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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduacao em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO MULTIRRESIDUO
EMPREGANDO GC-MS (NCI-SIM) PARA DETERMINACAO DE PESTICIDAS EM
GRAOS DE TRIGO E SEUS PRODUTOS PROCESSADOS
AUTORA: DIANA INES STROHER KOLBERG
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 07 de Marco de 2008

Um método multirresiduo para a determinagdo de 24 pesticidas em trigo,
farinha, farelo e pao empregando GC-MS (NCI-SIM) foi desenvolvido e validado
neste estudo. O objetivo deste trabalho foi também avaliar o destino de pesticidas
durante o processamento do trigo, ou seja, durante o processo de moagem para
obtencéo da farinha branca e do farelo. Avaliou-se a degradacéao destes compostos
durante o cozimento para obtencdo do pao a partir da farinha branca, que foi
preparado em panificadora doméstica, com tempo total de preparo de 1 h. O método
QuEChERS modificado, desenvolvido originalmente para amostras de frutas e
vegetais, foi otimizado para a extracéo de pesticidas de diferentes classes.

Para a etapa de extragao, utilizou-se acetonitrila contendo 1% de acido acético,
acetato de sodio, citrato de sodio e sulfato de magnésio, a etapa de clean up por
extracdo em fase sélida dispersiva foi realizada pelo emprego de C18 e sulfato de
magnésio. O método foi validado avaliando-se os seguintes parametros: linearidade
(sete niveis de concentracdo), limite de deteccao (LOD), limite de quantificacao
(LOQ), efeito matriz, bem como precisdo e exatidao, avaliando-se o percentual de
recuperagao empregando-se para isto quatro niveis de fortificagdo. A faixa linear das
curvas analiticas situou-se entre 1,0 a 100 pg L™ para tri%o e pdo, 2,0 a 200 pg L™
para farinha e farelo, ambas apresentando valores de r° >0,99. As recuperacdes
foram consideradas satisfatérias, ou seja, entre 70 e 120% com valores de RSD% <
20% para a grande maioria dos compostos. Observou-se que os pesticidas se
concentraram mais na parte externa do grdao de trigo, apresentando maiores
concentragdes nas amostras de farelo do que nas amostras de farinha. Durante o
cozimento, observou-se a degradacdao dos compostos na faixa de 50 a 70%. O
método mostrou-se adequado para a andlise multirresiduo de pesticidas nas
matrizes estudadas, e a técnica de GC-MS (NCI-SIM) altamente sensivel e seletiva.

Palavras-chave: GC-MS; pesticidas; trigo; farinha; farelo; pao; degradacao
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A MULTIRESIDUE METHOD USING GC-
MS (NCI-SIM) FOR PESTICIDE DETERMINATION IN GRAINS OF WHEAT AND
ITS PROCESSED PRODUCTS
AUTHOR: DIANA INES STROHER KOLBERG
ADVISOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Date and Place: March 07, 2007, Santa Maria

In this study a multiresidue method for the determination of 24 pesticides in
wheat, flour, bran and bread using GC-MS (NCI-SIM) mode was developed and
validated. The objective of this study was to evaluate the pesticides destination
during the processing of wheat as well as during the process of milling for attainment
of white flour and the bran. The degradation of these pesticides was evaluated during
the bread baking process. QUEChERS method, developed originally for samples of
fruits and vegetables, was modified and optimized for the extraction of different
pesticides.

For the extraction procedure acetonitrile containing 1% acetic acid, sodium
acetate, sodium citrate and magnesium sulphate was used. The clean up using
dispersive solid phase extraction was carried out with C18 and magnesium sulphate.
The method was validated evaluating the following parameters: linearity (seven
different levels of concentration), limit of detention (LOD), limit of quantification
(LOQ), matrix effect as well as precision and accuracy, evaluating the percentage of
recovery using four different spike levels. The linear range used in the analytical
curves was from 1.0 to 100 u% L™ for wheat and bread and 2.0 to 200 pg L™ for flour
and bran both with values of r* > 0.99. Recoveries presenting values between 70 and
120% with RSD <20% were considered satisfactory for most compounds. It was
observed that there was a greater concentration of pesticides in the external part of
the wheat grain, and that the sample of bran presented higher concentrations than
those of flour. During the baking, degradation of compounds was observed in the
range of 50 to 70%. The method proved to be adequate for the multiresidue analysis
of pesticides in the matrices studied and the GC-MS (NCI-SIM) technique proved to
be sensitive and highly selective.

Keywords: GC-MS; pesticides; wheat; flour; bran; bread; degradation
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1 INTRODUCAO

O Brasil, com uma extensao territorial de 8,5 milhées de km? tem um
grande potencial para a agricultura. Atualmente, o Brasil produz 500 kg de gréaos
por habitante, devido a evolugdo extraordinaria na agricultura e principalmente na
producdo de graos dos ultimos anos. No entanto, o importante ndo é apenas
produzir, mas também € necessario garantir a qualidade dos alimentos
produzidos, com custos reduzidos e com perdas e impacto ambiental
minimizados. O controle quimico de doencas é, em muitos casos, a Unica medida
eficiente e economicamente viavel para garantir a alta produtividade e qualidade
de producao (EMBRAPA, 2005).

O termo pesticida é utilizado para uma grande variedade de produtos
quimicos, sintéticos ou naturais, que servem para controlar insetos, fungos,
bactérias, ervas daninhas, roedores e outras pestes. Os pesticidas tém fornecido
muitos beneficios a agricultura, pois as pestes e doencas danificam até um terco
das colheitas no mundo todo o que resultou na consolidacao do uso de pesticidas
nas diversas culturas agricolas nos ultimos anos, gerando muitos problemas
ambientais. Em consequéncia o risco de exposicao indireta da populacdo a acao
dos pesticidas que podem estar presentes nos alimentos vem sendo demonstrado
com frequéncia (CHU et al., 2005).

Estima-se que 20% da producao nacional de graos € perdida anualmente
por causa de insetos, pragas, doencas e ervas daninhas, que comprometem a
colheita e o armazenamento (CARVALHO, 2000). Os pesticidas utilizados em
plantacbes de graos, quando aplicados indiscriminadamente e sem controle,
podem causar problemas de ordem ecolégica e de saude publica, e por este
motivo, sdo considerados contaminantes dos alimentos e degradadores do meio
ambiente (HERMES, 1997). Os alimentos produzidos sem a observancia das
Boas Praticas Agricolas (GAP, do inglés Good Agricultural Practice), apresentam
residuos dos pesticidas utilizados, seja pela quantidade incorreta aplicada, pela
inobservancia do produtor ou pelo desrespeito aos prazos de caréncia entre a
aplicacao e a colheita (SOUZA & ALCANTARA, 2007).

O trigo € o cereal mais cultivado no mundo, e o cultivo no Brasil iniciou em

1534, sendo a regidao sul responséavel por 90% da producédo nacional, devido as



2

melhores condi¢des de clima para o desenvolvimento deste cereal (CARVALHO,
2000). A investigacao de residuos de pesticidas na cultura do trigo € de extrema
importancia, uma vez que grandes quantidades de pesticidas sdo empregadas
nesta cultura, durante o cultivo e no armazenamento (SILVA et al., 1996).

O emprego de uma grande variedade de pesticidas, em &reas bastante
extensas, torna fundamental a determinagéo destes residuos, através de técnicas
e métodos altamente sensiveis, capazes de identificar e quantificar a
concentracdo destes constituintes nas amostras de trigo, especialmente
considerando que para evitar perda da matéria prima no campo tem sido
descumpridas as normas, com aplicagdo de quantidades superiores as
recomendadas e, aplicacao de produtos nao permitidos para a referida cultura.

Atualmente, tém aumentado o interesse em obter-se dados sobre o destino
dos pesticidas durante o processamento, visando, uma estimativa real dos niveis
de concentracao de pesticidas que entram na dieta da populacdo. Aspectos de
seguranca e qualidade alimentar sdo assuntos de debate e causam o interesse de
varios segmentos da sociedade. Para subsidiar a tomada de medidas efetivas,
investigagbes cientificas devem ser exigidas para um melhor controle dos
residuos em alimentos comercialmente disponiveis para o consumo (SHARMA et
al., 2005).

A dificuldade de se identificar diferentes classes de pesticidas, e quantifica-
los em baixas concentracoes (em nivel de partes por milhdo e até por bilhdo),
torna-se necessario a utilizagcdo de técnicas altamente sofisticadas, como a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS, do inglés
Gas Chromatography-Mass Spectrometry), devido as suas excelentes
caracteristicas de eficiéncia de separagdo cromatografica, sensibilidade, bem
como poder de confirmagao.

A problemética, que envolve o intenso emprego de pesticidas na agricultura
norteou o objetivo deste estudo que foi otimizar e validar um método
multirresiduo, utilizando o método QUEChERS modificado e GC-MS para
determinacao de pesticidas em graos de trigo e investigar o destino dos pesticidas
durante o processamento do trigo para a producao de farinha branca e farelo de
trigo, e avaliar a diminuicdo da concentracao durante o preparo do pao a partir da

farinha branca.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e Importancia do Trigo

O trigo € um dos mais nobres alimentos e responde atualmente por cerca
de 30% da producdo mundial de graos. Por ser um cereal basico para a
civilizacao, seu cultivo segue paralelo a histéria da antiguidade e da modernidade,
e é utilizado principalmente como base de farinhas para fabricar um alimento
essencial, o pao (EMBRAPA, 2007).

Foram encontrados graos de trigo nos jazigos de mumias do Egito, nas
ruinas das habitac6es lacustres da Suica e nos tijolos da piramide de Dashur, cuja
construcdo data mais de trés mil anos antes de Cristo (BRUM & MULLER, 2006).
Foi sem duvida, uma das primeiras espécies a ser cultivada. Sua importancia esta
associada ao desenvolvimento da civilizagdo e da agricultura moderna, sendo
considerado um alimento sagrado por muitos povos. Os egipcios atribuiram o seu
aparecimento a deusa Isis, os fenicios a Dagon, os hindus a Brama, os arabes a
Sao Miguel e os cristdos a Deus (SILVA et al., 1996).

A medida que o trigo se modificava geneticamente, tornando-se mais
produtivo e adaptado as novas condicdes ecoldgicas, seu cultivo permitiu que a
espécie humana finalmente abandonasse milhares de anos de caca e coleta,
fixando-se em povoados e construindo cidades. A espécie mais cultivada em
quase todo o planeta € o do género, Triticum aestivum L., trigo comum utilizado na
panificagdo, producdo de bolos, biscoitos, massas e produtos de confeitaria. O
género Triticum durum é especialmente destinado ao preparo de massas
alimenticias, macarrdo, lasanhas, rondeles, etc. Atualmente sdo conhecidas mais
de 20 mil variedades diferentes de trigo (BRUM & MULLER, 2006). Por isso,
possui entre todas as culturas alimenticias, a maior area plantada, representando
em torno de 20% de toda area cultivada no mundo. A comercializagdo
internacional do trigo é maior que a soma de todos os outros graos alimenticios, o
gue aumenta mais ainda a sua importancia econémica (SILVA et al., 1996).

O trigo fornece cerca de 20% das calorias provenientes dos alimentos

consumidos pelo homem. Sua grande vantagem é possuir um tipo de proteina
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com certa elasticidade, chamada de glaten, ndo encontrada em outros graos. O
gluten representa um conjunto de proteinas insolluveis, responsavel pelo
crescimento da massa, quando a farinha de trigo € misturada a agua. Ele retém o
gas carbbnico produzido durante o processo de fermentacdo, fazendo com que o
pao cresca, originando um produto leve, de facil elaboracdo, nutritivo e saboroso.
Em forma de péo e de outros derivados, o trigo constitui um dos alimentos mais
importantes da cesta basica brasileira e um componente essencial da alimentacao
humana (SILVA et al., 1996).

2.2 Processamento do trigo

O grao de trigo, como mostrado na Figura 1 possui trés partes importantes: o

endosperma, a casca € 0 germe, que sao objeto de separacdo durante o
processo de moagem.

- Endosperma

Gérmen

Figura 1. Grao de trigo

Fonte: www.viaintegral.com

Endosperma: a parte maior, constitui aproximadamente 83% do peso do
grao, e é a mais importante, por ser a fonte de farinha branca. E rico em amido e
possui, aproximadamente, trés quartos de proteina do grédo, carboidratos e ferro,
como também algumas vitaminas do complexo “B”, tais como riboflavina, niacina
e a tiamina (SILVA et al., 1996).
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Germe: parte que germina quando plantado, € o embrido da semente, e
corresponde por 2,5% do peso do grdo. O germe é usualmente separado, devido
a quantidade de gordura natural que interfere na qualidade de conservagéao da
farinha de trigo refinada especial. Dos nutrientes no grao de trigo inteiro, 0 germe
contém minimas quantidades de proteinas, mas grande parte das vitaminas e
minerais. O germe de trigo pode ser obtido separadamente ou estar presente na
farinha de trigo integral. A qualidade da proteina do germe de trigo € comparada a
do leite. E rico em vitamina "E" e tem alto poder energético (SILVA et al., 1996).

Casca: cuja funcado é proteger o endosperma e 0 germe, corresponde
aproximadamente a 14,5% do peso do grao. Contém uma pequena quantidade de
proteinas, grande quantidade de vitaminas do complexo B, tracos de minerais, e
material celulésico, também chamado de fibra alimentar. E encontrada
separadamente, como farelo de trigo (SILVA et al., 1996).

O processo de moagem se divide em trés etapas principais:

Recepcao e armazenamento do grao: o trigo tem que ser armazenado em
perfeitas condicbes de higiene, temperatura e umidade para poder garantir um
melhor produto final (ABITRIGO, 2005).

Limpeza e Acondicionamento do Trigo: nesta etapa é necessario eliminar
todas as impurezas como sementes estranhas, terra, areia, pedras e outros. A
presenca de impurezas causa danos aos equipamentos e também desqualifica o
produto final. Apds a etapa de limpeza, o trigo é acondicionado no minimo por 18
horas, esse tempo varia de acordo com a dureza e umidade do grdo. Esta etapa
de acondicionamento tem como objetivo facilitar a separacdo do farelo com o
endosperma durante a moagem (ABITRIGO, 2005).

Moagem do Trigo e Producao de seus derivados: o objetivo do processo
de moagem ¢é separar, na forma mais pura, o endosperma para que este possa
ser moido e convertido em farinhas sem a presenca do germe ou do farelo, os
quais sao comercializados separadamente. Para isto, o grao primeiramente passa
por um processo de trituracdo onde serao extraidas as semolinas (endosperma).
Em seguida, estas séo classificadas no plansifter em particulas grossas e finas.
Estas particulas passarao por cilindros redutores, novamente pelo plansifter,
sassores e outros equipamentos que definirdo os produtos derivados do trigo
(ABITRIGO, 2005).
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O principal produto derivado de trigo é a farinha, cerca de 75 %, seguida do
farelo, cerca de 25% e uma pequena parte € transformada em germe. Existem
varios tipos de farinha de trigo, estas sao especificadas de acordo com o produto
que se deseja produzir (ABITRIGO, 2005).

A producdo industrial de farinha de trigo € utilizada da seguinte forma:

v 15% para producao de massas alimenticias;

v 20% para produgéao de farinha de utilizagdo doméstica com ou sem fermento e
misturas para bolo;

v’ 5% para pré-misturas especiais para panificacao;

v 47% como farinhas para mistura e pré-misturas para panificacao;

v 11% para producao de biscoitos;

v 2% para outras utilizacoes (ragdes animais, farmacos, cola e outros) (ROSSI et
al., 2004).

