ADAB,
oportunidade em que foram avaliados os seguintes parametros: a utilizacdo nas
propriedades, frequéncia de aplicacdo destes na agricultura e as suas propriedades
fisico-quimicas variadas. Os agrotoxicos selecionados para o trabalho foram: 1)
carbofurano; 2) tiametoxan; 3) tiabendazol; 4) imazalil; 5) tebuconazol; 6) bifentrina;
7) procloraz; 8) difenoconazol e 9) azoxystrobina.

Os ingredientes ativos foram selecionados com base na relacdo de
compostos autorizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
serem aplicados na cultura do maméo. Essa foi uma etapa importante para a
conducédo do estudo, pois o0 método a ser desenvolvido e validado deveria estar de
acordo com o0s agentes quimicosespecificos que sdo destinados a cultura em
estudo, possibilitando assim a geracdo de informacdes compativeis com a realidade

e com a grande relevancia para a sociedade.
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Figura 18. Férmulas estruturais dos agrotdxicos selecionados para estudo.
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3.3Condi¢cbes cromatogréaficas estabelecidas para as analises por GC-MS.

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas em um sistema

Shimadzu GC-MSmodelo QP2010, equipado com injetor automatico split/splitless

modelo AOC-20i (Shimadzu), operando no modo splitless. Para a separacdo dos

agrotoxicosfoi empregada uma coluna capilar em silica fundida para cromatografia

gasosa de alta resolucdo (CGAR), com fase estacionaria ligada do tipo100% dimetil
polisiloxano, DB - 1MS, 30 m (comprimento) x 0,25 mm (1.D.) x 0,25 uym (espessura

do filme), ref. N° AG122-0132 (®Agilent Technologies), utilizando hélio como
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gasdearraste com uma vazdo constante de 1,0 mL minl. A temperatura da coluna
seguiu a seguinteprogramacao: 60°C com rampa de aquecimento, 25°C / min. até
200°C, 5°C/min. até 280°C / 5min., com tempo total de analise de 27,6 min. As
condicbes de analise utilizadas no espectrdmetro de massas foram: linha
detransferéncia aquecida a 250°C, ioniza¢do por impacto de elétrons a 70 eV, fonte
de ions aquecida a 250°C e injetor a 280°C.

3.4 Aquisicdo da amostra para o desenvolvimento do método

As amostras de mamao livres de agrotoxicos (amostras testemunhas) usadas
nodesenvolvimento do método QUEChERS modificado foram adquiridas de um sitio,
propriedade particular, da cidade de Alagoinhas. As amostras a serem
investigadasforam coletadas em alguns pontos da cidade de Salvador, como:
supermercados, pequenos mercados, Ceasa, Mercado do Rio Vermelho e Agua de
meninos. Além disso, foram obtidas amostras de cidades do interior da Bahia, como
Santo Antbnio de Jesus, Conceicdo do Almeida, Cruz das Almas, Sapeacu,
Governador Mangabeira, Irecé, Eunapolis, Feira de Santana, Teixeira de Freitas e
Itabela.As amostras selecionadas como “testemunhas” foram conservadas da forma
como foram coletadas e ao chegar ao laboratorio, foram processadas e
homogeneizadas sem lavar, na sua forma in natura(casca e polpa), em liquidificador
PHILIPS (S&o Paulo, SP, Brasil) e armazenadas em frascos de vidro até o momento
da analise. Momentos antes daextracdo, 0 mamao processado era retirado do

freezer e deixado a temperatura ambiente até descongelar.

3.5 Otimizacdo do procedimento de extracdo pelo método QUEChERS
modificado

Foram realizadas, neste trabalho, modificacbes dos métodos propostos por
diversos autores para a extragdo de residuos de agrotoxicos em frutas pelo método
QUEChERS.Para isso, foram realizados testes na etapa de otimizacdo das
condi¢cbes de extracdo, os quais envolveram a selecdo doadsorvente a ser utilizado,
planejamento fatorial fracionario e o planejamento fatorial Box-Behnken. A
otimizacdo das variaveis que influenciam na eficiéncia da extragdo dos agrotoxicos

no mamao por QUEChERS e analise por GC-MS foi realizada com os agrotdxicos na
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presenca da matriz. Considerando-se que sete varidveis seriam avaliadas, optou-se
pelo estudo multivariado para uma melhor interpretacdo quimica da influéncia de

cada variavel e, também, a melhor condicdo de analise.
3.5.1 Selecéo do adsorvente

O adsorvente tem papel fundamental na extracao de residuos de agrotéxicos
pelo método QUEChERS. Entre muitas fungfes, promove o rompimento da estrutura
fisica da amostra, atuando como abrasivo, e adsorve 0s compostos da matriz
gerando um material cromatografico adequado para posterior eluicdo dos analitos. A
escolha do adsorvente esta relacionada com a polaridade dos analitos e com a
natureza da matriz (Doreaet al., 2004).

Com o intuito de selecionar o tipo de adsorvente e a quantidade deste que
possibilitasse a maior reducéo do sinal dos compostos da matriz e a melhor resposta
cromatografica dos analitos de interesse, foram realizados testes com adsorventes
individuais na etapa declean-up do método QUEChERS, utilizado na extracao
multirresiduos de agrotéxicos. Os adsorventes testados foram: Amina primaria-
secundaria (PSA), octadecilsilano (C18), Carbono preto grafitizado (CGB) e Florisil
[Mg.AI(SiO4)n]. A recuperacgéo (RE) dos agrotoxicos foi calculada pela razao entre a
area da solucado padrao contendo a mistura de agrotoxicos adicionado antes do
inicio do procedimento de extracdo e pela area da solucdo padrdo adicionada ao

final do procedimento de extracédo, segundo a equacao abaixo:

Area padrdo inicial

%RE = — ——
Area padrao final

x 100 3)

3.5.2 Planejamento Experimental

Os planejamentos experimentais foram realizados através de meétodos

estatisticos, utilizando-se o programa “Statistica” versao 6.0.
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3.5.3 Planejamento Experimental Fracionario

Para a otimizacdo das condi¢cdes de extracao, foi realizado neste trabalho o
planejamento fatorial fracionario. Tendo como base o método QUEChERS foram
avaliados os seguintes fatores no planejamento experimental: i) massa de amostra

(9); i) massa de MgSOa4 (g); iii) massa de NaCl (g); iv) massa de PSA; v) Tempo de

sonicacdo (min.); vi) Velocidade de centrifugacdo (rpm);

centrifugacdo (min).

e vi) Tempo de

O planejamento fatorial fracionario foi desenvolvido com os sete fatores

predefinidos, de acordo como os niveis minimo e méaximodescritos na Tabela 7, a

seqguir.

Tabela 7. Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial fracionério.

N® Fator Minimo (-) | Médio (0) | Maximo (+)
01 Massa de amostra (g) 2 6 10

02 Massa de MgS0a4(g) 2 4 6

03 Massa de NaCl (g) 0 1 2

04 Massa de PSA (mg) 100 200 300

05 Tempo de Sonicag&o (min.) 7 14 21

06 Velocidade de Centrifugacao (rpm) 3000 6000 9000
07 Tempo de Centrifugacao (min.) 1 3 5

3.5.4 Planejamento Experimental Box- Behnken

Apos a obtencédo dos resultados do planejamento fatorial fracionario foi feita a

avaliacdo das variaveis que influenciam significativamente no processo de extracao

pelo método QUEChERS.
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Tabela 8. Fatores e niveis estudados no planejamento experimental Box- Behnken.