2.3 Valor nutritivo do trigo

Como se pode observar na Tabela 1, o grédo de trigo € uma excelente fonte

de energia (carboidratos), proteinas e fibras.

Tabela 1. Composicao quimica do trigo

Componente Grao (%) Germe (%) Farinha (%)
Proteina 13,3 26,6 11,8
Gordura 2,0 10,9 1,2
Minerais 1,7 4,3 0,46

Fibra 2,3 2,3 0,40

Carboidratos 68,7 442 74,1

Agua 12,0 11,5 12,0

Fonte: Silva et al., 1996
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O trigo é também, uma importante fonte de ferro e vitaminas B1 e B2. Na
Tabela 2, sdo mostrados os valores alimenticios de alguns produtos derivados do
trigo, onde se observa que o pao integral é trés vezes mais rico em ferro e duas
vezes mais rico em outros minerais e vitaminas, que o pao francés, feito com
farinha branca. Na farinha integral, ha o aproveitamento de todas as partes do
grédo (endosperma, casca e germe), enquanto na farinha branca, s6 o
endosperma é aproveitado (SILVA et al., 1996).

Tabela 2. Valor nutritivo do trigo em alguns derivados por 100 gramas do

produto
Alimento Calorias Proteina Calcio Fosforo  Ferro Vitaminas (mg)
(kcal kg™) (9) (mg) (mg) (mg) B1 B2
Gréao 332 12,7 60 312 7,6 0,35 0,12
Pao integral 286 9,4 49 209 3,6 0,19 0,13
Pao francés 268 9,3 22 107 1,2 0,08 0,06
Macarréo 111 3,4 8 50 0,4 0,01 0,01

Fonte: Franco, 1992

Devido as qualidades nutritivas do trigo e sua versatilidade, alguns
panificadores chegam a oferecer mais de 200 produtos diferentes, elaborados a
base de trigo. Os alimentos a base de trigo (paes, bolos, massas, biscoitos e
outros) sdo recomendados pelos profissionais das areas de saude e nutricdo
humana, estando presentes em quase todas as refeicdes diarias (SILVA et al.,
1996).

O trigo é uma das fontes mais abundantes em nutrientes para a saude e a
sobrevivéncia do homem. Os produtos a base de trigo sdo de facil elaboracéao,
possuem alto valor alimenticio e baixo custo. Por isso, estdo presentes em todas
as refeicdes diarias e podem contribuir para a boa nutricdo e saitde do homem
(SILVA et al., 1996).

A industrializacdo exagerada dos alimentos tem reduzido o teor de fibras da
dieta humana, favorecendo o surgimento de algumas doencas como prisdo de
ventre, cancer de célon e do reto. As chances de desenvolver essas doencas
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podem ser diminuidas com o uso de uma alimentacao integral e rica em fibras. O
farelo de trigo, subproduto da farinha branca, rico em fibras e usado na fabricagéo
de racOes animais, pode ser um remédio barato e eficiente contra essas doencas.
A ingestdo de uma ou até cinco colheres de sopa de farelo de trigo, misturado ao
cardapio diario, em mingaus, sucos e outros tipos de alimentos, é suficiente para
o bom funcionamento do aparelho digestivo, protegendo de enfermidades. Na
impossibilidade de aquisicao do farelo de trigo, o uso de produtos feitos a base de
trigo integral apresenta efeitos semelhantes ao farelo (SILVA et al., 1996).

Os alimentos derivados do trigo sdo boas fontes de carboidratos, proteinas,
vitamina do complexo B, ferro, zinco, selénio, magnésio e tragcos de outros
elementos, além de fibra alimentar (ABITRIGO, 2005).

O germe de trigo € um alimento ideal para ser usado nos casos de
desnutricdo e na recuperacao do desgaste fisico dos atletas, podendo ser usado
diariamente na alimentacdo. E muito utilizado na industria farmacéutica, para a
extracao de dleos, e de vitaminas. O farelo de trigo pode ser usado também como
um complemento mineral e vitaminico (SILVA et al., 1996).

2.4 O trigo na alimentacao de animais

O trigo moido pode substituir o milho em até 100% na alimentagéao das aves,
suinos e bovinos. Além de ser uma excelente fonte de energia, € considerado
uma razoavel fonte de proteina (SILVA et al., 1996). O trigo ndo tem sido usado
sistematicamente na alimentacdo de animais, por ser considerado um cereal
“nobre™ na alimentacdo humana. No entanto, o trigo participa do mercado de
alimentagao animal com dois produtos: o farelo de trigo e o triguilho (ROSSI et al.,
2004).

O farelo de trigo € um subproduto da moagem do trigo que os moinhos
vendem principalmente através de intermediarios. A utilizagcao do farelo de trigo na
racdo animal depende dos precos da matéria-prima a ser substituida. (ROSSI et
al., 2004).

O triguilho é o grao de trigo malformado, fruto de intempérie climatica ou da
baixa qualidade da semente plantada. A utilizacdo do triguilho ocorre diretamente
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na propriedade rural, via de regra, é utilizada pela pecuaria, principalmente pelo
gado leiteiro e pode ser utilizado em niveis de até 30% nas ra¢des de suinos e
aves (ROSSI et al., 2004).

2.5 Producao de trigo

O agronegécio brasileiro obteve renda de aproximadamente R$ 100 bilhdes
em 2003, provenientes de uma safra de mais de 120 milhdes de toneladas de
graos. Sabe-se que o Brasil detém quase 20% da éarea agricultavel do mundo, e
utiliza apenas 10 a 20% de seu potencial. O agronegdcio responde por 30% do
PIB e 35% do emprego, as estatisticas mostram que para cada emprego gerado
no campo, ha a criagcdo de mais quatro postos de trabalhos na area urbana. No
Brasil, a exploracao da cultura do trigo ocorre predominantemente em pequenas e
médias propriedades rurais, cerca de 80% da producao brasileira é proveniente
de propriedades com area inferior a 500 hectares (ROSSI et al., 2004; ALMEIDA,
2003).

Torna-se fundamental diminuir as perdas de alimentos na colheita,
armazenamento, estocagem, transporte e comercializacdo. A perda de graos por
deficiéncia de estocagem e transportes no Brasil ultrapassa 10 milhdes de
toneladas, isso em termos financeiros significa aproximadamente 1 bilhdo de
dolares perdidos por ano. No Brasil, apenas 5% das propriedades rurais possuem
silos para armazenar suas producdes, na Argentina o indice é de 25% e nos
Estados Unidos chega a 65%. As propriedades que investem em armazenamento,
evitam maiores custos de producgao para seu produto, e também podem escolher
o melhor momento para a venda, além de diminuir as perdas (ALMEIDA, 2003).

A area plantada com trigo no mundo, nos ultimos 40 anos, evoluiu
relativamente pouco. Em 1961 a mesma correspondia a 204,2 milhdes de
hectares. Desse total, a China ocupava a maior superficie semeada, seguida dos
Estados Unidos e da Unido Européia. Na América do Sul, a Argentina liderava a
producgéo, enquanto que o Brasil plantava apenas 0,5% da area mundial (BRUM &

MULLER, 2006). A seguir, serdo apresentadas consideracdes que envolvem o
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trigo nos ambitos mundial, no Brasil e no RS. A Tabela 3 mostra os principais
produtores mundiais de trigo.

Tabela 3. Producao (em mil ton) de trigo no mundo, nos 10 principais paises,
e no Brasil entre 2004 a 2006

Paises 2004 2005 2006
Mundo 632.430 630.556 473.008
China 91.952 97.445 102.970
india 72.060 72.000 69.480
Estados Unidos 58.737 57.280 49.316
Franca 39.692 36.840 35.523
Canada 25.860 26.775 26.289
Austrdlia 21.905 25.090 10.500
Alemanha 25.427 23.692 23.000
Paquistao 19.499 21.612 21.700
Turquia 21.000 21.000 20.500
Ucrania 17.520 18.699 13.827
Brasil (219) 5.726 5.200 2.234

Fonte: FAO — www.fao.org

Verifica-se que a China é o maior produtor individual de trigo, sendo
responsavel por 21,8% da producdo mundial em 2006, seguida pela india (14,7%)
e Estados Unidos (10,4%). A Unidao Européia, como bloco, também tem a maior
participacdo na producao (17,2%).

Em nivel mundial, os paises do Mercosul sdo responsaveis por apenas
3,7% da producao de trigo. As informacdes contidas na Tabela 4, posicionam a
Argentina como o pais de maior desempenho triticola no Mercosul em termos de
area plantada e producdo. Esse desempenho confere também a Argentina a
condigdo de um dos maiores exportadores dessa commoditie agricola (XXXVII

Reunidao da Comissao Sul-Brasileira de Pesquisa de Trigo, 2005).
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Tabela 4. Area e Producio de trigo nos paises do Mercosul entre 2004 a 2006

Pais Area (mil ha) Producéo (mil ton)
2004 2005 2006 2004 2005 2006
Argentina 6.069 6.069 5.200 15.960 12.579 13.700
Brasil 2.807 2.374 1.752 5.726 5.201 2.234
Paraguai 325 300 394 715 630 634
Uruguai 179 155 153 533 388 454
Venezuela 0,45 0,45 ND 0,15 0,15 ND
Mercosul 9.381 9.303 7.499 21.659 23.009 17.022

Fonte: FAO — www.fao.org;
ND: Nao determinado

Embora novas regides tenham despontado como alternativas para o cultivo
do trigo, a tradicional regiao Sul continua sendo responsavel pela grande maioria
da producéo brasileira, contribuindo com cerca de 90% da producéo de trigo. No
ano de 2006 ocorreu uma grande redugdo na producdo, sendo considerada a
menor desde o ano 2000. Fatores como geadas e estiagem, reducdo da area
plantada em todos os estados e a baixa cotagdo do produto no mercado interno
levaram a essa baixa na producédo, como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Area e Producéo de trigo no Brasil, Regido Sul e no estado do Rio
Grande do Sul

Producao (mil ton) Area (mil ha)
2004 2005 2006 2004 2005 2006
Brasil 5.719 5.200 2.234 2.811 2.363 1.752
Sul 5.302 4.264 1.982 2.569 2.180 1.634
RS 2.061 1.390 728 1125 844 693

Fonte: www.conab.gov.br

O Parana continua sendo o maior produtor nacional, com 50% da
producgéo, seguido pelo RS com 40% da producédo brasileira de trigo. Embora a
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producdo em outros estados ainda seja discreta quando comparada com os dois
maiores produtores, observa-se grande crescimento na producdo de trigo no
cerrado, como por exemplo: Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Minas
Gerais. A Figura 2 mostra a distribuicao da producao nacional de trigo para a safra
06/07 (ROSSI et al., 2004).

MS 3%

MG 0,70%

SP 3% GO 0,6%

SC 3,1%
RS 39,6%

PR 50%

Figura 2. Distribuicao da producao brasileira de trigo (ROSSI et al., 2004)

A insercao de novas areas produtivas no mercado brasileiro de trigo possui
um significado muito maior do que o simples acirramento da competicéo interna.
Ha pouco tempo, a safra brasileira de trigo limitava-se a producdo gerada na
regido Sul, cujo periodo de colheita se estende de agosto a dezembro. A safra de
trigo é colhida no Cerrado entre maio e setembro, uma época diferente das areas
tradicionais. O fortalecimento da producdo no Cerrado reduz o periodo de
entressafra e incertezas climaticas. A existéncia de diferentes safras ao longo do
ano permite maior estabilidade da oferta, que pode refletir em precos mais
estaveis (ROSSI et al., 2004).

2.5.1 O trigo no Brasil

O trigo deve ter sido uma das primeiras culturas utilizadas pelos portugueses
no Brasil. A histéria do trigo no Brasil teve inicio em 1534, quando as naus de
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Martim Afonso de Souza trouxeram as primeiras sementes de trigo para serem
lancadas as terras da Capitania de Sao Vicente, de onde foi difundida por todas
as capitanias, invadindo até a llha de Marajé, cujas plantacdes se tornaram, mais
tarde, famosas (COODETEC, 2004).

Os trigais brasileiros se antecipam aos norte-americanos, argentinos e
uruguaios, pois o Brasil foi o primeiro pais americano a exportar trigo, gracas as
lavouras que teve em Sao Paulo, Rio Grande do Sul e outras regides, antes do
aparecimento da ferrugem (COODETEC, 2004).

A triticultura foi iniciada no Sul do Pais, no século XVII, e por muito tempo,
teve grande expansdo, mas esta foi condicionada pela ocorréncia de anos bons e
ruins que determinavam oscilacées na area de cultivo. No inicio do século XIX a
producéo foi reduzida drasticamente devido ao aparecimento da ferrugem, mas
voltou a expandir-se com a chegada dos imigrantes alemaes e italianos, que
provinham de regides temperadas e conheciam a cultura (MUNDSTOCK, 1999).

O trigo voltou a ser cultivado no comeco deste século quando o governo
tomou medidas para incentivar a lavoura e a pesquisa, selecionando sementes
mais apropriadas as condi¢des de solo e clima. No inicio do século XIX, o Brasil
exportava 13,5 mil toneladas de trigo. Apés a incidéncia da ferrugem a producéo
caiu para 2,7 mil toneladas. Em 1912, o Ministério da Agricultura criou o primeiro
campo experimental de trigo no RS. Porém, foi apenas em 1927, quando a
producgao atingiu 120 mil toneladas, que o Ministério da Agricultura criou mais trés
estacdes experimentais para a pesquisa da cultura. Em 1947, a producéao de trigo
no Brasil atingiu 340 mil toneladas de graos (COSTA, 1990).

Com os trabalhos de pesquisa nas décadas de 1930 e 1940, foram obtidas
melhores variedades e técnicas de cultivo, e em decorréncia disto, houve um
grande aumento de area, na década de 1950. Na ocasido, o RS respondia por
mais de 90% da producdo e area do Brasil. A expansdo desordenada, sem
preparo e planejamento adequados, aliada a incidéncia de moléstias, levou a um
declinio na produtividade e area de cultivo no final da década de 1960
(MUNDSTOCK, 1999).

A Figura 3 apresenta os dados consolidados de area e producao desde
1961 até o ano de 2006. A triticultura brasileira teve um marco importante, em
1962, com a criacao do CITRIN que, conjugado ao esforco da pesquisa, fez surgir
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variedades resistentes a ferrugem, resultando no crescimento da producéo
nacional de 255 mil toneladas para 1.146 mil toneladas em 1969 (COODETEC,
2004).

Uma analise das safras mostra em 1971, uma producdo de cerca de 2
milhdes de toneladas. J& no ano seguinte, uma série de fatores naturais interferiu
na lavoura, frustrando a producao que caiu verticalmente, ndo chegando a atingir
900 mil toneladas. Em 1973 e 1974, novos bons resultados foram obtidos, diante
da conjugacéao de diversos fatores, destacando-se 0 aumento de area plantada e
o incentivo oficial, expresso pelos precos remunerados concedidos pelo Governo.
Porém, o resultado mais expressivo viria a ocorrer em 1976, com 3.215 milhdes
de toneladas (COODETEC, 2004).

A criagdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), em
1973, fez com que a pesquisa pasasse a ser conduzida por equipes capazes de
examinar conjuntamente todos os aspectos da cultura. Em 1975, uma geada
catastrofica dizimou as lavouras de trigo, pondo a perder, inclusive muitas
geracdes de cruzamento em campos experimentais e o proprio trigo semente
(COODETEC, 2004).

Um grande salto ocorreu em 1985 a 1989, onde a produgdo chegou a
alcancar 6.099 mil toneladas em 1987, gracas a um aumento na area plantada
que alcancou média de 3.500 mil hectares, uma das maiores areas plantadas até
hoje (ROSSI et al., 2004).

Na safra de 2003, cerca de 2,5 milhdes de hectares estavam ocupados com
o cultivo do trigo, apresentando o maior acréscimo de area plantada em relagéao
aos ultimos dez anos. Neste mesmo periodo, observou-se oscilagdo na producéo,
e em 2003 houve um acréscimo de 50% na producao em relacao ao ano anterior.
Este desempenho no campo foi possivel gracas a utilizagdo de insumos,
basicamente sementes, adubos e também a utilizacdo de maiores quantidades de
pesticidas, posicionando o Brasil como o oitavo consumidor mundial no ano de
2003. Este aumento foi devido também, as produtividades médias nas diferentes
regidbes do pais e devido as diferentes praticas culturais realizadas nessas
regides, pois no Sul, o trigo € cultivado no sistema sequeiro e sofre o risco das
geadas e em Minas Gerais, o trigo é irrigado, e com poucos riscos climaticos
(ROSSI et al., 2004).
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Figura 3. Area e producio de trigo no Brasil entre 1961 e 2006

Fonte: adaptado de www.fao.org

A evolugao do cultivo de trigo no Brasil, no periodo de 1962 a 1986,
propiciou a passagem de 258 mil ha para 3.854,7 mil ha plantados. O Programa
de Garantia da Atividade Agropecuéria (PROAGRO), instituido em 1974 contribuiu
para ampliar a area cultivada com trigo, pois no ano anterior, ocorreram geadas
que causaram danos significativos a cultura. Em termos gerais, é possivel afirmar
que, na década de sessenta, o trigo era cultivado apenas no Extremo Sul do pais,
abaixo do paralelo 24, que abrange o sul do Parand, Santa Catarina e o RS. Na
década de setenta, essa situagcdo comecou a se inverter, mostrando uma
tendéncia para o norte do Parana, acompanhando o crescimento da cultura da
soja (COSTA, 1990).

Na década de 1960, o RS era responsavel por cerca de 90% da producao
nacional. A partir da década de 1970, com a mecanizagdo do meio-oeste do
Parana, cresceu a participacdo deste estado que produziu 39% em 1978 e 70%
em 1995. Na década de 1980, o governo reduziu a oferta de recursos para custeio
das safras agricolas e, em 1987, extinguiu o subsidio ao consumo de trigo, que
durou 15 anos (COSTA, 1990).
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Apesar das condi¢coes econémicas adversas que enfrentava o pais, esta
nunca esteve tdo proximo da auto-suficiéncia. Entre os fatores que propiciaram
tais condicoes, € importante destacar o avanco tecnolégico conseguido pela
pesquisa através da criacdo de variedades mais produtivas e adaptadas as
condicoes climaticas brasileiras. Além disso, a produc¢éo de trigo, a partir de 1985,
foi caracterizada pela melhoria do grédo. Em contrapartida, a partir de 1990 com a
retirada do apoio governamental a cultura, desestimulou-se a producao,
reduzindo-a para menos de 3 milhdes de toneladas. Contribuiu para isso também,
a maior liberdade de importacdo, sem as devidas precaugdes para guardar a
producdo interna, das praticas desleais de mercado (COSTA, 1990).

2.6 Armazenamento do trigo

Os principais aspectos que devem ser observados no armazenamento do
trigo, uma vez limpo e seco, sdo as pragas que atacam os graos, danificando-os e
muitas vezes dificultando a comercializacdo. Os fungos podem produzir
micotoxinas nocivas ao homem e animais e sao fatores que influenciam a
qualidade tecnoldgica.

Indica-se 0 uso do manejo integrado de pragas no armazenamento, que
compreende etapas como:

v armazenagem de trigo com teor de umidade maximo de 13%;

v higienizagao e limpeza de silos, depositos e equipamentos;

v eliminacao de focos de infestacdo mediante a retirada e a queima de residuos
do armazenamento anterior;

v’ pulverizacao das instalagcdes que receberao os graos, utilizando produtos como
deltametrina, fenitrotiona e pirimifés-metilico, na dose registrada e indicada;

O tratamento com inseticidas protetores de grdos deve ser realizado no
momento de abastecer o armazém e pode ser feito na forma de pulverizagao na
correia transportadora ou em outros pontos de movimentagdo de grdos. E
importante que haja uma perfeita mistura do inseticida com a massa de graos.

Uma vez armazenado, o trigo deve ser monitorado durante todo o periodo
em que permanecer estocado. O acompanhamento de pragas que ocorrem na
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massa de grdos armazenados é de fundamental importancia, pois permite
detectar o inicio da manifestacdo que podera alterar a qualidade final do gréao
(XXXVII Reunidao da Comissao Sul-Brasileira de Pesquisa de Trigo, 2005).

2.7 O uso de pesticidas

Com o advento da agricultura, o homem comecou a estocar graos, vegetais
e carnes, esses estoques passaram a constituir uma excelente fonte de
alimentos. Os campos cultivados também se tornaram excelentes fontes de
alimento para as mais variadas espécies de insetos, roedores e também alvo do
ataque de fungos e bactérias (BARBOSA, 2004).

Essas espécies, devido a grande disponibilidade de alimentos,
multiplicaram-se em grande escala, passando entdo, a interferir no bem estar dos
humanos e, em razdo disso, a serem consideradas como pragas. Estas se
tornaram assim, um grande problema para a raca humana, passando a ocupar
boa parte da atencao da sociedade (BARBOSA, 2004).

O Codex Alimentarius define pesticida como sendo toda e qualquer
substancia utilizada com o propésito de prevenir, destruir, atrair, repelir ou
controlar qualquer peste, incluindo espécies indesejaveis de plantas, insetos ou
animais, durante as etapas de producédo, armazenamento, transporte, distribuicdo
e processamento do alimento ou racao animal (ou que seja fornecido aos animais
para controle de ectoparasitas). O termo inclui substancias utilizadas como
reguladoras do crescimento das plantas, desfolhantes, dessecantes, ou inibidores
de brotos, e substincias aplicadas tanto antes como apds a colheita, para
proteger a mesma da deterioragdo durante o armazenamento e transporte (FAO,
2005a). Este termo normalmente exclui, fertilizantes, nutrientes de origem animal
ou vegetal, aditivos para alimentos e medicamentos para animais.

O residuo de pesticida é definido como sendo qualquer substancia
especifica presente no alimento “in natura” ou ndo, ou ainda em racado animal,
proveniente do uso de pesticidas, como os produtos de conversédo, metabdlitos,
produtos de reacbes e impurezas consideradas com alguma significancia
toxicologica. Este termo inclui residuos de substancias desconhecidas ou de
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fontes inevitaveis (como 0 meio ambiente), bem como o uso de produtos quimicos
conhecidos (FAO, 2005a).

O uso de pesticidas é ainda, a principal estratégia no campo para o
combate e a prevencdo de pragas agricolas, garantindo alimento suficiente e de
qualidade para a populacdo. Sabendo-se que a populacdo cresce em um ritmo
maior que a producado de alimentos, uma das solugdes para a agricultura € o
aumento da produtividade por ha, uma vez que o aumento da area cultivada,
poderia causar enorme impacto ambiental com graves conseqgléncias, uma vez
gue mais florestas deveriam ser derrubadas para dar espaco a campos cultivados.
Portanto, esse aumento na produtividade pode ser conseguido de varias outras
maneiras, como o desenvolvimento de novas tecnologias de cultivo, 0 uso de
fertilizantes quimicos e de pesticidas (BARBOSA, 2004).

Esses compostos, porém, sdo potencialmente toxicos ao homem, podendo
causar efeitos adversos ao sistema nervoso central e periférico, ter acéo
imunodepressora ou ser cancerigeno, entre outros (CALDAS & SOUZA, 2000).

Embora o Brasil ainda n&o disponha de dados suficientes que reflitam a
situacdo de contaminacdo dos alimentos, é possivel supor que o problema seja
significativo, considerando-se a colocacdo do pais no mercado mundial
consumidor de pesticidas (OLIVA et al., 2002).

Até dezembro de 1999, 322 ingredientes ativos tiveram seu uso agricola
aprovado no Pais, com quase 2000 produtos registrados, os quais incluem
inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, reguladores de crescimento,
feromo6nios, molusquicidas e protetores de sementes. Cerca de 2300 limites
maximos de residuos foram estabelecidos em 265 culturas (CALDAS & SOUZA,
2000).

Nos ultimos anos ocorreu um aumento do uso de pesticidas na producéo de
alimentos. Em termos estatisticos, o Brasil, em 2003, foi classificado como oitavo
pais entre os maiores consumidores de pesticidas e o quarto maior mercado de
pesticidas no mundo. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), em 2006, o Brasil esta colocado como o segundo maior consumidor de
pesticidas do mundo (ANVISA, 2006). Segundo dados do Sindicato Nacional da
Industria para Defesa Agricola (SINDAG), em 2006, as vendas totais de pesticidas
no Brasil foram superiores a US$ 3,91 bilhdes (SINDAG, 2008).
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O faturamento obtido pela industria de pesticidas com as vendas para a
cadeia do trigo é dividida da seguinte maneira entre as diferentes classes de
produtos: fungicidas (65,8%), herbicidas (19,4%), inseticidas (14,5%), outros
(0,3%). Acredita-se que o aumento da utilizacdo do sistema de plantio direto deve
resultar em acréscimo da participacao percentual dos herbicidas nas vendas de
pesticidas para esta cultura, pois 13% do faturamento da industria de pesticidas
com a cultura do trigo é proveniente de produtos destinados ao tratamento de
sementes para o plantio (ROSSI et al., 2004).

Estima-se que 20% da producao nacional de graos € perdida anualmente.
Grande parte destas perdas deve-se a problemas fitossanitarios, sendo somente
as pragas de armazém responsaveis por cerca de 10% delas ou
aproximadamente 7 milhées de toneladas de grdos. Em razdo dos problemas
causados pelos insetos nos armazéns, tem-se utilizado principalmente
substancias quimicas para controlar estas pragas e para a preservacao das
colheitas; por outro lado, pode ocorrer a persisténcia destes inseticidas na forma
de residuos téxicos nos graos tratados, cujo consumo por parte do homem e dos
animais, mesmo em quantidades sub-letais, representa risco potencial a saude
dos consumidores (TREVIZAN & BAPTISTA, 2000).

Cada vez mais o destino dos pesticidas no meio ambiente tem sido motivo
de preocupacao, pois mesmo quando aplicados nas partes aéreas das plantas,
poderdo ser carregados para o solo. Parte dessas substancias pode ir para a
atmosfera durante a aplicacao, retornando posteriormente para o solo por meio da
precipitacdo com as aguas da chuva. Mesmo quando aplicados no solo, uma
parte pode ir para a atmosfera, nos casos em que os compostos sdo muito
volateis (BARBOSA, 2004).

A contaminacgao por pesticidas, dos mananciais de agua que abastecem as
cidades é uma das grandes preocupacgdes atualmente, uma vez que os métodos
usuais de tratamento de agua normalmente ndao sao capazes de remover 0S
residuos desses compostos (BARBOSA, 2004).

Os niveis de residuos de pesticidas no meio ambiente ou nos alimentos,
dependem de diversos fatores, como:

v’ técnica e quantidade aplicada do pesticida;
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v fatores ambientais (luz, temperatura, umidade e algumas propriedades fisicas e
quimicas do solo);

v' cumprimento do periodo de caréncia ou intervalo de seguranca;
v'caracteristicas fisico-quimicas do pesticida, principalmente aquelas relacionadas
a sua persisténcia no ambiente, que € funcdo da solubilidade em agua e a
tendéncia de particdo entre os varios compartimentos do ambiente, medida
através do coeficiente de particdo (octanol-agua), e dos varios processos
responsaveis pelo desaparecimento dos pesticidas no meio ambiente, ou seja,
através de volatilizacdo, fotolise, oxidacdao, hidrélise, biotransformacdo e
biodegradacao (MIDIO & MARTINS, 1997).

2.7.1 Contaminacao de alimentos por pesticidas

Estatisticas indicam que, as perdas na agricultura chegam a 1 bilhdo de
ton, devido a acao de pragas que sao responsaveis por uma reducao de até 30%
na producdo. Os pesticidas tém desempenhado um importante papel na
agricultura desde a sua invencao, e que sao de certo modo, insubstituiveis nos
tempos atuais. Embora tenham encontrado ampla aplicacdo e impulsionado a
producdo na agricultura, os perigos que trouxeram em relacdo a seguranca
alimentar e a saude humana, transformaram-se no foco da atengcdo do mundo
(PANG et al., 2006a).

A ampla utilizacdo de pesticidas na agricultura e em outras atividades
humanas traz, como consequéncia, a contaminacao dos varios compartimentos
do ambiente, levando 0 homem a se expor a seus residuos através dos alimentos
(MIDIO & MARTINS, 1997). Essa contaminacdo normalmente ocorre quando o
produtor, por falta de informagéo correta ou por ndo acreditar que a dose prescrita
do produto seja eficaz, aplica quantidades muitas vezes superiores as
recomendadas e as vezes, de produtos ndao recomendados para determinada
cultura (BARBOSA, 2004).

Em muitos casos, os produtores ndo obedecem ao intervalo de seguranca

ou periodo de caréncia estabelecido por lei. Esse intervalo é o periodo que deve
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ocorrer entre a ultima aplicacdo e a colheita, 0 que depende da toxicidade e do
tempo de degradacgéo do produto (BARBOSA, 2004).

Estima-se que, a cada ano, morrem no Brasil mais de 300 pessoas devido
a intoxicagbes por pesticidas. De acordo com o relatério do Sistema Nacional de
Informacdes Toxico-Farmacoldgicas (SINTOX) da Fundacao Oswaldo Cruz, foram
notificados 14064 casos e 238 Obitos no ano de 2003. Cabe ressaltar que o
percentual de casos ndo notificados é extremamente elevado (FIOCRUZ, 2008).

Residuos de pesticidas podem ser encontrados ndao apenas nos produtos
agricolas em estado natural, mas também em alimentos processados. Dessa
forma, as mudancas nos niveis de residuos que ocorrem nos alimentos apo6s a
colheita, particularmente durante o preparo e processamento dos alimentos,
devem ser consideradas na estimativa dos niveis de residuos no produto que esta
sendo consumido. Dependendo do tipo de processamento a que os alimentos sdo
submetidos, pode ocorrer concentracdo ou diminuicdo dos niveis de residuos
(BARBOSA, 2004).

No Brasil, poucas informacdes sao disponiveis sobre a contaminacao dos
alimentos por pesticidas. De acordo com as boas praticas agricolas, se respeitado
o periodo de caréncia ou intervalo de seguranca, estes niveis residuais estardo de
acordo com os limites de residuos estabelecidos (ANVISA, 2006).

Atualmente, pode-se dizer que no Brasil nado ha um sistema de
monitoramento e controle do uso de pesticidas nos alimentos, sejam eles
importados, ou aqui cultivados e consumidos, ou ainda destinados para
exportagdo. Somente em 2001, a ANVISA iniciou o Programa de Andlise de
Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (PARA). Trata-se de um trabalho
complexo em que os laboratérios participantes analisam 92 tipos diferentes de
principios ativos em cada amostra, incluindo aqueles proibidos no pais (ANVISA,
2008).