N° Fator Minimo (-) | Médio (0) | Maximo (+)
01 Massa de amostra (g) 2 6 10

02 Massa deNacCl (g) 0 1 2

03 Massa de PSA (mg) 100 200 300

3.5.5 Efeito Matriz empregando o métodoQUEChERS modificado

Para avaliar o efeito matriz sobre os compostos estudados foi injetado no
sistema cromatografico a solucdo padrdo com a mistura dos agrotéxicos, na
concentracédo de 2,0 mg L, diluido com o extrato branco da matriz extraido pelo
método QUEChERS e a solugéo padrdo com a mistura dos agrotoxicos diluida com
acetona. O célculo do efeito matriz (%EM) foi realizado segundo Kruveet al. (2008)

aplicando a Equacéo 4:

% EM — Area padrNao matriz X100,
Area padrdo acetona

3.6 Procedimento de extracdo pelo método QUEChERSmodificado

Dentro da regido experimental estudada, os maiores valores de resposta
foram obtidos utilizando-se 0,3 g de PSA, 1,45g de NaCl e 10,0 g amostra. Sendo
assim, o procedimento experimental foi realizado pesando-se 10,0 g de amostra em
um tubo de polipropileno (capacidade 50 mL), seguida pela etapa de fortificacdo no
nivel de 2,0 mg.kg?!. Para fortificacdo foi adicionado na amostra um volume
conhecido de solucéo padrao de trabalho com a mistura dos agrotoxicos. Logo, foi
adicionado 10,0 mL de acetonitrila e realizada agitacdo mecanica com auxilio de um
vortex por 1 min. Depois foram adicionados 4,0 g de sulfato de magnésio anidro,
1,45g de NaCl, 1,0 g de citrato de sédio di-hidratado e 0,5 g de citrato de sddio
sesquihidratado, seguida da agitagcdo mecanica no vortex por 1 minuto. Em seguida

foi feita a sonicacdo durante 7 minutos em ultrassom com banho de gelo e logo apos
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as amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 3000 rpm. Foi retirada aliquota de
5 mL, a qual foi transferida para outro tubo de polipropileno (capacidade 50 mL)
contendo 0,3g de PSA e 0,99 de MgSOapara a limpeza do extrato obtido. O mesmo
foi centrifugado por 3 minutos a 3000 rpm e apds a etapa clean up foi retirada
aliqguota de 2 mL do sobrenadante e transferida para um tubo de ensaio com tampa
de rosca para posterior evaporagdo, com banho de gelo, sob fluxo de nitrogénio.
Depois da evaporacéo, foi feita a ressuspensdo com 500 pL de acetona e sonicacéo,
com banho de gelo, por 3 minutos em ultrassom. Por ultimo, foi feita a filtracdo com
filtro de PTFE em um vial com insert para posterior inje¢cdo no GC-MS. Na figura a

seguir € mostrado o esquema analitico descrito.
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Figura 19. Esquema analitico para extracdo, pré-concentracdo, separacdo e
quantificacdo de agrotoxicos.
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<«—— 10 mL acetonitrila
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<—— 1,0g Citrato de Na diidratado
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(2 min.)
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lpL D S —
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3.7 Validacédo do método

A metodologia foi validada empregando figuras analiticas de mérito como:
curva analitica, linearidade, limite de deteccédo, limite de quantificacdo, exatiddo

(recuperacdo) e precisdo (repetitibidade e precisdo intermediaria), os quais séo

58



Capitulo 3—Parte Experimental

parametrossugeridos para validacdo de métodos analiticos pelo Instituto Nacional
deMetrologia, Normalizagc&o e Qualidade Industrial (INMETRO) e pela ANVISA.

3.7.1 Curva analitica e Linearidade

A linearidade do instrumento e do método foram avaliados pela construcao de
curvas analiticas através dométodo de adicdo do padrdo utilizado para a
quantificacdo dos agrotéxicos. Foi preparada uma solucao estoque de concentragdo
igual a 5000ug. kg*. A partir desta, foram preparadas solucdes de trabalho por meio
de diluicbes sucessivas, cujas concentracdes foram: 100, 200, 800, 1600, 2400,
3200, 4000 e 4800ug. kgt A curva analitica foi preparada com oito pontos
correspondendo aos niveis de fortificagcdo com 25, 50, 200, 400, 600, 800, 1000 e
1200 pg.kg™. Cada ponto foi obtido em triplicata.

3.7.2 Limites de deteccao e quantificacdo

Os limites de detecc¢éo e quantificacdo foram estabelecidos utilizando a razao
sinal/ruido de cada analito, obtidos com extracBes dos compostos de interesse no
extrato da matriz, quando ainda era possivel obter um sinal minimo e mensuravel de
cada um. A relacédo de 3:1 foi estimada como limite de deteccéo e a razédo de 10:1
foi estabelecida como limite de quantificacdo. O menor nivel de concentracdo na
curva analitica correspondeuao inicio da faixa linear de trabalho e ao LOQ para cada

composto.
3.7.3 Precisao

A precisdo é a estimativa da dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, em condi¢cdes definidas (MAPA, 2011). Para analise de residuos de
agrotoxicos consideram-se aceitaveis coeficientesde variacdo de até 20%, sendo
avaliada pelo desvio padrdo absoluto. A precisdo em validacdo de meétodos €
considerada em trés niveis diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria,

reprodutibilidade.

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medi¢fes

sucessivas de um mesmo metodo, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de
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medicdo. Para se determinar a repetitividade deve-se preparar e analisar um
conjunto de amostras constituidas de matrizes brancas fortificadas, no minimo em
trés niveis de concentracdo, com as substancias a analisar, cobrindo o limite
especificado do procedimento, de acordo com a ANVISA (Ribani et al., 2004; Britoet
al., 2003).

No presente trabalho aprecisdo do método foi avaliada com o estudo da
repetitividade, realizando-se trés extracées no mesmo dia (precisao intradia), em trés

niveis de concentragdo: 25, 50 e 250 ng.mL?
3.7.4 Recuperacao

A recuperacéo reflete a quantidade de determinado analito recuperado em um
processo em relacdo & quantidade real presente na amostra. E um dos métodos
mais utilizado para validacdo de processos analiticos e esta diretamente relacionada

com a exatidao (Brito et al., 2003).

O estudo da recuperacdo consiste na adicdo de solu¢cdes com diferentes
concentracfes do analito de interesse seguida pela determinag¢do da concentracao
do analito adicionado (Brito et al., 2003). A recuperacao deve ser avaliada em trés
diferentes niveis de concentragdo: proximo ao limite de quantificacdo, préximo
aconcentracdo maxima permitida pelo método em teste e em uma concentracdo

préxima a média da faixa de uso do método (RIBANI et al, 2004)

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com
precisao de até + 15% (Ribani et al., 2004).
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica, inicialmente foram
otimizadas as condi¢cdes cromatograficas (GC-MS) para uma boa separacdo dos
analitos, a partir de métodos descritos na literatura e da experiéncia do grupo de
pesquisa envolvido neste trabalho (Rodrigues, 2007; Filho et. al., 2010). Em seguida,
empregando o planejamento multivariado, foi feito o estudo da extracdo pelo método
QUEChERS, escolhendo-se as melhores condi¢cdes em termos de recuperacédo dos
agrotoxicos selecionados. Por ultimo, foi realizada uma discusséo sobre a eficiéncia,

sensibilidade e robustez do método analitico.

4.10timizacao das condi¢c8es cromatograficas

A partir de dados bibliograficos obtidos em artigos cientificos foi feita a
primeira programacao de temperatura do forno da coluna para dar inicio ao trabalho.
Inicialmente foram realizadas inje¢des individualizadas de 1uL de cada padrdo de
agrotéxico identificado com concentracdo de 1,0 mg.mL?, no sistema de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS), operando no
modo SCAN (varredura).

Apos a identificacdo de cada analito foi avaliada a eficiéncia da separacéo
dos nove agrotoxicos presentes em uma mistura padrdo. Foram efetuadas injecdes
de 1,0 yL da mistura padrdo, na concentracdo 1,0mgmL?, no modo SCAN

(varredura).

Vérias programacdes de temperatura do forno foram testadas a fim de obter-
se uma programacdo satisfatoria para uma separacdo adequada dos nove
agrotoxicos selecionados. Depois de varios testes foi possivel definir as melhores
condi¢cOes para a programacao da temperatura do forno da coluna cromatografica:
temperatura inicial de 60°C, com rampa de aquecimento de 25°C/min. até 200°C, em

seguida 5°C/min. até 280°C e finalmente um patamar de 5min. (Figura 20)
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Figura 20: Programacgéo da temperatura do forno do sistema GC-MS desenvolvida
para a analise dos agrotoxicos.
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Definida as melhores condicbes de programacdo de temperatura do forno,
foram feitas novas injecdes da solucdo padrdo com concentracdo de2 mg mL-
lobtendo-se o cromatograma apresentado na Figura 21, a seguir, onde pode ser
observada uma boa eficiéncia e resolucdo dos picos cromatograficos.
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Figura 21: Cromatograma dos ions totais (GC-MS /SCAN). Volume injetado: 1uL da
solucéo padrdo 2mg.kg?, coluna DB-1MS 30m.
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Tabela 9. Condi¢c6es empregadas no sistema cromatografico.
Parametros GC-MS
Coluna DB - 1IMS, 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm
Temperatura do Injetor 280°C

60°C com rampa de aquecimento, 25°C/min até

Temperatura da coluna 200°C, 5°C/min até 280°C/5min

Temperatura da interface 250°C
Temperatura da fonte de ions 250°C
Modo Splitless
Gas de arraste Hélio
Vazéo ImL/min

A confirmacdo da identidade dos analitos foi feita por comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os espectros de massas das bibliotecas
eletrbnicas NIST 147 e WILLEY MS Library. O grau minimo de similaridade usado

para aceitacdo variou de 97 a 99%.
63



Capitulo 4-Resultados e discusséo

Figura 22: Espectros de massas dos agrotdxicos obtidos do cromatograma de ions
totais (GC-MS /SCAN) comparado com aqueles obtidos da biblioteca NIST.
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Tebuconazol
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Depois de estabelecer a programacao de temperatura ideal para a separacéo

dos analitos (no modo SCAN) e identifica-los, foi feita uma selecdo dos ions de

maior intensidade para cada agrotoxico, objetivando sua qualificacdo e quantificacdo

por meio do monitoramento de ions selecionados (SIM), os quais estao relacionados

na Tabela 10.

Tabela 10. Fragmentos monitorados na quantificacdo dos agrotoxicos.

Agrotoxico ret-; ?}rggg (Crlr?in) fon quantificador fons qualificadores
Carbofurano 6,075 149 164
Tiametoxam 10,97 212 182
Tiabendazol 11,47 201 129,174
Imazalil 12,80 215 41,173
Tebuconazol 15,46 125 70, 250
Bifentrina 16,82 181 166, 182
Procloraz 20,02 180 43, 70, 308
Difenoconazol 23,57 323 265
Azoxystrobina 24,28 344 388

Com o espectrometro de massas operando no modo SIM (monitoramento de

ions selecionados), foram realizadas injec6es de uma solucdo padrao de agrotoxicos

para construcdo da curva analitica e, posteriormente, para determinacdo em

amostras comerciais. A Figura 23 mostra 0 cromatograma de uma mistura de

padrées em solucdo de concentracdo 2,0 mgmL*
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Figura 23. Cromatograma obtido por GC-MS (MODO SIM) de solucdo padrdo
contendo os agrotéxicos selecionados para estudo com concentracao igual a 2ug mL-
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4.20timizacdo das condi¢cfes de extracdo dos agrotoxicos da matriz mamao

pelo método QUEChERSpara analise por GC-MS.

A otimizacédo das condi¢cdes de extracdo envolveu a selecdo do adsorvente
para etapa de limpeza do extrato (clean up) e o estudo das variaveis que influenciam
na eficiéncia da extracdo dos agrotoxicos no mamao pelo método QUEChERS,
através da realizacdo do planejamento fatorial fracionario e do planejamento Box-
Behnken.

4.2.1 Selegcao do adsorvente

Os adsorventes testados forama amina primaria e secundaria (PSA),
Octadecil (C18), carbono negro grafitizado (CGB) e Florisil. As extragdes foram
realizadas utilizando-se 300 mg de cada adsorvente. Além disso, foi feito um teste

sem a utilizacdo de adsorvente, ou seja, sem a etapa de clean up.

Na Figura 24 sdo comparados os valores das areas totais obtidas apds a

extragcdo utilizando os referidos adsorventes.
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Figura 24. Area total de picos no cromatograma (GC-MS), com diferentes
adsorventes na etapa de clean-up, obtido a partir da extracdo pelo método
QUECHhERS.
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Através da andlise da Figura 24 é possivel observar que, dentre os
adsorventes selecionados para estudo, o PSA e o CGB apresentaram menores
valores de areas totais. Houve uma reducdo significativa dos sinais dos
componentes da matriz, gerando menores valores de resposta desses mesmos
interferentes no cromatograma. Isso indica que o PSA e o CGB apresentaram maior
capacidade de retencédo dos interferentes da matriz.

Nas Figuras 25 - 29 sdo apresentados 0s respectivos cromatogramas obtidos

a partir dos extratos de cada um dos adsorventes estudados.

Figura 25. Cromatograma GC-MS/SCAN obtido utilizando PSA adsorvente.
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Figura 26. Cromatograma GC-MS/SCAN obtido utilizando C18 como adsorvente.
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Figura 27. Cromatograma GC-MS/SCAN obtido utilizando CGB como adsorvente.
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Figura 28. Cromatograma GC-MS/SCAN obtido utilizando Florisil como adsorvente.
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Figura 29. Cromatograma GC-MS/SCAN obtido sem a etapa de clean up.
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A eficiéncia do adsorvente foi avaliada pelo estudo da recuperacao

determinada a partir das areas dos picos cromatograficosdos analitos.
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Na Tabela 11 séo apresentados os valores de recuperagao obtidos para cada
adsorvente estudado.

Tabela 11. Valores de recuperacéo obtidos para os adsorventes estudados (%).

Analito PSA C18 CGB Florisil S/IA

Carbofurano 100,7 77,3 96,4 97,7 58,4
Tiametoxam 97,0 1113 83,0 1019 76,4
Tiabendazol 84,3 75,5 1,2 101,6 116,4
Imazalil 93,8 77,1 76,3 93,8 110,5
Tebuconazol 93,3 68,6 41,5 113,1 119,6
Bifentrina 96,0 80,1 63,7 110,5 107,3
Procloraz 95,7 65,0 22,3 107,6 81,9
Difenoconazol 93,1 65,8 47,0 111,0 1145
Azoxistrobina 92,1 69,5 74,0 115,1 119,7
Média 94,0 76,7 56,2 105,8 100,5

*S/A: Sem Adsorvente

Os dados de recuperacao dos analitos, presentes na Tabela 9 revelam que o
PSA apresentou melhores resultados, com recuperacdo média igual a 94%, a qual

esta dentro da faixa aceitavel que € de 70 a 120%.

As aminas contém um ou mais atomos de nitrogénio com um par de elétrons
ndo compartilhados. O PSA é caracterizado como amina primaria-secundaria por
apresentar em sua estrutura os grupamentos RNH2 e R2NH, como representado na
Figura 30. Com a estrutura bidentada, o PSA tem um elevado efeito quelante devido
a presenca desses grupamentos. Como resultado, a retencdo dos &cidos graxos
livres e de outros compostos polares presentes na matriz € muito eficaz, podendo
ocorrer a retencao de analitos que interferem no resultado da analise (Prestes et al.,
2009; Cabrera et al., 2012).
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Figura 30. Férmula estrutural do PSA.
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Quando comparado com o carbono preto grafitizado (CGB), ooctadecilsilano
(C18) apresentou maior valor de area total como consequéncia de um maior nimero
de picos (Figura 24). Entretanto, ambos apresentaram 0os menores valores médios
de recuperacao e para alguns dos agrotéxicos estdo abaixo da faixa aceitavel (70 a

120%). Os respectivos cromatogramas sao mostrados nas Figuras 26 e 27.