Entre 2001 e 2004, o PARA analisou 4 mil amostras de alimentos. Os
dados sdo extremamente preocupantes, pois revelaram que mais de 50% das
amostras continham residuos toxicos. Entre as amostras irregulares 83% foram
referentes ao uso de produtos ndo autorizados para determinada cultura, e em,
17%, 0s problemas estavam na quantidade de residuos de pesticidas acima dos
niveis permitidos pela legislacao (ANVISA, 2008).
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No que concerne a contaminacao dos alimentos, é preocupante reconhecer
que produtos como cereais, frutas, carnes, leite e hortalicas ndo sdo monitorados
sistematicamente para deteccdo de residuos toxicos. Existem alguns estudos
isolados, como o realizado pelo Instituto Biolégico de Sao Paulo, que apontam
27% das frutas comercializadas contaminadas por pesticidas e dessas, 20% com
residuos proibidos (ANVISA, 2008).

2.7.2 Degradacao de pesticidas em alimentos processados

Os fatores que podem levar a reducao da concentracdo de um pesticida num
alimento sdo: lavagem, retirada da casca, enlatamento e o cozimento. Estes
processos podem freqlentemente reduzir os niveis do residuo no alimento que foi
tratado com pesticidas. No entanto, pesticidas de carater lipofilico, tendem a se
concentrar nos tecidos ricos em lipidios, e assim, os niveis de residuo podem
aumentar em alimentos com alto teor de gordura. Os processos que envolvem
calor, podem aumentar a volatilizacao, hidrélise ou degradacéo, e assim, reduzir
os niveis de residuos. Entretanto, processos de secagem, como nas frutas secas,
podem resultar num aumento das concentracées dos residuos devido a perda de
umidade (HOLLAND et al., 1994).

Mecanismos de alteracao dos residuos podem ocorrer mesmo depois que
uma colheita ¢é realizada. Mecanismos como: volatilizagdo, hidrélise,
fotodegradacao, oxidacao e penetracao, podem reduzir a quantidade de residuos,
mesmo depois que a colheita é removida do campo (HOLLAND et al., 1994).

As condicées durante o cozimento podem variar grandemente. Condi¢des
como: tempo, temperatura, se o sistema é aberto ou fechado, sdo consideracoes
importantes para uma analise quantitativa. As taxas de degradacéo e volatilizacao
dos residuos sdao aumentadas pelo calor durante o cozimento (MESTRES &
MESTRES, 1992).

Estudos realizados com clorotalonil, mostram que perdas na faixa de 85 a
98% ocorreram quando o cozimento foi realizado em sistema aberto. J& em
sistema fechado, as perdas resultaram em 50%. Para compostos que sao de

baixa volatilidade e relativamente estaveis, como o dicloro-difenil-triclorometano
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(DDT) e os piretréides sintéticos, as perdas dos residuos no cozimento podem ser
baixas, ou ocorrer a concentracao destes, devido a perda de umidade (MESTRES
& MESTRES, 1992).

Durante o processo de preparo do pao, a farinha € sujeita a uma
transformacao biolégica (fermentagcédo) e fisica (temperatura). O pao pode ser
considerado, deste modo, um alimento processado de acordo com a Organizacéo
das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, do inglés Food and
Agriculture Organization) (SHARMA et al., 2005).

Em geral, durante o processamento de um alimento, ocorre, com algumas
excec¢oes, uma diminuicdo do nivel de residuos. A hidrélise € a reacao mais
provavel durante o processamento. As etapas de fermentacdo e as altas
temperaturas contribuem significativamente para a degradacdo residual dos
pesticidas (SHARMA et al., 2005).

O papel dos microorganismos na degradacado de pesticidas ja é conhecida.
Deste modo, o0s microorganismos presentes no fermento, podem ser
responsaveis pela degradacédo de diferentes grupos de pesticidas (SHARMA et
al., 2005).

2.7.3 Limites Maximos de Residuos

A ANVISA, do Ministério da Saude, € o 6rgao que regulamenta o sistema de
registro de pesticidas, seus componentes e afins no pais, realizando avaliacao
toxicolégica e de risco para cada produto liberado para uso, sendo responsavel
pelos riscos a que a populacdo possa estar exposta aos pesticidas, o que pode
ser decorrente pelo contato direto, como o caso dos trabalhadores rurais e
manipuladores, dentre outros, ou indiretamente através da ingestdo de alimentos
oriundos de culturas agricolas tratadas com pesticidas (IMOTO, 2004).

A partir da analise desses dados, a ANVISA estabelece os limites maximos
de residuos de pesticidas que podem estar presentes nos alimentos consumidos
pela populagédo. Entende-se por limite maximo de residuo, a quantidade maxima
de residuo de pesticida presente nos alimentos e que pode ser consumida sem
prejuizo a saude, ao longo de sua vida (OLIVA et al., 2002).
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O controle oficial de residuos de pesticidas em alimentos € geralmente
baseado nos limites maximos de residuos (LMRs) e periodos de caréncia
(intervalo de seguranca), estabelecidos caso a caso. Alguns estudos sobre a
ocorréncia de residuos em graos, frutas e vegetais ja sdo conhecidos. Entretanto,
guase nada se sabe sobre a ocorréncia destes nos produtos processados, e em
consequéncia, os riscos a saude (TREVISAN & BAPTISTA, 2000).

O Codex Alimentarius, a FAO e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
estabeleceram LMRs em varios alimentos. Mais recentemente tem aumentado o
interesse destas agéncias, em obter dados sobre o destino dos pesticidas durante
o processamento. Com estes estudos pode-se avaliar ou projetar mudancas nos
LMRs dos alimentos “in natura” antes do processamento (SHARMA et al., 2005).

Embora os LMRs sejam o meio confiavel de estabelecer o uso aceitavel de
pesticidas, estes podem, ao mesmo tempo, serem inadequados como guia dos
riscos dos residuos a saude humana. Estudos sobre a dieta total mostram que
utilizando apenas os LMRs como base para o consumo dietético humano, pode
acontecer uma super-estimativa das concentragées destes compostos (WINTER,
1992).

O LMR ¢é definido, pelo Codex Alimentarius, como sendo a concentragao
méaxima do residuo de um pesticida (expresso em mg kg'), recomendado pelo
Comité do Codex Alimentarius sobre residuos de pesticidas (CCPR, do inglés
Codex Alimentarius Committee on Pesticide Residues) como sendo legalmente
permitido dentro do alimento ou na ragao animal (FAO, 2005a).

Os LMRs estabelecidos pelo Codex Alimentarius baseiam-se em praticas
agricolas internacionais e visam proteger e preservar a saude humana, garantindo
0 comércio internacional de alimentos livres de barreiras, com respeito aos
residuos. Entretanto, o nivel de residuos de pesticidas em alimentos depende de
fatores agron6micos e climaticos, e muitos paises estabelecem seus préprios
limites baseados nas boas praticas agricolas praticadas localmente (IMOTO,
2004).

Com o passar do tempo, em razdo do aumento no uso de pesticidas e do
maior entendimento nas areas de biologia e toxicologia, varias leis foram sendo

aprovadas em diversos paises, inclusive no Brasil, visando estabelecer os limites
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maximos de residuos de pesticidas em alimentos e dgua, assim como minimizar o
impacto desses compostos sobre 0 meio ambiente (BARBOSA, 2004).

Para o estabelecimento dos limites maximos de residuos em alimentos,
deve-se levar em conta os riscos de intoxicacdo aguda e crénica. Na avaliacao do
risco de intoxicagdo aguda é necessario fazer uma estimativa do mais alto nivel
de residuo em um alimento, consumido em uma unica por¢ao. Na avaliacdo do
risco de intoxicacdo crbnica deve-se levar em consideracdo a exposicao total
média de residuo em uma dieta consumida por um periodo prolongado. Para
fazer essas avaliagcbes, € necessario considerar os alimentos prontos para
consumo, comuns na dieta da populagdo em estudo (BARBOSA, 2004).

Para assegurar as boas praticas agricolas, praticas que descrevem as
maneiras corretas de se utilizar os pesticidas e regular o comércio internacional,
muitos paises e organizacdes internacionais tém estabelecido limites maximos de
residuos de pesticidas em alimentos. Programas de monitoramento detalhados
sdo conduzidos na maioria dos paises europeus. Na Holanda, residuos de
pesticidas sdo monitorados por programas nacionais em géneros alimenticios por
mais de 30 anos (HIEMSTRA & de KOK, 2007; SHULING et al., 2007).

A Comunidade Européia, que harmoniza o registro e as tolerancias dos
pesticidas, estabelece legislacées cada vez mais restritivas em relagéo aos limites
maximos de residuo, permitidos nas frutas e nos vegetais. Atualmente, LMR entre
0,01 e 0,05 mg kg™, j& representam uma diminuicdo apreciavel em relacdo aos
limites precedentes. Estas leis e regulamentos afetaram os limites de deteccao
(LOD, do inglés limit of detection) dos métodos analiticos. Os métodos
multirresiduo devem ser capazes de detectar os compostos em concentragdes de
5 a 10 vezes abaixo do LMR, para garantir a identificagdo e a quantificacao exata
destes niveis de residuos (HERNANDO et al., 2001).

A legislagdo brasileira concernente aos residuos de pesticidas tem sido
aperfeicoada nos ultimos anos com base em informagdes fornecidas pela
FAO/OMS e pelo Codex Alimentarius. Em muitos casos, a nossa legislacdo chega
a ser mais rigorosa que a de outros paises, estabelecendo um menor valor de
LMR para muitos pesticidas (BARBOSA, 2004), isto pode ser observado na
Tabela 6, onde estdo apresentados os LMRs estabelecidos pela ANVISA, Codex
Alimentarius e pela Unido Européia para os compostos no trigo.
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No Brasil ndo existem valores de LMRs estabelecidos para alimentos
processados, como a farinha, farelo e o pao. Apenas o Codex Alimentarius possui
limites ja estabelecidos, como também se observa na Tabela 6. Para o pao, o
tnico LMR estabelecido é de 0,5 mg kg™ para o composto clorpirifés-metilico.

Tabela 6. Pesticidas selecionados e Limites Maximos de Residuos, em mg
kg™ em trigo, farinha e farelo

Trigo Farinha Farelo

Pesticidas ANVISA Codex U.E. Codex Codex
Azoxistrobina 0,05 0,3
Bifentrina 0,6 0,5 0,5 0,2 2
Cialotrina-lambda 0,05 0,02
Cipermetrina 0,2 0,05
Clorotalonil 0,5 0,1 0,1
Clorpirifés-etilico 0,2 0,5 0,05 0,1
Clorpirifés-metilico 10 3,0 2 20
Deltametrina 1,0 1,0 0,3 5
Dicofol 0,02
Dieldrin 0,01
Dimetoato 0,05 0,05 0,3
Endrin 0,01
Endosulfan o, B, sulfato 0,2 0,05
Fenitrotiona 1,0 20
Lindano 0,01 0,01
Malationa 8,0 0,5 8,0 0,2
Parationa-etilica 0,1 0,05
Permetrina cis-trans 0,02 0,05 0,5
Pirimifos-metilico 10,0 5,0 15

Fonte: www.anvisa.gov.br; www.codexalimentarius.net; //ec.europa.eu
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Alimentos com residuos quimicos acima dos limites estabelecidos pelo
Codex Alimentarius podem causar enormes prejuizos aos produtores, visto a
proibicao imposta por mercados externos. Além disto, ndo oferecem seguranca
alimentar e ambiental para os consumidores internos, que estdo exigindo uma
producdo mais limpa. Assim, niveis de residuos de pesticidas devem ser
monitorados para evitar barreiras econémicas (CHAO et al., 2005).

A conquista de novos mercados de exportacdo para produtos agricolas
brasileiros tem sido extremamente prejudicada, uma vez que as legislagdes
internacionais, geralmente, sao incompativeis. Sabe-se que o0s paises
desenvolvidos exercem rigidas normas sanitarias, ou seja, de controle de
qualidade dos produtos que ingressam em seus mercados. Sabe-se que a
garantia da seguranga sanitaria dos alimentos somente é alcancada através do
controle rigido e constante da qualidade dos mesmos, 0 que inclui a problematica
dos residuos de pesticidas, e que atualmente, constitui-se uma das principais
barreiras alfandegarias impostas ao comércio exterior (SOUZA & ALCANTARA,
2007).

O problema do Brasil e de outros paises em desenvolvimento € a escassez
de laboratérios especializados na analise de residuos de pesticidas, pois a
construgdo e a manutencao desses laboratérios, bem como a necessidade de
analistas altamente capacitados, demandam investimentos financeiros
extremamente elevados.

Provavelmente ndo ha outra classe de compostos quimicos tao
regulamentada como a dos pesticidas. LMRs estdo estabelecidos, na maioria dos
paises, a fim de impedir impactos adversos na saude publica e de promover Boas
Praticas na Agricultura. Devido a estas razées um grande nimero de laboratérios
esta envolvido na vigilancia destes limites ou na identificacdo e quantificacdo de
pesticidas nos mais diversos tipos de matrizes (ALDER et al., 2006).
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2.8 Analise de Residuos de Pesticidas em Alimentos

O controle de niveis residuais de pesticidas em amostras de alimentos,
com o objetivo de evitar a producao de efeitos toxicos na populacao exposta,
pode ser realizada através da execucdo de andlises por diversos métodos
analiticos. Um grande avanco nas metodologias com esta finalidade vem sendo
observado nos ultimos anos em resposta as necessidades de sensibilidade,
especificidade, rapidez e eficiéncia exigidas pelos 6rgaos regulamentadores
legais e de pesquisa que determinam os limites de tolerancia para tais residuos
(MIDIO & MARTINS, 1997). Como se trata de quantidades muito pequenas dos
contaminantes, sdo necessarias técnicas muito sensiveis para detectar e
quantificar tais compostos (BARBOSA, 2004).

O desenvolvimento de um método para a analise de residuos de pesticidas
em alimentos é dificultado por diversos fatores, tais como tempo, grande volume
de solventes, varias etapas de extracdo, tornando a andlise extremamente
laboriosa. Um procedimento inclui normalmente 3 etapas: a extragéo, clean up e
determinacao cromatografica (MIDIO & MARTINS, 1997).

A extracdo dos pesticidas € uma etapa critica, pois depende da polaridade
do pesticida, bem como do tipo de matriz, além da escolha do solvente para isolar
o pesticida da matriz. A analise de alimentos com teores variaveis de lipidios,
carboidratos, proteinas, pigmentos, exige muitas vezes, mudltiplas fases de
purificacdo durante a analise onde diferentes métodos podem ser utilizados
(FRENICH et al., 2007; HIEMSTRA & de KOK, 2007; MIDIO & MARTINS, 1997).

As técnicas cromatograficas tém sido as mais utilizadas para a analise de
residuos de pesticidas em alimentos. A escolha da técnica de detecgcdo mais
adequada depende de varios fatores, principalmente aqueles relacionados com a
estrutura quimica do pesticida a ser analisado. Além disso, a finalidade da analise
exige técnicas com suficiente sensibilidade e especificidade (MIDIO & MARTINS,
1997).

A determinacdo de pesticidas tém sido tradicionalmente realizada por
Cromatografia Gasosa. Aplicagdes utilizando GC-MS tém sido amplamente

descritas na literatura, devido a exigéncia de alta sensibilidade e a seu alto poder
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de confirmacao da identidade e da concentracdo dos analitos (HERNANDEZ et
al., 2006; HIEMSTRA & de KOK, 2007; MIDIO & MARINS, 1997).

Recentemente, a analise de residuos de pesticidas tém incorporado novas
tecnologias, procurando minimizar impacto ambiental, tempo e a exposicdo dos
analistas a solventes toxicos (FRENICH et al., 2007; ADOU et al., 2001).

2.8.1 Preparo da amostra para analise multirresiduo

Uma das tendéncias em Quimica Analitica, € o desenvolvimento de
métodos multirresiduos, que determinam uma ampla variedade de substancias
em uma unica extracao, sendo preferido em muitos laboratérios (FRENICH et al.,
2007; HERNANDEZ et al., 2006).

Neste contexto, uma das tarefas do quimico analitico é o desenvolvimento
de novas metodologias, que sejam rapidas, baratas, mas que ao mesmo tempo
possam identificar e quantificar os analitos em amostras complexas em niveis de
tracos, com certo grau de confianca (FRENICH et al., 2005).

A anadlise de residuos de pesticidas, além de ser um instrumento de
protecdo a saude humana estda também relacionada a fatores econdémicos
(AGUERA et al., 2002). Atualmente, estima-se que no mundo, cerca de 20.000
analises de residuos de pesticidas em alimentos sejam realizadas todos os dias
(PICO et al., 2004).

O monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos é atualmente
prioridade na pesquisa, para realizar uma avaliacdo extensiva da qualidade dos
alimentos e evitar possiveis riscos a saude humana. Os métodos multirresiduos
sdo uma resposta a demanda elevada de andlises de residuos de pesticidas, e
fornece um aumento na produtividade dos laboratérios, bem como diminui o custo
da analise (AGUERA et al., 2002; DIEZ et al., 2006).

O desenvolvimento de um método multirresiduo ndo é simples, devido as
diferentes propriedades quimicas como, solubilidade, volatilidade, polaridades dos
pesticidas, e a ampla variedade de matrizes; os analistas empenham grande
esforco para descobrir como transferir simultaneamente todo residuo dos
pesticidas da matriz para a fase organica e como projetar procedimentos de clean
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up para a remogao completa dos interferentes, e qual tipo de instrumento deve ser
utilizado para a analise qualitativa e quantitativa dos pesticidas (PANG et al.,
2006Db).

Estratégias para a extracdo em métodos multirresiduos sao variadas, mas
0 uso de extracoes com solventes organicos sao preferidas nas analises de rotina
devido a simplicidade, rapidez e altas recuperagdes para uma ampla faixa de
polaridades. Este método consiste em homogeneizar a amostra com o solvente
organico, utilizando agitacdo manual ou mecénica, sonicag¢ao ou disruptor celular.
A adicao de agua antes da etapa de extracdo, pode melhorar em alguns casos, a
dessorcdo dos pesticidas da matriz. Os solventes mais amplamente utilizados
sdo: acetonitrila, acetona, acetato de etila, diclorometano, metanol, ou misturas
como diclorometano com hexano, também sao muito populares (TADEO et al.,
2000).

Os principais aspectos a serem considerados na escolha do solvente em
uma extracao sao:

- compatibilidade com os analitos (eficiéncia do solvente para a escala desejada
de polaridade do analito, estabilidade dos analitos durante a extracdo e o
armazenamento dos extratos);

- seletividade (facilidade em evitar a extracdo de interferéncias da matriz no
extrato final);

- compatibilidade com as técnicas utilizadas no clean up e na etapa de
quantificacao;

- volatilidade, quando a evaporacao do extrato for desejada;

- seguranca para o pessoal do laborat6rio e custo.

Acetonitrila, acetona e acetato de etila sdo os trés solventes de extracao
mais utilizados em métodos multirresiduos, promovendo altas recuperacdes para
uma ampla faixa de pesticidas. Além disso, servem freqlientemente como
solventes de eluicdo na etapa de clean up, ou se nenhum clean up for necessario,
constituem também o meio em que o extrato final pode ser redissolvido
(MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004).

Cada um destes solventes possui vantagens e desvantagens em termos de
seletividade. A miscibilidade da acetonitrila e acetona em agua, levam sempre a

formacao de uma Unica fase na presenca da matriz. A acetona necessita de
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solventes nao polares, como hexano para promover a separagao das fases. Um
vantagem da acetonitrila em relacédo a acetona € que a remoc¢ao de agua residual
€ facilmente obtida pela adicdo de sulfato de magnésio. A acetonitrila isola
compostos menos lipofilicos das amostras em comparagdo com a acetona e
acetato de etila. Acetato de etila é mais eficiente em evitar co-extratos como os
acucares, comparado principalmente a acetona (ANASTASSIADES et al., 2003a).

Como desvantagens da acetonitrila em relacdo a acetona e acetato de
etila, pode-se citar: o grande volume de expansao durante a vaporizacao no GC;
baixa volatilidade; sua toxicidade, no entanto seu impacto negativo a saude
humana e meio ambiente € muito menor em relacdo aos solventes clorados,
como o diclorometano, que ainda é muito utilizado. De acordo com a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, do inglés Environmental Protection
Agency), a acetonitrila ndo € classificada como um agente carcinogénico e nao é
persistente no meio ambiente, além disso, a baixa volatilidade da acetonitrila
reduz a exposicdo do analista, e pode ser minimizada com procedimentos
apropriados de manipulacao (ANASTASSIADES et al., 2003a).

No que diz respeito a etapa de clean up, acetato de etila € mais compativel
com a técnica de GPC (do inglés, Gel Permeation Cromatography) para a
remocdo de algumas moléculas maiores e de pigmentos. A acetona e
principalmente a acetonitrila sdo apropriadas para varias aplicacées de clean up
em SPE. A etapa de clean up por extragdo em fase sélida dispersiva (D-SPE, do
inglés Dispersive Solid Phase Extraction), utilizado no método de QUEChERS (do
inglés, quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) para remocao dos
interferentes nos extratos de acetonitrila, torna a etapa de clean up relativamente
rapida, barata, e conveniente (MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004).

As técnicas tradicionais de preparo de amostras possuem etapas tediosas,
gue consomem tempo e um grande volume de solventes. Extragdo em fase sélida
(SPE, do inglés Solid Phase Extraction) e dispersdo da matriz em fase soélida
(MSPD, do inglés, Matrix Solid Phase Dispersion) foram técnicas recentemente
introduzidas como métodos alternativos para o preparo de amostras destinadas a
analise de residuos de pesticidas (HERNANDEZ et al., 2006).

Outra técnica bastante difundida € a microextracdo em fase sélida (SPME,
do inglés Solid Phase Micro Extraction), esta técnica consome um pequeno



32

volume de solventes, porém, a extracdo e concentracao dos analitos € realizada
em uma unica etapa. Em 1999, foi desenvolvida a extracao sortiva por barra de
agitacdo (SBSE, do inglés Stir Bar Sorptive Extraction), o mecanismo desta
extracao é similar ao da SPME, porém o fator de pré-concentracao € em torno de
100 vezes maior, dependendo a quantidade de adsorvente utilizado. Outros
diferentes métodos também s&o utilizados, entre eles destacam-se: extragéo por
fluido supercritico (SFE, do inglés Supercritical Fluid Extraction), extragdo por
solvente acelerado (ASE, do inglés Accelerated Solvent Extraction) e extracao
assistida por microondas (MAE, do inglés Microwave-assisted Extraction)
(HERNANDEZ et al., 2006).

Um grande numero de métodos multirresiduos foram desenvolvidos nos
ultimos anos, sendo que os métodos mais freqiientemente empregados, utilizam
extracdo com solvente seguido pela determinacdo por GC. A diminuigédo
consideravel dos limites maximos de residuo para muitos pesticidas, impostas
pela Unido Européia nos ultimos anos, tornou necessaria a melhoria nos limites
de deteccdo tanto do método como do instrumento (AGUERA et al., 2002).

O primeiro método multirresiduo desenvolvido foi denominado método de
Mills. O método foi desenvolvido em 1960 pelo quimico Mills no FDA (Food and
Drug Administration), Estados Unidos. Neste periodo o principal foco, eram as
analises de pesticidas organoclorados, que eram extraidos de alimentos nao
gordurosos com acetonitrila. Agua e sais eram adicionados ao extrato de
acetonitrila e os pesticidas eram subsequentemente particionados em solventes
apolares, como hexano e éter de petréleo. Deste modo, a 4gua e os componentes
polares da matriz, como agucares e sais, eram separados do extrato (MILLS et al.,
1963).

Durante os anos de 1970, com a introducdo de pesticidas mais polares
como os organofosforados, houve a necessidade de se desenvolver um método
alternativo para determinar compostos que ndao eram extraidos pelo método de
Mills, este foi entdo substituido pelo método denominado método de Luke, que
utiliza acetona como solvente de extracao e diclorometano e éter de petréleo para
remover a agua na etapa de particao liquido-liquido (LUKE et al., 1975). O método
de Luke é ainda hoje amplamente empregado, e é utilizado como base para
métodos multirresiduos usados freqlientemente em estudos da avaliagao de risco
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e monitoramentos de alimentos, principalmente em frutas e vegetais. O método de
Luke consiste em uma extragao liquido-liquido com um solvente apolar e a adi¢cao
de sulfato de sédio para recuperar os pesticidas polares perdidos na fase aquosa
(SHERMA, 2001; SCHENCK et al., 2002).

Em 1981, houveram as primeiras modificacbes do método descrito em
1975, onde efetuou-se a substituicdo da acetona por éter de petréleo. Atualmente,
a versao mais utilizada, consiste na analise de 15 g de frutas ou vegetais
processados, adicionando-se 30 mL de acetona e agitacdo em homogeinizador do
tipo ultra-turrax por cerca de 30 s, posteriormente, adiciona-se 15 g de sulfato de
sodio anidro, 30 mL de éter de petrdleo e 30 mL de diclorometano (GENERAL
INSPECTORATE FOR HEALTH PROTECTION, 1996).

BECKER (1971), desenvolveu os primeiros métodos multirresiduo com a
adicado de sais, inicialmente foi empregada uma solucao de cloreto de sodio que
foi adicionada ao extrato inicial, no entanto a saturagcédo foi apenas parcial, ndo
permitindo a separacado das fases. LUKE et al. (1975) e SPECHT & TILKES
(1985) adicionaram cloreto de sodio sélido para saturar a fase aquosa,
fornecendo assim maior quantidade de acetona na fase organica, promovendo
um aumento na polaridade, resultando em melhores recuperagdes para 0s
analitos polares.

O método de Becker tornou-se oficial na Alemanha, denominado método
DFG-S8, e 0 método de Specht & Tilkes tornou-se mais tarde, o método oficial
DFG-S19. O método de Luke tornou-se o método oficial da AOAC (Association of
Official Analytical Chemists). Estes métodos multirresiduos e suas variagcdes sao
ainda hoje universalmente utilizados para monitorar residuos de pesticidas
(ANASTASSIADES et al., 2003a).

O método de extracao utilizando acetato de etila foi introduzido como uma
alternativa ao procedimento de Luke para a extragdo de amostras néo
gordurosas, apresentando vantagens como: rapidez, simplicidade e boas
recuperacoes. Todas estas vantagens, fizeram deste método, o método oficial de
extracdo utilizado por algumas agéncias regulamentadoras européias. O
procedimento envolve uma extragdo com acetato de etila, uma adicédo
subsequiente de sulfato de sodio e um clean up final por GPC ou florisil. Este

procedimento aumenta ndo somente a extracdo de compostos polares em
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comparacao ao método de Luke, mas, extrai também os interferentes mais
polares da matriz (KRIUGSMAN & van de KAMP, 1976). O método acetato de etila
foi testado em 1988 pelos laboratérios do Swedish National Food Administration, e
em 1989 passaram a utilizar o método de Luke. ANDERSSON & PALSHEDEN
(1991), reportaram a comparacao da eficiéncia dos dois métodos, concluindo que
ambos fornecem recuperacdes equivalentes para os pesticidas testados.

de KOK (1998), reportou a implementagdo de um método multirresiduo
para determinacado de 365 pesticidas em frutas e vegetais. O procedimento final
de andlise evoluiu nos ultimos 15 anos e é baseado na extracdo miniaturizada do
método de Luke, aplicando acetona na extracao, seguida de diclorometano e éter
de petréleo num procedimento sem necessidade de clean up. A determinacéo
cromatografica foi realizada com 4 sistemas de GC com detecg¢ao por ECD, NPD
e ITD.

ANASTASSIADES et al. (2003a) publicaram um método que fornece
resultados de qualidade elevada com um numero minimo de etapas e um baixo
consumo de solventes e material. Este método utiliza acetonitrila para extragéao
dos pesticidas, adicdo de sulfato de magnésio e cloreto de sddio que promovem
uma particdo liquido-liquido facilitando a remogéo de componentes polares da
matriz. Apés a centrifugacdo, que fornece uma separacao fisica perfeita das
fases, o clean up e a remocao de agua residual sdo executados simultaneamente
utilizando a extracdo em fase sélida dispersiva, onde um adsorvente de amina
primaria secundaria (PSA) e MgSO,4 sdo misturados com o extrato da amostra,
que depois de agitado e centrifugado, esta em condi¢cdes de ser analisado por GC
ou LC.

Porém, a degradagcdo de certos pesticidas, como por exemplo folpete,
captana, diclofluanida e clorotalonil, pode ocorrer durante a etapa de extracédo
devido ao meio basico. A fim de minimizar este problema, uma etapa de
tamponamento do extrato foi adicionada o que promoveu uma melhora nos
resultados obtidos para aqueles pesticidas dificeis de serem analisados. O
método QUEChERS com etapa de tamponamento envolve a extragcdo com
acetonitrila contendo 1% de acido acético (v/v) e simultaneamente particao
liquido-liquido promovida pela adicao de acetato de sodio e MgSQOy, tornando-se
conhecido como método QUEChERS modificado (LEHOTAY et al., 2005).
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A adicao de 0,1% de acido acético (v/v) em solugdes de acetonitrila
aumenta a estabilidade de pesticidas antes da analise. O pH é importante tanto
para compostos sensiveis a degradacdo em meio alcalino como para aqueles
pesticidas sensiveis a pH acido. Sendo assim, € necessario que se tenha uma
faixa de pH entre 4 e 5, uma vez que a mesma proporciona boas recuperacoes
(70 a 120%). O tamponamento dos extratos na faixa de pH 4-5 é realizado pela
adicdo de acido acético (pKa= 4,75) e acetato de sbédio (MASTOVSKA &
LEHQOTAY, 2004).

Uma vantagem da acetonitrila na etapa de extracdo em relacdo a acetona
€ devido a facilidade de separacao das fases com a adi¢gdo dos sais (MgSO4 e
NaCl), pois fornece uma separacdo bem definida das fases sem diluicdo com
solventes orgéanicos apolares, bem como bons indices de recuperagao. MgSQO, é
um agente de secagem muito eficaz, e sua hidratacdo é altamente exotérmica
(cerca de 40 °C), mas nao suficiente para volatilizar ou degradar os pesticidas,
tornando a extragdo mais efetiva auxiliando na remocado de agua (LEHOTAY,
2000; LEHOTAY et al., 2001).

A etapa de SPE dispersivo utilizado no método de QUEChERS é baseada
na metodologia de SPE, mas o adsorvente € adicionado diretamente ao extrato,
assim o clean up é realizado facilmente pela agitacdo e pela centrifugagdo. Um
determinado volume de extrato (1 mL) é colocado em contato com uma mistura
contendo 25 mg de PSA e MgSQ,, ao contrario dos métodos ja existentes para
clean up com SPE que utilizam cartucho, esta mistura sélida permite que o clean
up e a reducao de agua residual sejam efetuados simultaneamente. Esta etapa de
remocao de agua proporciona um extrato final de menor polaridade, facilitando
assim a precipitacao de co-extratos polares. O adsorvente retém as interferéncias
da matriz, sendo que depois de realizada uma etapa de agitacdo manual e
centrifugacéo, o extrato esta pronto para ser injetado no sistema cromatografico
(MARTINEZ-VIDAL et al., 2006). Outros adsorventes, como, alumina-N, carbono
grafitizado, octadecilsilano (C18), amino (-NH.), ciano (-CN) e resina de troca
anidnica forte (SAX, do inglés Strong Anionic Exchange) podem ser utilizados na
etapa de clean up (ANASTASSIADES et al., 2003a).