O C18, por ser um adsorvente apolar, tem pouca afinidade com boa parte dos
componentes da matriz, removendo apenas 0S compostos apolares, tais como 0s
lipidios e ceras (Georgakopoulos et al., 2011). Entre os analitos determinados, o
tiametoxam apresentou maior valor de recuperacdo (111,3%) (Tabela 9). O seu
coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) € igual a 0,89 (log kow= -0,13) a 20°C
(Tabela 4). Isso indica que o tiametoxam apresenta maior polaridade do que os
demais agrotoxicos e, portanto, ndo interage com o C18, sendo removido totalmente
pelo eluente. Ja para o difenoconazol, que € um agrotdxico de mais baixa polaridade
(log kow= 4,36), o valor da recuperagéo foi baixo (65,8%) indicando a interacéo
existente entre o adsorvente em questdo e o analito de interesse que € parcialmente

removido pelo eluente.

Por outro lado, a bifentrina, apresenta um log kow = 6,6 0 que indica que é um
composto mais apolar e que, portanto, deveria apresentar uma forte interagdo com o
adsorvente. Entretanto, através dos resultados da Tabela 9, observa-se que a
recuperacdo do composto em questdo foi igual a 80,1%, um valor relativamente

elevado, indicando uma pequena interagdo com o adsorvente.

O CGB proporcionou, visivelmente, uma boa limpeza do extrato, como pode
ser visto na Figura 31, pois remove substancias coloridas (pigmentos) das amostras

tratadas. Entretanto, apresenta pouca capacidade de eliminar os acidos graxos, que
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sao interferentes da matriz e capazes de alterar a eficiéncia da ionizagdo quando se
usa um espectrébmetro de massas como detector. Além disso, acidos graxos
residuais podem produzir amplos picos que se sobrepdem e interferem na analise de
varios agrotéxicos. Por esse motivo, observa-se baixos valores nos percentuais de
recuperacdo, sobretudo para o tiabendazol (1,2%), que é uma molécula planar
susceptivel a adsorcao pelo CGB devido a forte afinidade entre esse agrotéxico e o
adsorvente sendo parcialmente removido pelo eluente. A maioria dos componentes
removidos pelo CGB, contudo, néo interfere diretamente na analise de residuos de

agrotoxicos por cromatografia gasosa (Shimelis et al.,2007).

Figura 31. Extratos obtidos de acordo com diferentes adsorventes da esquerda para
a direita: 1) PSA, 2) C18, 3) CGB, 4) Florisil, 5) Sem adsorvente.
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O florisil (silicato de magnésio) é formado pela ligacdo de unidades
tetraédricas (SiO4)* repetidas, com atomos de silicio, ligando as cadeias Si-O-Si. As
quatro ligacdes tetraedricamente direcionadas, derivadas dos quatro elétrons de
valéncia de cada atomo de silicio, resultam em ligacbes fortes e direcionadas. O
florisil € um adsorvente com caracteristicas polares. Alguns componentes da matriz
sao apolares, ndo sendo retidos pelo adsorvente. O uso do Florisil como adsorvente
apresentou alto valor de éarea total, como pode ser visto na Figura 24, com um
cromatograma apresentando varios picos (Figura 28), indicando a presenca de
varios interferentes capazes de comprometer a analise e gerar valores de
recuperacdo superiores a 100%. Essa superestimacdo dos resultados é causada
pelo aumento no sinal do detector. Isso ocorre quando impurezas volateis sao

eluidas com mesmo tempo de retencdo dos agrotéxicos (Pinho, et al., 2009).
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Na etapa de clean up o objetivo principal ndo é concentrar a amostra, mas,
sim, isolar o analito de interesse dos interferentes da matriz. Na analise de residuos
de agrotéxicos, por se tratar de uma matriz complexa, com diversos compostos
presentes, € necessario isolar o agrotoxico dos outros componentes presentes no
extrato antes da analise por cromatografia gasosa (Lancas, 2004). Essa etapa €
fundamental, uma vez que reduz as interferéncias e o efeito da matriz, além de
diminuir a necessidade de manutencdo do sistema cromatografico. O efeito da
matriz € observado quando uma consideravel diferenca de resposta é obtida entre
padroes preparados no solvente e aqueles preparados no extrato da matriz, com
boa preciséo (Cabrera et al., 2012).

Os valores de recuperacao obtidos sem a realizacdo da etapa de clean up
variaram de um analito para outro e, em muitos casos, ficou acima da faixa de
recuperacdo ideal. A presenca dos componentes da matriz interferiu na analise,
provocandoo aumento no sinal do detector para a maioria dos compostos. O valor
de recuperacdo mais baixo para o carbofurano pode ter sido causado pela

supresséao da ionizacao provocado pelo efeito de matriz.

Tendo em vista os resultados apresentados o PSA foi escolhido como o
adsorvente preferencial para o processo de extracdo dos agrotoxicos.

4.3 Planejamento Experimental

A eficiéncia do processo de extracao e recuperacao dos analitos de interesse
foi avaliada por meio da andlise multivariada, utilizando o planejamento fatorial
fracionario, seguido do planejamento experimental Box-Behnken. A resposta
utilizada na avaliacao dos resultados foi a recuperacédo dos analitos. Os agrotoxicos

selecionados foram adicionados as amostras na concentragdo de 2mg.kg.
4.3.1 Planejamento Fatorial Fracionario
O planejamento fatorial fracionario do tipo 2 73, com trés réplicas no ponto

central, resultou em 19 experimentos que estao descritos na Tabela 12.
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Tabela 12. Matriz do planejamento fatorial fracionario.

Variaveis

) 5 3 o o S8 n: —

g |t C2 | o] 55| 552| 8%2| 552| &S

g 188 20 | 29 sE | EZE| BEE| EEE| &9

S E s = >z étg 283 § § 2 § rs
1 2 2 0 100 7 3000 1 137591
2 10 2 0 100 21 3000 5 139950
3 2 6 0 100 21 9000 1 143902
4 10 6 0 100 7 9000 5 145576
5 2 2 2 100 21 9000 5 183267
6 10 2 2 100 7 9000 1 221636
7 2 6 2 100 7 3000 5 153003
8 10 6 2 100 21 3000 1 199546
9 2 2 0 300 7 9000 5 170451
10 10 2 0 300 21 9000 1 187193
11 2 6 0 300 21 3000 5 172036
12 10 6 0 300 7 3000 1 196753
13 2 2 2 300 21 3000 1 166582
14 10 2 2 300 7 3000 5 212954
15 2 6 2 300 7 9000 1 180182
16 10 6 2 300 21 9000 5 232237
17 (C) 6 4 1 200 14 6000 3 221483
18 (C) 6 4 1 200 14 6000 3 204249
19 (C) 6 4 1 200 14 6000 3 202092

A partir dos experimentos realizados e da analise estatistica das respostas

descritas na Tabelall, utilizando os recursos do programa Statistica (StatSoft),

obteve-se o diagrama de Pareto apresentado na Figura 32, a seguir:
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Figura 32: Diagrama de Pareto do planejamento fatorial fracionario mostrando a
influencia dos fatores estudados.

Fareto Chart of Standardized Effects Vanable: Area
2"(T-3)desgn; M3 Pure Emor=112846E3
W Area
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(4 ¥PSAfmg) 46030883

(GPel. Centrifugagdo (pm} 2088061

[FITempo Cen:n’fugagin [min} -=520132

GiTempe onicagdo (min) 1858226

(2Mg S04 (g) 1272866

p=.05
Standardized Effect Efimate (Absolute Value)
A magnitude dos efeitos é representada pelas colunas e a linha transversal
as colunas mostra a magnitude dos efeitos com significado estatistico para p=0,05, o
qgue quer dizer que os fatores séo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de

confianca.

A andlise da Figura 32 mostra que os fatores i) massa de amostra (g); ii)
massa de NaCl (g); e iii) massa de PSA (g) influenciaram significativamente no
processo de extracdo. Os numeros positivos para esses trés fatores indicam que o
aumento dos valores acarretaria um aumento na resposta e, em consequéncia,
melhores resultados.O fator massa de NaCl apresentou uma influéncia relativamente
maior do que os outros dois fatores. Isso pode ser explicado pelo fato de a adi¢ao de
NaCl promover o efeito salting out, o que diminui a solubilidade dos analitos na fase
aguosa favorecendo a sua transferéncia para a fase organica, o que,

consequentemente, melhora a recuperacao dos agrotoxicos.
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4.3.2. Planejamento Box-Behnken

Uma vez que o numero de variaveis significativas foi reduzido para trés e que
uma regido em que as respostas obtidas se aproximaram do desejado foi localizada,
elaborou-se um novo planejamento experimental. Os niveis minimo e maximo de
cada fator empregado no planejamento Box-Behnken estdo descritos na Tabela 12 a

sequir.