DIEZ et al. (2006) realizaram uma comparagdo entre os métodos de

QuEChERS que emprega acetonitrila, o método de Luke que emprega acetona, e
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extracdo com acetato de etila, que envolve clean up com GPC e que é o método
oficial de extragcéo utilizado por algumas agéncias regulamentadoras européias; e
ainda um método simples de extracdo com acetona foi testado para checar as
diferengas com os outros métodos. Os extratos foram analisados por GC com
detector por tempo de voo (TOF, do inglés Time of Flight) e LC-MS/MS.

Extratos mais limpos foram obtidos no método de QUEChERS devido aos
interferentes menos lipofilicos isolados pela acetonitrila em comparacao com a
acetona e o acetato de etila, a adicdo de NaCl na etapa de particao controlou a
quantidade de componentes extraidos da matriz, e também, a retencdo de acidos
graxos e de outros acidos organicos durante a etapa de clean up com PSA. PSA é
um adsorvente de troca anidnica fraco, com a habilidade de remover &cidos
graxos, agucares e outros co-extratos da matriz que formam pontes de hidrogénio
(MASTOVSKA & LEHOTAY, 2004).

O acetato de etila extraiu interferentes mais polares da matriz, entretanto, a
inclusdo de uma etapa eficiente de clean up por GPC forneceu extratos mais
limpos. A extragdo com acetona, diclorometano e éter de petrdleo no método de
Luke, foi relatada como a mais seletiva, diminuindo a quantidade de interferentes
polares.

O método mini-Luke, mostrou-se mais eficiente para a extracao de
compostos mais apolares e medianamente polares, enquanto as melhores
recuperacoes para compostos polares foram obtidas pelo método de QUEChERS
e pelo método de acetato de etila. QUuEChERS foi o Unico método que
apresentou recuperagdes entre 60 e 70% para todos os compostos, com algumas
excegbes devido a interferentes da matriz. O clean up por SPE dispersivo foi
eficiente e n&o difere muito dos extratos do acetato de etila (DIEZ et al., 2006).

HIEMSTRA e de KOK (2007), do grupo de analises de pesticidas do Food
and Consumer Product Safety Authority na Holanda, utilizam desde 1980 o
método de extracdo com acetona, baseado no método de Luke, mas sem a
adicao de cloreto de sddio na etapa de particao. A acetona e a agua presentes na
matriz da amostra levam a formacéo de uma Unica fase na etapa de extracéo, os
co-solventes apolares como o diclorometano e o éter de petrdleo, levam a uma
separacdo bem definida das fases. Este método da extracdo é considerado o
mais rapido atualmente em laboratérios de rotina da analise de pesticidas, pois,
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resulta em boas recuperagdes para uma ampla faixa de pesticidas e matrizes. As
principais vantagens deste método de extracdo, sdao sua velocidade, os extratos
relativamente limpos, mesmo que nenhum clean up seja aplicado, e a
compatibilidade com a deteccao seletiva dos espectrémetros de massas. A Unica
desvantagem do método de extracdo sao as recuperacdes relativamente baixas
para os pesticidas polares, como metamidofés, ometoato, monocrotofds e outros.

Em 1990, o mesmo grupo desenvolveu um método de extragao alternativo,
também baseado no método de Luke, mas adicionando sulfato de sodio a
amostra antes da etapa de extracdo, com o objetivo de melhorar a extragéo e
obter maiores recuperacdes para os compostos mais polares (HEMSTRA & de
KOK, 2007).

PENGYAN et al. (2006), desenvolveram um método multirresiduo para
determinar diferentes classes de pesticidas em arroz. Os solventes testados para
a etapa de extracao foram, diclorometano, triclorometano, acetonitrila, acetato de
etila e hexano-acetona. O solvente que mostrou melhor eficiéncia na extragao foi
o diclorometano. Na etapa de clean up foi utilizado florisil e uma mistura de
hexano-acetona como eluente. A amostra foi analisada por GC-MS no modo ion
seletivo (SIM, do inglés Single lon Monitoring).

Um método analitico para determinacdo de 130 pesticidas em pepino
utilizando GC-MS/MS, foi desenvolvido por Vidal e colaboradores. O
procedimento envolve duas etapas: extracdo com acetato de etila e filtracdo em
cartucho contendo sulfato de sédio. Apds evaporacao, o residuo foi redissolvido
em cicloexano. A confirmacao dos pesticidas foi baseado na comparagdo da
razao das intensidades do ion precursor na amostra, com o padrdo na matriz. A
quantificacao dos pesticidas identificados foi realizada pelo método de adigcéao
padrdao, com o objetivo de eliminar o efeito matriz. A utilizacdo de um
espectrébmetro de massas triplo quadrupolo, possui vantagens como, um maior
nuamero de analitos por segmento, e com isto um menor tempo de analise, quando
comparado com lon Trap (MARTINEZ VIDAL et al., 2006).

A determinacédo de 102 pesticidas em alho-por6 foi descrita por SHULING.
O preparo da amostra inclui extragdo com acetona e diclorometano, necessitando
de clean up por GPC e SPE. Na etapa de extracao foi adicionado cloreto de sédio,

para melhorar a extragdo de compostos hidrofébicos. GPC foi necessaria para
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remover pigmentos como a clorofila e alguns interferentes de alto peso molecular.
A determinacao dos analitos foi realizada por GC-MS, utilizando ionizagcao por
impacto de elétrons (El, do inglés Electron Impact lonization) e analisador
quadrupolo no modo SIM (SHULING et al., 2007).

STAIJNBAHER & KRALJ (2003) determinaram 90 pesticidas em frutas e
vegetais. O método envolve extracao com acetona e SPE na etapa de clean up. A
quantificagao foi realizada por GC-MS operado no modo SIM. A acetona foi
selecionada para extracdo devido a sua efetividade na extracdo dos pesticidas
polares e apolares em diversas matrizes, e além disso, apresenta a vantagem de
ser barata e de baixa toxicidade. Clean up foi realizado com colunas de
poliestireno divinilbenzeno seguido por coluna de dietilaminopropil, € mostraram-
se eficientes para remover interferentes como acidos organicos e agucares.

LEANDRO et al. (2005) utilizaram GC-MS/MS para determinar 12
pesticidas em alimentos para bebé. A etapa de extracao é baseada no método de
QuEChERS, que envolve extracdo com acetonitrila, adicdo de MgSO4 e NaCl,
seguido de uma etapa de clean up com SPE dispersivo utilizando C18 e PSA. Um
sistema combinado de injecao de grande volume (LVI, do inglés Large Volume
Injection) e vaporizacdo com temperatura programada (PTV, do inglés
Programmable Temperature Vaporizing) foram empregados para melhorar os
limites de deteccéao.

CHU et al. (2005), desenvolveram um meétodo macro de dispersao da
matriz em fase sélida para a extracdo de 226 pesticidas em suco de maca. Para a
extragdo, 10 g de amostra foram misturados a 20 g de terra diatomacea, a elui¢cao
dos pesticidas foi realizada com 160 mL de hexano-diclorometano. Os compostos
foram divididos em trés grupos e analisados por GC-MS com ionizagcao quimica
(Cl, do inglés Chemical lonization), operado no modo SIM. Tipicamente, MSPD
emprega pequenas quantidades de amostra que variam de 0,5 a 1 g. Mas, com o
objetivo de obter baixos limites de deteccdo em resposta dos baixos LMRs
estabelecidos, neste trabalho empregou-se 10 g de amostra, utilizando também
maior quantidade de adsorvente, 20 g, onde tradicionalmente se emprega 1 ou 2
g. O volume de solvente para eluir os compostos, também é maior que o usual,
mas apesar disso, o método desenvolvido apresenta vantagens como a
determinacao de 226 pesticidas em no maximo 1 h.
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Um método multirresiduo empregando SPE, quantificagdo por GC-MS e
LC-MS/MS foi desenvolvido para a determinagdo de 450 pesticidas em suco de
frutas, vinho e mel. As amostras foram diluidas com porcdes de agua e acetona, e
apos extraidas com diclorometano. Apds etapa de clean up utilizando carbono
grafitizado e cartuchos de aminopropil, os pesticidas foram eluidos com mistura
de acetonitrila e tolueno, sendo que o eluato foi concentrado e reconstituido em
hexano para os pesticidas que foram analisados por GC-MS e em metanol
quando estes foram analisados por LC-MS/MS (PANG, 2006b).

PANG et al. (2006a), desenvolveram um novo método para a andlise de
660 pesticidas em carne bovina, suina, de frango e coelho, empregando clean up
utilizando GPC seguido de analise por GC-MS e LC-MS/MS, empregando
monitoramento de reacbes multiplas (MRM, do inglés Multiple Reaction
Monitoring). O procedimento de extracdo deste método estava baseado na
homogeneizacdo de 10 g de amostra com 20 g de sulfato de sdédio, seguido da
adicdo de 35 mL de uma mistura de ciclohexano e acetato de etila (1:1),
homogeneizacao, centrifugacao e filiracdo. Apds etapa de centrifugacdo, o
equivalente a 5 g de amostra foi injetado na coluna de GPC, empregando uma
mistura 1:1 de ciclohexano e acetato de etila, na vazdo de 5 mL min™, como fase
movel. Aliquotas foram coletadas entre 22 e 40 min e posteriormente analisadas.
Para a determinacdo de 368 pesticidas empregando GC-MS, estas aliquotas
provenientes do sistema de GPC foram concentradas até o volume de 0,5 mL.
Por outro lado, para os 66 pesticidas analisados por LC-MS/MS, estas aliquotas
foram evaporadas sob fluxo de Ny e ressuspendidas em uma mistura de
acetonitrila e agua (60:40).

A presengca de interferéncias da matriz nos extratos pode afetar
adversamente a quantificacdo e a identificacdo do analito. O clean up € uma
etapa necessaria, a fim de se reduzir os limites de deteccdo dos métodos e evitar
interferéncias da matriz. Varias etapas de clean up sucessivas podem resultar na
perda parcial de alguns compostos assim como aumento de trabalho e custo, do
mesmo modo, um clean up inadequado pode também conduzir a efeitos adversos
relacionados a qualidade dos dados gerados, tais como mascarar 0s picos do

pesticida em estudo por componentes que co-eluem da matriz, gerando a
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ocorréncia de falsos positivos e quantificacédo incorreta (STAINBAHER & KRALJ,
2003).

Uma das técnicas de clean up mais empregada é a técnica de GPC,
utilizada primeiramente em 1972 por Tindle e Stalling (TINDLE & STALLING,
1972). Desde entdo GPC tornou-se a técnica de clean up universal para separar
pesticidas de compostos com elevada massa molecular, como lipidios, ceras,
pigmentos e outros interferentes apolares de baixa volatilidade, purificando
extratos para analise por GC ou por LC, abrangendo uma ampla faixa de
compostos (FERNANDEZ-ALBA, 2005a).

A remocao de compostos poucos volateis da matriz, reduz o acumulo de
interferentes no sistema de injecdo do cromatdgrafo a gas, que contribui para
evitar a deterioragdo e desempenho do instrumento (FERNANDEZ-ALBA, 2005b).

O volume de eluentes organicos foi consideravelmente reduzido nos
ultimos anos, devido a miniaturizagdo (STAN, 2000). Atualmente, muitos
laboratérios empregam colunas miniaturizadas, que possuem diametro interno
(d.i.) menores que 10 mm, onde o consumo de solvente & bastante reduzido
(MASTOVSKA et al., 2001).

A etapa de clean up da amostra pode ser realizada ainda por particdo
liquido-liquido, SPE e MSPD (STAJNBAHER & KRALJ, 2003).

2.8.2 Determinagdo Cromatogréfica na Anélise Multirresiduo

O fantastico desenvolvimento da espectrometria de massas nos ultimos 30
anos, ampliou a utilizagdo desta técnica em varios campos da quimica. A
Espectrometria de Massas é baseada na producdo de ions, andlise das razdes
massa/carga (m/z) e detecgdo. Em nivel instrumental, 3 componentes sao
essenciais: a fonte de ions; o analisador de massas e o detector. A perfomance
de cada um destes componentes, reflete na qualidade dos dados quali e
quantitativos (LAVAGNINI et al., 2006).

A producao de ions € um fenémeno que afeta amplamente os dados obtidos.
A escolha do modo de ionizagao a ser empregado é definido pelas propriedades
fisico-quimicas dos analitos de interesse como: volatilidade, peso molecular,
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termolabilidade e complexidade da matriz. Os modos de ionizagdo empregados
em GC-MS sao: ionizagdo por impacto de elétrons e ionizacdo quimica
(LAVAGNINI et al., 2006).

Atualmente pode-se discutir que a quantificacdo do analito é sem sentido
sem a confirmacédo de sua identidade. Tradicionalmente, para a confirmacao de
resultados positivos em analise de residuo de pesticidas, diferentes técnicas sao
adotadas, como GC com dois detectores diferentes, duas colunas de diferentes
polaridades ou a combinacao de duas técnicas cromatograficas. No entanto, estas
técnicas classicas de confirmacao ndo fornecem a informagéo estrutural suficiente
sobre o analito. De acordo com as recentes normas divulgadas na Comunidade
Européia e Estados Unidos, a informacdo estrutural necessaria para a
confirmacdo do analito, somente ¢é possivel aplicando-se técnicas
espectrométricas. A combinagdo de GC com MS, tornou-se a ferramenta principal
de confirmacao para analise de residuos de contaminantes (SOBOLEVA et al.,
2004).

Na técnica de Espectrometria de Massas, o modo SIM tém sido o modo
utilizado na andlise de residuos de pesticidas, fornecendo seletividade e
sensibilidade requeridos. Atualmente instrumentos por tempo de véo fornecem
possibilidades adicionais (SOBOLEVA et al., 2004).

Ha determinados pontos que sdo comuns nos documentos oficiais que
tratam dos critérios de confirmacao, como por exemplo: a determinacéao do tempo
de retencao relativo e selecao dos ions para cada analito. As diretrizes para
monitoramento de pesticidas na Unido Européia, estabelece uma exigéncia
minima de trés ions de razdo massa/carga >100 ou dois ions de razao
massa/carga >200. Outras exigéncias na sele¢do do ion no modo SIM, incluem
preferencialmente o ion molecular, ou ions com intensidades maiores que 30%
(SOBOLEVA et al., 2004).

Na analise multirresiduo, onde a identificacado de mais de 250 compostos
com diferentes propriedades é comum, alguns critérios sao dificeis ou impossiveis
de se aplicar, devido a diversas razdes praticas. Um dos problemas € a falta de
um numero suficiente de ions com a abundéancia exigida nos espectros de massa
de alguns pesticidas. Por exemplo, os espectros dos compostos bitertanol e

etoxicloro no modo de ionizacao por El, que fornecem ions com abundancia de
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apenas 10% do pico base, ndo podem ser utilizados para propdsitos de
quantificagao devido a alta incerteza da medida (SOBOLEVA et al., 2004).

Geralmente o ion mais abundante (pico base) € utilizado para a
quantificacao e utilizado para estabelecer o limite de quantificacdo (LOQ, do
inglés Limit of Quantification). No entanto, a intensidade dos ions para a
confirmagcédo de muitos pesticidas, € muitas vezes abaixo de 20 ou 30% do pico
base, e consequentemente aumenta o valor do LOQ em 3 a 5 vezes (SOBOLEVA
et al., 2004).