Nesse novo planejamento, buscou-se estimar uma superficie de resposta com
base em uma equacéo quadratica e, também, a localizagcdo do maximo (ponto 6timo)
desta superficie. Sendo assim, foi empregado o planejamento experimental do tipo
Box-Behnken, associado a metodologia da superficie de resposta levando em
consideracdo a média dos valores de recuperacdo e de efeito de matriz para os

agrotoxicos estudados.

Decidiu-se utilizar como critério de avaliagdo do planejamento Box-Behnken
uma resposta composta, que levasse em consideragao o valor de recuperagéo e o
efeito de matriz obtido em cada experimento. Além de um valor de recuperacdo
adequado, € desejavel que haja um minimo de efeito de matriz possivel para que
assim os erros de analise possam ser reduzidos. A minimizacdo de efeito da matriz
também reduz os custos com a manuten¢do do equipamento de GC-MSja que néo
havera necessidade frequente de limpeza do injetor e da fonte de ions do mesmo.
Estes co-extrativos, responsaveis pelo efeito de matriz, podem suprimir ou aumentar
a ionizacdo dos analitos na fonte de ions do espectrdmetro de massas, interferindo
na deteccdo dos mesmos (Taylor, 2005; Niessem et al. 2006).

Kruve et al. 2008 propuseram um parametro, chamado de eficiéncia de
processo, que leva em consideracdo os valores de recuperacdo e efeito de matriz
conjuntamente. No entanto, para valores de efeito de matriz muito acima de 100%, o
termo eficiéncia de processo também aumenta, tornando este parametro improprio
para utilizagcdo como resposta no planejamento Box-Benhken. Desse modo, foi
desenvolvido um novo termo, chamado de desejabilidade global (D), que sera

discutido a seguir. (Derringer e Suich, 1980)
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Para o célculo da resposta foram utilizadas as equa¢cées mostradas abaixo,
onde os valores de Recuperacéo (R) e Efeito de Matriz (EM) foram codificados. As
equacodes (5), (6) e (7) descrevem o calculo da recuperacao codificada, denominada

de desejabilidade da recuperacao (dry).

3
dR:(R‘mj se 70 < R < 100 (5)
10070
3
d, :(R——120) se 100 <R <120 (6)
120-100
dr=0seR>1200uR <70 (7)
Onde:

R = recuperacao

dr = desejabilidade da recuperacéo

O valor de recuperacéao (R) utilizado foi calculado conforme detalhado no item
3.5.1. Este sistema de equacédo leva em consideracdo se a faixa de valores de R
adequada esta entre 70 e 120% (Ribani et al., 2004). Desse modo, pode-se observar
que quanto mais proximo de 100% maior o dr € que quanto mais se afasta desse
valor o dr diminui. Se a média das recuperacdes estiver abaixo de 70% ou acima de

120%, dr sera zero.

As equacbes (8), (9) e (10) descrevem o calculo de efeito de matriz

codificado, denominada de desejabilidade do efeito de matriz (dewm.

3
ME:[ME—9OJ se 90 < ME < 100 (8)
100-90
3
v =(Mj se 100 < ME < 200 (9)
200 —100
dem = 0 se ME> 200 ou ME<90 (20)
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Onde:
ME = efeito de matriz (do inglés, Matrix Effect)

dwve = desejabilidade do efeito de matriz

Para o valor de ME, considerou-se a faixa de 90 a 200%, que abrange 0s
resultados de ME obtidos em analises prévias através deste método. Ressalta-se que
ndo existe uma regulamentacdo para a faixa adequada de EM, pois o0 mesmo ira
variar dependendo da metodologia aplicada, da natureza da amostra e do tipo de co-
extrativos. Sendo assim, quanto mais proximo de 100% maior sera o valor de dem €
gue quanto mais se afasta desse valor o dem diminui. Se os valores do efeito de matriz

estiverem abaixo de 90% ou acima de 200% o valor de due sera zero.

Apés obter os valores de R e ME, foi empregada a funcao desejabilidade para
a otimizacdo multiresposta do processo de extracdo. Essa funcdo permitiu combinar
em uma unica resposta (a desejabilidade global) a média dos valores de recuperacgéo
e efeito de matriz obtidos para os agrotoxicos estudados. A desejabilidade global (D)
€ a raiz quadrada do produto de R xME, como pode ser visto na equagéo (8).

D=./d, -d,. (8)

A desejabilidade global (D) pode variar de 0 a 1. Desta forma, quanto mais
proximo de 1 for o valor obtido, mais proximo de 100% estardo os valores de
recuperacdo e efeito de matriz. A tabela 14 mostra os valores obtidos nos

experimentos realizados.

Foram realizados 15 experimentos com trés réplicas no ponto central, cujos

fatores estédo descritos na Tabela 13, tendo como reposta a desejabilidade global (D).
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Tabela 13. Matriz do planejamento Box-Behnken.

Variaveis
Ensaio I\g?:sgge I\I/\Ilassa de Massa de PSA Res(gt))sta
Q) aCl (9) (mg)

1 2 0 200 0,0000
2 10 0 200 0,0000
3 2 2 200 0,0000
4 10 2 200 0,1633
5 2 1 100 0,0000
6 10 1 100 0,0802
7 2 1 300 0,2318
8 10 1 300 0,2979
9 6 0 100 0,0052
10 6 2 100 0,0071
11 6 0 300 0,0417
12 6 2 300 0,1342
13 (C) 6 1 200 0,1442
14 (C) 6 1 200 0,2274
15 (C) 6 1 200 0,1723

D = desejabilidade global

Os valores dos parametros utilizados no calculo da desejabilidade global sédo

mostrados na Tabela 14.
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Tabela 14. Valores obtidos nos experimentos para o estudo do efeito de matriz.

Ensalo | Recuperacao [ Efeito de dR e o
1 78,7 253,2 0,0244 0,0000 0,0000
2 79,1 321,1 0,0279 0,0000 0,0000
3 88,3 320,6 0,2270 0,0000 0,0000
4 97,0 166,8 0,7290 0,0366 0,1633
5 42,4 155,1 0,0000 0,0905 0,0000
6 84,3 161,0 0,1083 0,0593 0,0802
7 87,0 133,4 0,1820 0,2954 0,2318
8 95,2 146,9 0,5927 0,1497 0,2979
9 72,2 158,9 0,0004 0,0694 0,0052
10 72,0 144,4 0,0003 0,1719 0,0071
11 75,9 138,9 0,0076 0,2281 0,0417
12 84,3 145,0 0,1083 0,1664 0,1342
13 86,7 150,6 0,1725 0,1206 0,1442
14 94,4 154,2 0,5380 0,0961 0,2274
15 88,0 148,4 0,2160 0,1374 0,1723

D = desejabilidade global; dr = desejabilidade da recuperagdo; dem = desejabilidade do
efeito de matriz.

Pela andlise da tabela acima, observou-se que o critério de desejabilidade
global (D) variou de 0,0000 (experimentos 1, 2, 3 e 5) a 0,2979 (experimento 8). A
andlise estatistica das respostas obtidas, utilizando o programa Statistica 6.0,
permitiu a obtencdo dos gréaficos de superficie de resposta para a matriz Box-

Behnken, conforme apresentado na Figura 33.
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Figura 33. Superficies de resposta (Box-Behnken).

Fitted Surface; Variable: CD (RE&EM)
3 factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=,0017892
a) Superficie de resposta DV: CD (REZEM)
para a desejabilidade (D)
com valor de massa de
amostra fixado em 10 g

Resposta (D)

Fitted Surface; Variable: CD (RE&EM)
3 factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=,0017892
b) Superficie de resposta DV: CD (RE&EM)
para a desejabilidade (D)
com valor de NaCl fixado
em 1,25 g.
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] 0,15
Jo1
[ 0,05
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Fitted Surface; Variable: CD (RE&EM)
3 factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=,0017892
c) Superficie de resposta DV: CD (RE&EM)
para a desejabilidade (D)
com valor de PSA fixado
em 300 mg.