A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas €
considerada uma técnica versatil e sensivel para monitorar os baixos niveis de
pesticidas em alimentos. A deteccdo por MS, fornece informacdes sobre a
estrutura molecular do composto, podendo ser empregada como detector
universal quando utilizado no modo full scan, ou como técnica altamente seletiva
e sensivel no modo de monitoramento de ion seletivo (TADEO et al., 2000).

No modo full scan, o analisador de massas monitora uma faixa ampla de
razbées m/z. No modo SIM, o analisador monitora somente poucos ions que sao
caracteristicos de cada composto. Este modo é significativamente mais sensivel
que o modo full scan, mas somente fornece informagdes sobre os ions
monitorados, podendo-se perder informacdes adicionais para a identificacdo do
composto. J& 0 modo full scan é utilizado para analises quali e quanti, onde a
informacao espectral completa é considerada importante (TAHBOUB et al., 2005),
embora, a confianga na confirmacao da identidade possa ser reduzida se um ou
mais ions selecionados forem afetados por interferéncias da matriz (PATEL et al.,
2005).

Detectar um certo numero de pesticidas, requer tipicamente o uso de
técnicas analiticas de separacdo como: a Cromatografia Gasosa com Detecgao
como Captura de Elétrons (ECD), Deteccdo Fotométrica de Chama (FPD), e
Deteccéo de Nitrogénio-Fésforo (NPD). Em nenhum caso, o uso destes sistemas
de deteccao encontram os critérios de identificacdo necessarias, além de todos
eles estarem sujeitos a interferéncias da matriz. A espectrometria de massas
tornou-se muito popular em laboratérios de analise de residuos de pesticidas. A
combinacao de GC com MS tandem (MS-MS) é amplamente utilizada na analise

de quantidades de tracos de contaminantes como pesticidas e seus metabdlitos
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em amostras complexas como, liquidos biolégicos, aguas, frutas, vegetais e
cereais (MARTINEZ VIDAL et al., 2002).

Uma analise multirresiduo completa inclui a determinacao e a confirmagao,
e para isto a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
ganhou popularidade nos ultimos anos, pois oferece a confirmagdo e a
quantificacdo simultdneas de um grande numero de pesticidas. A limitacdo
principal encontra-se na sensibilidade relativamente baixa obtida para muitos
pesticidas no modo full scan ou quando o0 modo de ionizacdo por impacto de
elétrons é selecionado. A introducdo do detector de aprisionamento de ions
realcou os LODs mas a presenca de componentes da matriz nas amostras ainda
interfere nos resultados da analise, conduzindo a uma deteccéo falso/negativa ou
falso/positiva. Para superar estas dificuldades, € de interesse ter técnicas mais
seletivas a fim de satisfazer a todas as exigéncias dos 6rgaos regulamentadores.
Neste sentido, as modalidades de operacdo como, monitoramento de ion
seletivo, ionizagdo quimica e MS-MS fornecem um alto grau de confianga nos
resultados, devido a qualidade de informagé&o obtida (HERNANDO et al., 2001).

A Espectrometria de Massas tandem mostra uma sensibilidade e uma
seletividade superior em niveis de tracos em matrizes complexas. Embora néao
seja uma técnica nova, sua aplicagdo em analises de rotina é limitada devido ao
alto custo do instrumento e a necessidade de analistas treinados. Esta técnica
promove uma eliminagcao de interferéncias de background, aumentando assim, a
razao sinal/ruido e também a sensibilidade, simultaneamente a confirmagédo dos
pesticidas é obtida com elevado grau de certeza, devido ao espectro de massas
muito caracteristico do ion produto. Este espectro é especifico para cada
composto e nao possui influéncia dos ions interferentes da matriz, pois séo
excluidos durante a selegdo do ion (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

O GC acoplado ao detector triplo quadrupolo é uma estratégia alternativa
para a determinacdo rapida de analitos em baixas concentracdes. O analisador
triplo quadrupolo pode analisar um maior niumero de pesticidas co-eluentes, se for
operado no modo SIM, pois monitora somente alguns produtos de ions
selecionados por analito. A auséncia de varredura (full scan) permite que o
instrumento seja focado no ion precursor e no fragmento por tempos mais longos,
aumentando a sensibilidade (FRENICH et al., 2005).
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A cromatografia gasosa € muito utilizada devido a sua potencialidade de
determinar diversos pesticidas em uma Uunica analise. As vantagens de sua
combinagdo com a espectrometria de massas sdo, a quantificacdo e a
confirmacdo de baixas concentracbes de pesticidas em extratos complexos,
podendo ser realizadas em uma unica etapa em com um nivel elevado de
confianca. Por esta razdo diversos métodos empregando GC-MS tém sido
propostos para analisar residuos de pesticidas em vegetais e frutas. Alguns
autores recomendam o uso do modo full scan, mas este modo de aquisicdo
possui determinadas limitacdes com relacdo a sensibilidade quando baixas
concentracbes do analito devem ser determinadas na presenca de altas
concentragdes de interferentes da matriz. O aumento da seletividade e
conseqlientemente um aumento na sensibilidade ¢é realizado utilizando o
monitoramento de ion seletivo. Este modo de discriminacao entre o analito e os
sinais interferentes, reduz os limites de deteccado e de quantificacdo do método
(ARREBOLA et al., 2003).

Atualmente, MS-MS tém sido proposto para analisar 50-60 pesticidas em
uma unica injecdo, ou 80-100 pesticidas em duas injecdes diferentes. Nesta
ultima opc¢ao, os autores recomendam aplicar 0 modo de ionizagdo por impacto
de elétrons e ionizacdo quimica em duas corridas diferentes, com o objetivo de
otimizar a ionizacao para cada pesticida. Este modo de operacado, apresenta as
desvantagens de aumentar consideravelmente o tempo total necessario por
amostra (GAMON et al., 2001).

HERNANDO et al. (2001) desenvolveram um método cromatografico que
combina MS/MS e ionizacdo quimica, para a determinacdo de pesticidas em
vegetais. A facilidade do sistema em mudar o modo de ionizacédo de positiva para
negativa durante a analise permite condicdes mais sensiveis que podem ser
selecionadas para cada composto. Uma maior seletividade € obtida com a
ionizacao quimica, e a baixa fragmentacao observada nos espectros resulta numa
maior abundancia do pico base, que é o ion selecionado como ion precursor para
as demais fragmentacdes por MS/MS.

Com o objetivo de obter a maxima sensibilidade para cada composto, todos
os compostos foram analisados por Cl modo positivo (PCI, do inglés Positive
Chemical lonization) e negativo (NCI, do inglés Negative Chemical lonization),
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utilizando metano como gas reagente. A melhor sensibilidade para a maioria dos
compostos foi obtida por NCI, deste modo o analisador de massas ITD, foi
programado para alterar os modos de ionizagao durante a analise, demonstrando
assim a versatilidade deste analisador.

PATEL et al. (2005) analisaram 19 pesticidas organoclorados em amostras
gordurosas por GC-MS/MS. No modo de ionizagdo por impacto de elétrons,
alguns pesticidas como lindano e DDT, demonstraram alta razdo sinal/ruido.
Baseado no perfil dos compostos, o modo de aquisicao foi dividido em varios
segmentos, para obter o maximo de sinal para os pesticidas de baixa resposta. O
namero de transicdes foi restrito (2 a 4 transi¢coes), para manter a adequada
sensibilidade para as baixas concentracdes de interesse.

AGUERA et al. (2002) analisaram 55 organofosforados, organoclorados e
piretréides em amostras de vegetais. A quantificacao e a identificacao foi realizada
por GC-MS/MS, utilizando dois modos de ionizacdo, impacto de elétrons e
ionizacao quimica positiva. Na otimizacao das condicoes de operacao do detector,
dois aspectos foram considerados: a selecdo do modo de ionizacdo e a
otimizagdo dos parametros do MS/MS. A maioria dos compostos apresentou boa
resposta por El, com exce¢do dos compostos mais polares que mostraram melhor
performance em PCI. Os espectros obtidos para estes compostos, exibem poucas
fragmentacgdes, obtendo altos valores de razdo massa/carga para o pico base,
que é o mais adequado a ser selecionado como ion precursor para as demais
fragmentacdes.

MARTINEZ VIDAL et al. (2002) propuseram um novo método analitico para
determinar 81 pesticidas em vegetais. O espectrobmetro de massas foi
programado para operar nos modos Cl e El, com o objetivo de determinar cada
pesticida no melhor modo de ionizacdo. Os pesticidas que eluiram nos primeiros
13 minutos, apresentaram melhor sensibilidade no modo CIl, enquanto que os

demais foram analisados no modo El.
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2.9 Efeito matrizem GC

A complexidade das amostras e 0 niumero de compostos que co-eluem
acabam gerando um problema durante a andlise, o efeito matriz. O efeito matriz é
um ponto critico na andlise de pesticidas por GC, e depende de varios fatores
como: o analito em si, o tipo de matriz e a relacdo da concentragdo do analito na
matriz. Este efeito pode ser notado pela significante diferenca de resposta obtida
em padrdes preparados no solvente daqueles preparados no extrato da matriz.
Uma das maneiras de minimizar e/ou eliminar este efeito € reduzir a quantidade
de componentes da matriz que co-eluem com os analitos no detector, para isto,
métodos de extragdo mais seletivos e etapas mais extensivas de clean up devem
ser desenvolvidos (PICO et al., 2004; TEKEL et al., 2001).

A presenca de componentes da matriz, pode levar a uma quantificacao
inexata, pois podem ocorrer mascaramentos dos picos, gerando assim, falsos
positivos. A comparacao entre as curvas analiticas preparadas em solvente e no
extrato da matriz deve ser avaliada, pois a presenca de sitios ativos no insersor
do injetor, pode adsorver ou induzir degradacao térmica de alguns pesticidas na
auséncia de componentes da matriz (SCHENCK & LEHOTAY, 2000).

Quando a matriz esta presente na solucdo, seus componentes bloqueiam
estes sitios ativos, aumentando assim a eficiéncia e resultados mais exatos serao
obtidos (KIRCHNER et al., 2005).

Entre as diversas maneiras utilizadas para compensar o efeito matriz em
GC, podemos citar: 1) uso do método da adicao padrao; 2) uso de padrao interno
deuterado; 3) preparo das solugdes analiticas no extrato da matriz (matrix
matched standards); 4) uso de analitos protetores, entre outras alternativas
(TOMAS et al., 2005).

Os analitos protetores sao compostos que interagem fortemente com os
sitios ativos do sistema cromatografico, ocorrendo com isso diminuicdo da
degradacdo e/ou adsorcdo dos analitos de interesse, sendo portanto, a solucéo
mais conveniente para os problemas ocasionados pelo efeito matriz na analise de
residuos de pesticidas. A adicdo destes compostos nas solucdes analiticas
preparadas tanto no extrato da matriz como no solvente, faz com que ocorra um

aumento da resposta em ambas as solugcdes minimizando as perdas dos analitos
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de interesse, além de proporcionar baixos limites de deteccdo (TOMAS et al.,
2005).

O objetivo de se adicionar analitos protetores, € promover uma melhor
resposta dos analitos nas solu¢cdes padrbes preparadas em solvente, tornando
deste modo a preparacédo da curva de calibracdo mais facil e menos laborosa,
comparada aos padrées preparados no extrato da matriz (KIRCHNER et al.,
2007).

ANASTASSIADES et al. (2003b) avaliaram mais de 90 compostos a fim de,
encontrar um agente que poderia mascarar os sitios ativos no sistema GC. Trés
compostos foram selecionados como melhores analitos protetores: etilglicerol,
sorbitol e gulonolactona.

No estudo do desenvolvimento do método de QuEChERS,
ANASTASSIADES et al. (2003a) observaram que o efeito matriz foi
significativamente reduzido apdés a etapa de SPE dispersivo utilizando PSA,
concluindo que certos tipos de compostos protegeram os analitos das interacdes
com a matriz quando adicionados a solucao. PSA contém grupos amino primarios
e secundarios, possuindo assim a facilidade de interagir através das pontes de
hidrogénio (e das interagdes idnicas). Portanto, um agente protetor eficaz deve
consequentemente necessitar grupos hidroxi e/ou amino multiplos, para poder
interagir com os sitios ativos.

As caracteristicas praticas de um agente protetor ideal para finalidades
especificas e gerais incluem: (a) deve ser inerte com o analito na solu¢cao ou no
sistema GC e nado induzir a degradacao; (b) ndo deve afetar o desempenho da
coluna ou do detector; (c) ndo deve interferir na deteccdo (assim deve ter uma
intensidade baixa e ions da massa pequena em seus espectros de massas); (d)
nao deve acumular no injetor do GC ou em outra parte no sistema; (e) deve ser
disponivel, barato, e atoxico (f) deve ser soluvel no solvente de interesse
(ANASTASSIADES et al., 2003b).

Inje¢cbes on-column seriam uma alternativa para minimizar este efeito, mas
esta técnica levaria a uma maior manutencao da coluna e seria impraticavel para
aplicacbes de rotina com matrizes complexas. A injecdo por vaporizacdo de

temperatura programavel € outra alternativa, mas esta envolve o uso de um
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insersor como nas técnicas classicas de injecdo. Estas técnicas da injecao
reduzem somente o efeito e ndo o eliminam (WYLIE & UCHIYAMA, 1996).

O clean up extensivo dos extratos € uma alternativa na teoria para eliminar
0s componentes da matriz que causam o efeito, mas é na pratica, incapaz de
remover todos os interferentes devido a ampla escala da polaridade dos analitos
em meétodos multirresiduos (SCHENCK & LEHOTAY, 2000).

Uma vez que os efeitos da matriz ndo podem ser eliminados, uma
alternativa de evitar seus problemas & compensar este efeito. O uso de padroes
internos deuterados para cada pesticida suscetivel ao efeito resolveria o
problema, mas tais padrdes nao estdo geralmente disponiveis, além de serem
caros. Atualmente, é praticamente consenso entre muitos laboratérios, que as
solucdes analiticas dos pesticidas devem ser preparadas em extrato da matriz ao
invés de em solventes puros, a menos que tenha sido provada a insignificancia do
efeito matriz, que pode ser observado através da andlise da intensidade dos picos
obtidos a partir da injecdo destas solucbes. Este procedimento é bastante
eficiente, mas as desvantagens incluem: necessita de uma grande quantidade de
matriz “branco” (idealmente a mesma que as amostras), seu armazenamento a
longo prazo, dificuldade de se encontrar amostras “branco”, sem a presenga de
pesticidas e trabalho extra para preparar os extratos branco para padrbes da
curva analitica. Isto resulta também numa quantidade maior de material da matriz
injetada na coluna e em consequiéncia conduz a uma manutencao mais rotineira
do sistema GC (ANASTASSIADES et al., 2003b).