Resposta (D)

Il 0,25
Il o2
o115
Jo1
I 0,05
Bl o

As curvas de superficie de resposta estédo descritas através da equacao a seguir:

D = (-0,20+0,04) — (0,121+0,02)Mnac? + (0,000766+0,00015)PSA + (0,273964+0,05)Mnaci+
(0,0097i0,004)mamostra %

A interpretacdo dos graficos de superficie de resposta permite concluir que foi
obtido um ponto 6timo para o parametro massa de NaCl, enquanto que para 0s
outros dois parametros (massa de PSA e massa de amostra) esta indicado uma

tendéncia de aumento dos valores. A Figura 34 mostra os valores previstos para
cada parametro, através do modelo construido.
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Figura 34. Gréficos de previsdo de valores para os parametros avaliados.
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Através dos gréaficos de superficie de resposta e de previsdo de valores
obtidos, foi possivel estimar o valor 6timo para massa de NaCl em 1,45g, o qual esta
dentro da faixa de valores 6timos para o referido sal. Para o parametro massa de
amostra observa-se que existe uma tendéncia de aumento deste parametro,
extrapolando o limite experimental estabelecido, ou seja, indicando a utilizacdo de
uma massa de amostra acima de 10g. No entanto, o aumento da massa de amostra
se torna limitado em funcdo do espaco disponivel no tubo deextracdo, que também
deve conter o solvente extrator e os sais. Desse modo, decidiu-se fixar a massa de
amostra em 10g, que foi 0 nivel que apresentou maior resposta no planejamento

experimental realizado.

Para o parametro massa de PSA, também foi observada uma tendéncia de
aumento deste parametro além do limite experimental utilizado, ou seja, além de 300

mg. No entanto, decidiu-se ndo aumentar a massa de PSA devido ao custo é
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relativamente elevado. Desse modo, considerando-se as respostas otimizadas com
as quantidades de 1,45g de NaCl, 10g de amostra e 300mg de PSA. Portanto, estas
condi¢cbes foram consideradas como 6timas e aplicadas para o método de extracao

desenvolvido.

A tabela 15 mostra os valores de recuperacédo e efeito de matriz obtidos apds
aplicacdo das consideradas 6timas.

Tabela 15. Valores de Recuperacdo (%) e Efeito de matriz (%) obtidos no ponto

otimo.
Analito Recuperacéao (%) Efeito de Matriz (%)
Carbofurano 84,4 167,6
Tiametoxan 88,1 132,0
Tiabendazol 83,3 148,3
Imazalil 87,6 163,0
Tebuconazol 87,9 177,2
Bifentrin 92,0 127,8
Procloraz 87,3 174,6
Difenoconazol 89,3 151,2
Azoxistrobina 82,1 173,7

Os dados da Tabela 15demonstram que todos os valores de recuperacao
variaram entre 82,1 e 92,0 e estdo dentro da faixa recomendada (70 e 120%) pela
ANVISA, INMETRO e AOAC, enquanto que os valores de efeito de matriz foram

inferiores a 200%, variando entre 127,8% e 177,2%.

4.4 Figuras de mérito

Apoés a otimizacdo das condi¢cdes de extracdo pelo método QUEChERSe
estabelecidas as condi¢cdes cromatograficas para analise por GC-MS, foi realizadoo
estudoda linearidade, limites de deteccao (LOD) e dequantificagdo (LOQ), preciséo

(RSD) intradia e interdia, exatiddo pelo estudo darecuperacao relativa em diferentes
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niveis de fortificacdo e a recuperagdo absoluta. Todas as andlises foram feitas em
triplicata.

4.4.1 Curvas analiticas (Linearidade)

Os parametros de linearidade obtidos através dométodo do padrdo externo
estdo apresentados na Tabela 16 juntamente com os valores dos limites maximos de
residuos de agrotoxicos estabelecidos pela ANVISAem 2014.Vale ressaltar que néo
h& valor de LMR estabelecido para o carbofurano, pois o mesmo ndo é autorizado
para o cultivo do mamao.As curvas analiticas foram obtidas a partir de solucdes
padrdocom os analitos adicionados ao extrato da matriz, pois assim é possivel
eliminar ou reduzir a influencia dos interferentes por compensacao (Zrostlikova et al.,
2002).

Tabela 16. Parametros da curva analitica, coeficientes de determinacdo e LMR de

cada agrotoxico.

Faixa linear LMR

Analito Equacao da curva R? de trabalho 9

(ug kgd) (ng kg™)
Carbofurano y=532,8x + 58697 0, 9894 25-1200 -
Tiametoxan y=327,5x + 13118 0, 9945 25-1200 100
Tiabendazol y=1275,6x — 12806 0, 9971 25-1200 6000
Imazalil y= 672,9x — 6591,2 0, 9990 25-1200 1000
Tebuconazol y=731,4x - 10919 0,9945 25-1200 1000
Bifentrin y=1717,4x - 62326 0,9962 25-1200 300
Procloraz y=300,3x + 14842 0,9980 25-1200 1000
Difenoconazol y=662,8x + 4837,7 0,9972 25-1200 300
Azoxistrobina y=492,8x+ 4593,3 0,9942 25-1200 300
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Graficamente, as curvas analiticas para 0os nove agrotoxicos estudadosestédo

representadas na Figura 36, a seguir:

Figura 35. Curvas analiticas para os nove agrotoxicos estudados.
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A partir dos dados das curvas analiticas, observou-se que as equacbes
apresentaram boa linearidade com coeficiente de determinacdo variando de
0,989para o carbofurano e 0,999 para o Imazalil. Sendoassim, o modelo de
regressao linear mostrou-se adequado para as determina¢des analiticas em estudo,
visto que estdo de acordo com as orientagdes da ANVISA e do INMETRO que

recomendam respectivamenteum valor igual a 0,99 e acima de 0,90.

A faixa linear de trabalho contempla os limites maximos de residuos de
agrotoxicos (LMR) estabelecidos pela ANVISA. Exceto para o Tiabendazol que

apresenta um LMR maior do que o Ultimo ponto da curva analitica (6000ug.L™?).

4.4.2 Limites de deteccao (LOD) e Limites de quantificacao (LOQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estabelecidos em conjunto com
0 estudo da faixa linear de trabalho na constru¢cdo da curva analitica, estando os
agrotoxicos em presenca do extrato da matriz. Foram realizadas extracdes
sucessivas por QUEChERS, adicionando os padrfes de analitos ao final do processo
de extracao.
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Os LOD e LOQ foram estabelecidos utilizando a razao sinal/ruido de cada
analito, obtidas com extragbes dos analitos no extrato da matriz, quando ainda era
obtido um sinal minimo e mensuravel de cada analito. A relacéo de 3:1 foi estimada
como limite de deteccdo e a razdo de 10:1 foi estabelecida como limite de
quantificacdo. O menor nivel de concentracdo na curva analitica corresponde ao
inicio da faixa linear de trabalho e ao LOQ para cada composto. Os limites de
deteccao e de quantificacéo obtidos pelo método proposto sdo mostrados na Tabela
17.

Tabela 17. Limites de detec¢éo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) obtidos pelo método
QUEChERS e CG-MS e LMR.

Analito LOD LOQ LMR
(ug kg™h) (ug kg™t (ug kgt)
Carbofurano 25 - -
Tiametoxan 25 25 100
Tiabendazol 25 o5 6000
Imazalil 2,5 25 1000
Tebuconazol 25 25 1000
Bifentrin 25 25 300
Procloraz 25 25 1000
Difenoconazol 25 25 300
Azoxistrobina 25 25 300
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4.4.3 Precisédo e Exatiddo do método

A precisdo em validacdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes:

repetitividade, precisdo intermediaria, reprodutibilidade. No presente trabalho a

precisdo do método foi avaliada com o estudo da repetibilidade, realizando-se a

avaliacdo da recuperacao dos agrotéxicos selecionados para o estudo em trés niveis

de fortificacdo,os quais foram determinados seguindo as recomendacdes do GARP

(Associacdo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas) para analises de

residuos, nos niveis de adicdo de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de

quantificacdo.Na Tabela 18constam os resultados obtidos.

Tabela 18. Recuperacéo (%) e RSD (%) para o estudo da precisdo e exatiddo do
meétodo em trés niveis de fortificacao.

Agrotéxico

Nivel de Fortificacéo

Recuperacao (%)

RSD (%)

(ngkg™)
Carbofurano 25 76,5 1,3
50 116 3,3
250 106,6 7
Tiametoxam 25 82,9 4.4
50 96,6 2,7
250 101,6 2
Tiabendazol 25 78,9 3,7
50 87,7 0,7
250 96,9 2,9
Imazalil 25 73,8 6,8
50 94,7 1,3
250 104,5 1,8
Tebuconazol 25 80,8 3,3
50 99,7 1
250 107 2,9
Bifentrin 25 100,2 4.4
50 118,5 5,6
250 112,2 2
Procloraz 25 74,9 2,2
50 102,9 1,2
250 106,9 4,2
Difenoconazol 25 79,1 3,4
50 101,5 6,3
250 110,5 2,9
Azoxistrobina 25 76,7 4,2
50 103,5 4.7
250 112,3 3,8
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Para validagdo de métodos cromatograficos, os intervalos aceitaveis de
recuperagdo para andlise de residuos de agrotoxicos geralmente estdo entre 70 e
120%, com precisdo de até + 20% (Ribani et al., 2004). De acordo com os dados da
tabela acima, observa-se que os resultados obtidos sdo satisfatorios, pois estédo

todos na faixa indicada.

As recuperacdes dos agrotoxicos em amostras de mamao fortificadas foram
mais eficientes em um nivel de concentracdo mais elevado. E importante considerar
como a eficiéncia do método varia em funcdo da concentracdo da substancia e a
recuperacdo pode diferir substancialmente a altas e baixas concentracfes. Os
agrotoxicos sao suscetiveis a efeitos adversos como problemas com a degradacao e
efeitos provenientes do sistema de injecdo e da coluna cromatografica (perda de
capacidade). Quanto maior a disponibilidade desses agrotoxicos na matriz, maior
sera a probabilidade de recupera-los. Por esse motivo, a recuperacao foi avaliada na
faixa de concentracdo esperada para o analito de interesse, adicionando-se a
substancia padrao em trés diferentes concentragoes.

A maioria dos agrotoxicos apresentou valores de recuperacdo acima de
100%, com excecdo do tiabendazol que o maior valor apresentado foi 96,9%. A
bifentrina foi o agrotoxico que apresentou melhores valores de recuperacdo em
todos os niveis de concentracdo, sendo que com a fortificacdo de 50 ug.kgthouve
uma maior recuperacdo acompanhada de um maior desvio padréo relativo (RSD).
Dentre os agrotoxicos estudados, a bifentrina é aque apresenta maior valor do Log
kow (6,6). Isto significa que ele é o mais lipofilico e, portanto, tem menor afinidade
coma fase aquosa no processo de extracdo, sendo mais disponibilizadopara a fase

organica, gerando maiores respostas.

Entre osanalitosque ndo séo afetados pelo efeito da matriz, estdo os
compostos considerados termicamente estaveis. Outros, porém, sdo0 mais
suscetiveis apresentando resposta cromatografica mais acentuada induzida pela
matriz.O efeito de matriz € fortemente dependente da estrutura quimica do analito.
As substancias que apresentam em sua estrutura grupo fosfato (-P=0), hidroxila,

amino, imidazol, benzimidazol e carbamato sdo mais susceptiveis ao efeito de
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matriz, visto que sdo mais susceptiveis a adsorcdo pelos sitios ativos do insertor
(Poole, 2007; Pinho et al., 2009).

Foi realizado também o estudo da preciséo intermediaria, onde foram feitas
15 extracoes, trés por dia, durante cinco dias consecutivos, com nivel de fortificacéo
de 50,0 pug kg?'. Esse estudo tem como objetivo certificar-se de que, no mesmo
laboratorio, o método fornecera os mesmos resultados. Na Tabela s&o mostrados os
valores do CV (%) variando entre 10,2 % para o Tebuconazol e 18,9% para o
Procloraz. Estes valores estdo abaixo do limite maximo permitido que é de 20%
(Ribani et al.,2004).

Tabela 19. Coeficientes de variacdo obtidos no estudo da precisdo intermediaria do
método QUEChERS por GC-MS.

C.V (%), nivel de fortificagdo agrotéxicos (50,0 ug kg™)
Agrotoxico Preciséo Intermediaria (n=15)
Carbofurano 17,8
Tiametoxam 12,2
Tiabendazol 12,1
Imazalil 10,8
Tebuconazol 10,2
Bifentrin 12,0
Procloraz 18,9
Difenoconazol 16,5
Azoxistrobina 15,7
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4.5 Aplicacdo dométodo QUEChERSmodificado na analise de residuos de

agrotéxicos em amostras de mamao

O meétodo proposto foi aplicado na analise de 76 amostras de mamao papaia
e formosa, das quais 37 apresentaram residuos de agrotoxicos. As amostras foram
coletadas em alguns pontos da cidade de salvador, como supermercados, pequenos
mercados, Feira de Agua de Meninos e Mercado do Rio Vermelho. Foram obtidas
também amostras de cidades do interior da Bahia, como Santo Antonio de Jesus,
Conceicédo do Almeida, Cruz das Almas, Sapeacu, Governador Mangabeira, Irecé,
Eunapolis, Feira de Santana, Teixeira de Freitas e Itabela. De acordo a origem as
amostras foram divididas em grupos - mercado (M) e feira(F) ou em lotes (L1, L2, L3
e L4). Em seguida, todas foram imediatamente processadas seguindo o
procedimento descrito no subitem3.4.As analises foram feitas em triplicata e entre as
andlises de cada amostra foi sempre realizado um branco dométodo para evitar o

efeito de memoaria e garantir a exatiddo das medidas.

Na Figura 37, esta ilustrado um cromatograma (GC-MS/SIM), de uma amostra
de mamao, obtido nas condi¢cbes otimizadas, em um tempo de analise de 27,5
minutos.Essa amostra foi coletada em Santo Antonio de Jesus, Bahia (mercado),
observando-se no cromatograma o0s sinais referentes aos seguintes analitos:
tiabendazol (tr = 11,47 min.); tebuconazol (tr = 15,46 min.); e bifentrina (tr = 16,82

min.)
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Figura 36. Cromatograma de uma amostra de mamao obtido no GC-MS modo SIM,
coletada em Santo Antbnio de Jesus, Bahia (mercado). Coluna DB1 J & Scientific (30 mx
0,25 mm ID x 0,25 pm), utilizando hélio como gas de arraste, com velocidade linear de 40
cm.s™.

Tebuconazol

Bifentrina

Tiabendazol

|
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Nas Tabelas20, 21 e 22 sao apresentados os resultados obtidos nas analises
das amostras.Através dos dados das tabelas, é possivel observar que para um dado
agrotoxico os valores das concentracfes sdo proximospara a maioria dos lotes. Isso
se deve ao fato de as amostras serem provenientes de regides vizinhas e que,

provavelmente, sao fornecidas por um mesmo produtor.

Em algumas amostrasforam detectados os agrotoxicos tiabenazol, imazalil,
tebuconazol, bifentrina e difenoconazol. Como pode ser visto nas tabelas a seguir,
os valores da concentracdo desses compostos estdo acima do limite de deteccéo
(LOD= 2,50ug kg?). Entretanto, somente o tebuconazol e a bifentrina foram
qguantificados, estando as suas concentracdes em algumas amostras acima do LOQ
(25,00ng kg').Ndo foram detectados os agrotdxicos carbofurano, tiametoxam,
procloraz e azoxistobina. As concentracbes dos agrotdxicos quantificadas nas
amostras analisadas estavam abaixo do limite maximo de residuo (LMR) (ANVISA,

2014).
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Tabela 20. Resultados obtidos (ug Kgt) das anélises de mam&o por QUEChERSem amostras de Salvador.

Local de coleta Pequenos mercados Suggr;]rr‘;erzéz%do AguaFcei(iaraMocla?\inos Mercado Rio Vermelho
Agrotoéxico L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
Carbfurano n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiametoxam n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiabendazol 10,43 10,29 n.d. 232,3 146,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Imazalil 10,36 9,830 9,870 10,48 10,91 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tebuconazol 15,19 15,04 15,01 15,28 15,59 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Bifentrina 36,47 36,33 36,33 n.d. 37,94 n.d. n.d. n.d. n.d. 37,44 36,60 36,82
Procloraz n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Difenoconazol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Azoxistrobina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 5,087 9,790 n.d. n.d. n.d. n.d.

Obs:

L= Lote; n.d..=ndo detectado

BP = Bomprec¢o: L1, L2 e L3= mamao papaya,;

Pequenos mercados: L1, L2 e L3 = Maméao papaia

Agua de meninos: L1, L2 e L3 = Mamé&o papaia

Mercado Rio Vermelho: L1: maméao formosa; L2 e L3 = mamé&o papaia
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Tabela 21. Resultados obtidos (ug kg?) das analises por QUEChERS das amostras de algumas cidades do interior da Bahia.

Local de coleta SagéoJéchnsnio Cogf;ig%% do Cruz das Almas Sapeacu ﬁg‘@?ﬁgg
Agrotoxico M F M F M F M F M F
Carbfurano n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiametoxam n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiabendazol 11,50 10,53 10,40 10,84 10,42 10,22 n.d. 10,52 10,40 10,39
Imazalil n.d. n.d. 10,29 10,39 11,97 10,11 n.d. n.d. n.d. n.d.
Tebuconazol 24,23 23,48 16,52 16,46 28,26 18,53 n.d. 25,77 19,70 15,02
Bifentrina 39,13 36,50 38,01 39,36 50,79 38,51 n.d. 37,91 36,91 36,41
Procloraz n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Difenoconazol n.d. n.d. n.d. n.d. 4,610 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Azoxistrobina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Obs:

M= mercado; F= feira; n.d.=n&o detectado
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Tabela 22. Resultados obtidos (ug kg?) das analises por QUEChERS das amostras de algumas cidades do interior da Bahia.

Local da coleta Irecé Eunapolis Feira de Santana Teixeira de Freitas Itabela

Agrotoéxico L1 L2 L1 L2 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
Carbfurano n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiametoxam n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tiabendazol n.d. nd. | 10,48 | 10,41 | 10,73 | 10,52 | 10,46 | 33,37. | n.d. n.d. nd. | 10,44 | 10,30 | 11,54 | 10,40
Imazalil n.d. nd. | 9960 | 10,83 | nd. | 10,05 | 9,86 | 10,25 | n.d. n.d. n.d. nd. | 9,840 | 13,91 | n.d.
Tebuconazol n.d. nd. | 1559 | 1621 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | 1503 | 1522 | 28,23 | 15,08
Bifentrina 36,99 37,72 39,44 44,96 36,39 36,45 | 36,45 | 40,45 | 37,26 | 41,41 37,30 | 36,38 37,39 | 58,02 | 36,57
Procloraz n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Difenoconazol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Azoxistrobina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Obs:

n.d..=ndo detectado
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5 CONCLUSOES

Os resultados mostram que o método e extracdo de residuos de agrotdxicos
desenvolvido a partir do método QUEChERS e analise por GC-MS pode ser aplicado
em analises qualitativas e quantitativas de residuos de agrotoxicos em mamao. A
metodologia analitica proposta mostrou-se eficiente para extrairos agrotoxicos
carbofurano, tiametoxam, tiabendazol, imazalil, tebuconazol, bifentrina, procloraz

difenoconazol eazoxistrobinaem amostras de mamao.

O estudo do adsorvente adequado para etapa de clean updo processo de
extracdo mostrou que o PSA foi capaz de promover a limpeza do extrato bem como

melhorou a resposta do sinal analitico dos compostos de interesse.

Através da realizacdo do planejamento experimentalfracionario foi possivel
definir que asvariaveis massa de amostra (g), massa de NaCl (g), massa de PSA (g)
influenciaram significativamente no processo de extracdo. A utilizacdo conjunta de
matriz Box-Behnken e funcdo de desejabilidade como recursos estatisticos
permitiram a otimizacdo da extragcdo, mostrando que as melhores respostas foram
obtidas com 1,45g de NaCl, 10 g de amostra e 300mg de PSA.O efeito de matriz
deve ser considerado, uma vez que pode resultar em mudancas na eficiéncia de
ionizacdo ocorrendo supressao ou aumento da ionizacdo dos analitos, causando
alteracbes nas analises cromatogréaficas.Além disso, componentes da matriz
presentes na amostra podem co-eluir com os analitos de interesse provocando

aumento na resposta do detector.

Para validacdo do método, foramdeterminadas a linearidade, precisao, limites
de deteccdo e de quantificacdo, além de estudos de recuperacdo.Os limites de
deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foramrespectivamente iguais a 2,50ug kg
e 25,00ug kgtl. No estudo da precisdo e exatiddo foram obtidos resultados
satisfatorios, na faixa de 0,7 % a7 %, os quais estao dentro dos limites estabelecidos
para a andlise de tracos (ANVISA). Os valores de recuperacgdo variaram de 73,8% a

118,5%, estando dentro do intervalo aceitavel.

A aplicacdo do meétodo em amostras de maméao (formosa e papaya),

comercializadas na cidade de Salvador, BA, permitiu a deteccdo de residuos
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dequatrodos nove agrotoxicos estudados: tiabendazol, imazalil, tebuconazol,
bifentrina e azoxistrobina. Estes compostos apresentaram valores de concentracao
acima do LOD (2,50 pg kgt), como pode ser visto nas tabelas 19, 20 e 21. Somente
a bifentrina e o tebuconazol apresentaram concentragbes acima do LOQ,
respectivamente nas faixas de 36, 33 a 58,02 ug kg?' e 15,01 a 28,23 pg kgt A

bifentrina foi o0 composto presente em um maior nimero de amostras.

As analises das amostras coletadas nos municipios do interior da Bahia
(mamao papaya) apresentaram residuos de tiabendazol, imazalil, tebuconazol,
bifentrina e difenoconazol, sendo que a bifentrina foi 0 composto presente em um
maior nimero de amostras e com maiores concentragfes. A bifentrina € um

acaricida, inseticida e formicida com amplo espectro de agéo.

As concentragfes individuais encontradas foram menores do que os valores
estabelecidos pela legislacao brasileira. A pesar disso, os resultados demonstram a
necessidade do monitoramento de residuos de agrotoxicos em frutas pelos érgaos
responsaveis para que a seguranca alimentar da populacdo seja resguardada e o

meio ambiente preservado.
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6 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Aplicar o método desenvolvido em outros tipos de matrizes de diferentes

naturezas, por exemplo, outras frutas e hortalicas.

Fazer o estudo comparativo deste método com outras técnicas de extracao
como, por exemplo, a micro-extracdo liquido-liquido dispersiva (Dispersive liquid—
liquid microextraction - DLLME) e a micro-extracdo com gota diretamente suspensa
(Directly suspended droplet microextraction - DSDME);

6.1Trabalhos apresentados em congressos

CARVALHO, G. A.; GUARIN, R. R.; ARAUJO, C. B.; MESQUITA, P. R. R.; LOPES,
W. A.; RODRIGUES, F. M. Avaliacdo de diferentes adsorventes na extragcao de
agrotoxicos em mamao utilizando o método QUEChERS. 352 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica. Aguas e Lindéia, S0 Paulo,2012.

Graziele de A. Carvalho, Paulo R. R. Mesquita, Fabio S. Oliveira, Frederico de M.
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