Outra maneira de minimizar os problemas sdo o0 uso da técnica
denominada Introducdo Direta da Amostra (DSIl, do inglés Direct Sample
Introduction) a qual esta disponivel comercialmente numa versdo automatizada
denominada Introducdo de Amostras Complexas (DMI, do inglés Difficult Matrix
Introduction). Esta técnica esta fundamentada na adi¢do de 30 uL de extrato em
um microvial e este é colocado dentro do insersor do GC , apds evaporacao do
solvente, a temperaturas relativamente baixas, o injetor é aquecido gradualmente
até que ocorra a volatilizagdo dos analitos de interesse. Sendo assim, somente 0s
compostos que estdo numa determinada faixa de volatilizagdo sao direcionados
para a coluna. No sistema DMI, a cada injecdo o insersor deve ser removido para

qgue um novo microvial seja recolocado. Entre as vantagens da utilizacdo desta
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técnica estao: 1) reducdo no numero de manutencdes do sistema, uma vez que a
contaminagcao por componentes ndo volateis da matriz é quase inexistente e 2)
reducdo do numero das etapas de clean up nas amostras. Porém, a nao-
realizacdo da etapa de clean up, permite que uma quantidade de componentes
semi-volateis da matriz seja injetada no sistema, podendo interferir na detecgéo
dos analitos. Assim, os sistemas de deteccdo devem utilizar MS ou MS/MS, uma
vez que fornecem resultados da quantificacdo de residuos de pesticidas, com
bastante exatidao (TOMAS et al., 2005).

Independentemente do procedimento escolhido para minimizar o efeito
matriz, a selecdo dos ions para quantificacdo deve ser realizada de forma
criteriosa, pois estes mesmos ions podem estar presentes na matriz, o que levaria
a grandes erros na quantificacdo e identificacdo de um composto. Geralmente
para a quantificacdo, emprega-se 0s ions mais abundantes, desde que estes néao
estejam presentes na matriz, e que, apresentem melhor razdo sinal/ruido. Os ions
selecionados, devem apresentar altos valores de massa, de modo a evitar

interferéncias de baixas razées massa/carga (AGUERA et al., 2002).

2.10 Validacao de Métodos Analiticos

A validacdo de um procedimento analitico consiste na avaliagdo da
capacidade do processo analitico em produzir resultados confiaveis e adequados
com a qualidade pretendida, sendo compativeis com a precisdo e exatidao,
consideradas, na pratica, como satisfatorias. A variabilidade associada a um
método analitico deve levar em consideracdo todas as incertezas do processo
analitico, incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos, padrdes, calibracoes,
analista e ambiente, ou seja, se um método existente for modificado, ou um
método totalmente novo for desenvolvido, deve-se assegurar de que as
caracteristicas de desempenho do método atendam aos requisitos para as
operacdes analiticas pretendidas (INMETRO, 2003; ZANELLA et al., 2000).

Na éarea de andlise de residuos de pesticidas, o desenvolvimento de

métodos analiticos constitui-se de uma etapa muito importante, onde a
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investigagdo deve sempre incluir a validacdo do método desenvolvido e nao
apenas sua otimizacao.

Do ponto de vista pratico, pode-se dizer que um método, apds ser
selecionado e desenvolvido, deve ser submetido ao processo de avaliagdo que
estime sua eficiéncia e mérito. Um método sera considerado validado se suas
caracteristicas estiverem em conformidade com os pré-requisitos exigidos por
literaturas de referéncia na &rea. Desta forma, todas as variaveis de um método
devem ser consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparacao da
amostra, separacao cromatografica, deteccao e avaliacao dos dados (FEINBERG
& RAGUENES, 1999).

Os parametros, geralmente, envolvidos no procedimento de validacao de
métodos analiticos sdo: curva analitica e linearidade, seletividade, limite de
deteccéo e limite de quantificacéao, exatidao e precisao (ZANELLA et al., 2000).

2.10.1 Curva analitica

A linearidade de um método analitico pode ser definida como sendo a
facilidade deste método em gerar resultados diretamente proporcionais a
concentragdo do analito, em uma determinada faixa de concentragao (INMETRO,
2003).

Na pratica, a linearidade é determinada através das chamadas curvas
analiticas, que sao graficos de calibracdo que relacionam a resposta do
equipamento em funcao das diferentes concentragdes do analito (LANCAS, 2004).

A variavel independente (eixo horizontal ou x) relaciona-se as varias
concentragdes preparadas do padrao analitico da substancia de interesse, e a
variavel dependente (eixo vertical ou y) relaciona o sinal analitico obtido para
cada concentracdo do padrao. Essa relacdo produz uma equacao de regressao
linear y = ax + b, que relaciona as duas variaveis x e y. Essa equacao é valida
para um intervalo determinado de concentragdo do analito, independente da
técnica instrumental utilizada. O coeficiente angular a, expressa a inclinacdo do
grafico em relacdo aos eixos, enquanto que o coeficiente linear b expressa a
intersecao do grafico com os eixos (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).
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O numero minimo de pontos geralmente aceito nos graficos de calibracao
varia entre 5 e 6 pontos (CHASIN et al., 1998), ou mais do que 6 (INMETRO;
2003). Essas concentragdes devem ser escolhidas de forma a cobrir uma faixa de
50 a 150% do valor que se espera encontrar na amostra de estudo (LANCAS,
2004), ou seja, a concentracdao mais esperada da amostra deve, sempre que
possivel, se situar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2003).

Também é possivel calcular o coeficiente de correlacdo r ou o coeficiente
de determinacdo r?, que pode ser utilizado para estimar a qualidade da curva
analitica uma vez que demonstra uma menor variagdo dos dados obtidos quanto
mais préximo de 1 (RIBANI et al., 2004). Valores de r iguais ou superiores a 0,99
e 0,90, sdo recomendados, respectivamente, pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003a) e pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO,
2003) enquanto que valores de r? iguais ou maiores que 0,999 sdo descritos por
PIMENTEL & NETO (1996).

A faixa linear de um método de ensaio € o intervalo entre os niveis inferior e
superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacao com a precisdo, exatidao e linearidade exigidas, sob as condicdes
especificas do ensaio. A faixa linear é definida como sendo a faixa de
concentragdo na qual a sensibilidade pode ser considerada constante e é
normalmente expressa nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método
analitico (INMETRO, 2003).

2.10.2 Exatidao

E uma medida da concordancia existente entre os dados obtidos em uma
determinada medida e um valor de referéncia assumido como sendo o verdadeiro
(RIBANI et al., 2004). E geralmente, determinada por intermédio do uso de uma
amostra certificada cuja concentracdo do analito de interesse é conhecida
(LANCAS, 2004).

Na indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatidao pode
ser avaliada através dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo (CODEX
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ALIMENTARIUS, 2001), onde é realizada a adicao de uma quantidade conhecida
de um padrao certificado do analito de interesse a matriz, apdés a etapa de
extracdo e andlise instrumental, a resposta € comparada com aquela dada pela
andlise do padrao de referéncia, dissolvido em um solvente puro (LANCAS,
2004). A exatidao geralmente expressa em percentual, podendo esta ser
calculada através da Equagéo 1.

R% :ﬁ 100

3

Equacéo 1

Onde:
C1 = Concentragéao determinada na amostra fortificada;
C. = Concentragédo determinada na amostra nao fortificada;

C3 = Concentragao usada para fortificacao.

A exatidao representa a existéncia de erros sistematicos, que provocam
desvios ou tendéncias nos resultados. Erros sistematicos tipicos na exatidao de
resultados analiticos provém de equipamentos nao calibrados ou aferidos;
interferentes na amostra; baixa recuperagdao na extracao; medidas volumétricas
incorretas; seringas contaminadas, etc (LANCAS, 2004). Deste modo, pode-se
dizer que a exatiddo é um dos critérios mais importantes para o julgamento do
desempenho de um método analitico (PRIMEL, 2003).

Em geral, sdo aceitos intervalos de recuperacdo entre 70 e 120%, com
precisao de até 20% para validacdo de métodos analiticos para analise de
residuos de pesticidas em alimentos (SANCO, 2007).

2.10.3 Precisao

E o termo geral utilizado para avaliar a dispersdo dos resultados de ensaios

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
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solucdes analiticas de referéncia, analisadas em condi¢des definidas (INMETRO,
2003).

A precisao é expressa como a porcentagem do coeficiente de variacao ou
desvio padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation) de uma série

de medidas, e pode ser calculada através da Equacgéao 2.

RSD % =s 100 Equagéo 2

Xm

onde:
s = estimativa do desvio padrao absoluto = {£(x; — xm)?/ N — 1} **;
x; = valores individuais; xm = média das medidas em replicatas;

N = nimero de medidas.

Para métodos empregados em determinacgdes ao nivel de tracos, valores de
RSD de até 20% séao aceitaveis (MELOAN, 1996; SANCO 2007). Para analise de
residuos, o limite aceito pelo roteiro de validacdo de métodos cromatograficos
aplicados a pesticidas (GARP, 1999), estabelece como precisédo valores de RSD
que devem ser < 15%.

A precisdo pode ser determinada em termos de repetitividade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade (RIBANI et al., 2004).

Repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados de medicoes

sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicdes de
medicdo, ou seja, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento,
mesmo local, repeticdes em um curto intervalo de tempo. A repetitividade envolve
varias medicoes da mesma amostra, em diferentes preparagdes é, também
denominada precisao intra-ensaio, e pode ser expressa através da estimativa
RSD (RIBANI et al., 2004).

Precisdo intermedidria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma

amostra, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em laboratérios
diferentes, mas definindo exatamente quais as condi¢des a variar (uma ou mais),

tais como: diferentes analistas, diferentes equipamentos, diferentes tempos. Esta
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medida de precisdo € reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um laboratério e, como tal, mais aconselhavel de usar. O
objetivo da validacdo da precisdo intermediaria é verificar que no mesmo
laboratério o método fornecera os mesmos resultados (INMETRO, 2003; CHASIN
et al., 1998).

Reprodutibilidade indica o grau de concordancia dos resultados de testes

obtidos para andlise de uma mesma amostra usando o0 mesmo método, porém em
diferentes laboratérios, por diferentes operadores ou empregando diferentes
equipamentos (INMETRO, 2003; CHASIN et al., 1998).

2.10.4 Limite de Detecgao (LOD) e de Quantificacao (LOQ)

Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito,
como por exemplo andlise de tracos, é importante saber qual o menor valor de
concentracdo do analito que pode ser detectado ou quantificado pelo método
(INMETRO, 2003).

O Limite de Deteccao (LOD) corresponde a menor quantidade de um analito
que pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada como um valor
exato. O Limite de Quantificacdo (LOQ) corresponde a menor quantidade de um
analito que pode ser quantificada com exatiddo e com uma finalidade determinada
(LANCAS, 2004). Ambos sao geralmente expressos em unidades de
concentracdo (CHASIN et al., 1998, MELOAN, 1996).

Ha véarias maneiras de se calcular a estimativa do valor do LOD, como
através do método visual, método da relagdo sinal/ruido e aquele baseado em
parametros da curva analitica.

Nesse estudo, a maneira utilizada para a obtengao da estimativa do LOD e
do LOQ, tanto do instrumento como do método, esta descrita no item 3.12.2.



55

3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na otimizagdo e validacdo do

Método QUEChERS modificado para a extracao de pesticidas em graos de trigo,

farinha e farelo, e avaliacdo da degradacao dos pesticidas durante o preparo do

pao. A quantificacdo dos pesticidas foi realizada por GC-MS, onde avaliou-se o

melhor modo de ionizacdo quimica e voltagens a serem aplicadas.

Os parametros analiticos avaliados na etapa de validacao foram: linearidade,

precisao (repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao, limite de deteccao e

quantificagao.

3.1 Instrumentacao

= Sistema GC-MS: Cromatdgrafo a gas CP 3800 (Varian, EUA) equipado com:

Amostrador automatico CP 8400 (Varian, EUA);

Injetor 1079, com insersor de vidro silanizado, d.i. de 3,4 mm,
contendo cerca de 0,5 cm de carbofrita;

Coluna capilar CP VF-5-MS (5% fenil 95% metilpolisiloxano), de silica
fundida, 30 m de comprimento, 0,25 mm de d.i. e 0,25 um de
espessura de filme (Varian, EUA);

Detector MS Triplo Quadrupolo 1200, atuando no modo SIM (Varian,
EUA);

Sistema de aquisicao de dados através do software MS Workstation
6.4 (Varian, EUA);

= Sistema de purificagdo de agua Milli-Q® - resistividade 18,2 MQ cm

MilliPore® (Molsheim, Franca);

= Balanca analitica de precisdo com 4 casas decimais HR-120 (A & D

Company, Japao);

= Centrifuga Jouan C 412 (Saint-Herblain, Franca);

4

Mixer (SHG, Alemanha);

= Panificadora Multi Pan (Britania, Brasil).
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3.2 Gases

= Hélio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil) (gas de arraste do
cromatografo a gas);

= Ar sintético 99,9% de pureza (Air Products, Brasil) (para o amostrador
automatico);

= Metano 99,9995% de pureza (AGA, Brasil) (para ionizagdo quimica no GC-
MS).

3.3 Materiais

= Seringas de volumes de 50, 100, e 1000 uL (Hamilton, Suica);
= Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 e 15 mL
(Sarstedt, Alemanha).

3.4 Solventes e Reagentes

Tolueno, grau pesticida (Mallinckrodt, EUA);

Isooctano (2,2,4-trimetilpentano), grau pesticida (Mallinckrodt, EUA);
Acetonitrila, grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

Acido acético p.a. (Merck, Alemanha);

Acetato de sédio p.a. (Quimex, Brasil);

Cloreto de sédio p.a. (Vetec, Brasil);

Citrato de sédio p.a. (Vetec, Brasil);

Sulfato de magnésio anidro (Vetec, Brasil);

Strata C18-E (55 um, 70 A) (Phenomenex, EUA).

g 42 42 43 48
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Os compostos selecionados para este estudo foram adquiridos da firma Dr.

Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha) e estao listados na Tabela 7, com sua pureza,

classe e grupo quimico. As estruturas quimicas destes compostos estéo

apresentadas em Anexo A.

Tabela 7. Pesticidas selecionados e analisados por GC-MS no modo SIM

Pesticidas Classe Grupo Quimico Pureza (%)
Aldrin Inseticida Organoclorado 97,0
Azoxistrobina Fungicida Estrobilurina 99,5
Bifentrina Acaricida/Inseticida Piretréide 97,0
Cialotrina-lambda Inseticida Piretréide 98,2
Cipermetrina Inseticida/Fungicida Piretréide 98,0
Clorpirifés-metilico Acaricida/Inseticida Organofosforado 99,0
Clorotalonil Fungicida Isoftalonitrila 98,0
Clorpirifos-etilico Acaricida/Inseticida Organofosforado 99,0
Deltametrina Formicida/Inseticida Piretroide 97,0
Dicofol Acaricida Organoclorado 98,0
Dieldrin Inseticida Organoclorado 99,0
Dimetoato Acaricida/Inseticida Organofosforado 99,0
Endossulfan-alfa Acar/Inset/Formicida Clorociclodieno 99,0
Endossulfan-beta Acar/Inset/Formicida Clorociclodieno 99,0
Endossulfan-sulfato Acar/Inset/Formicida Clorociclodieno 99,0
Endrin Inseticida Organoclorado 99,5
Fenitrotiona Inseticida/Formicida Organofosforado 97,7
Heptacloro (p.s.) Inseticida Organoclorado 99,7
Heptacloro epéxido (p.i.) Inseticida Organoclorado 99,7
Lindano Inseticida Organoclorado 99,0
Malationa Acaricida/Inseticida Organofosforado 99,5
Parationa-etilica Acaricida/Inseticida Organofosforado 94,0
Permetrina-cis Inseticida/Formicida Piretroide 94,0
Permetrina-trans Inseticida/Formicida Piretroide 94,0
Pirimifés-metilico Inseticida/Formicida Piretroide 99,0
Tetradifona Acaricida Clorodifenilsulfona 99,0

p.i. Padréo interno
p.s. Padrao de substituicao
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3.6 Selecao do Padrao Interno e de Substituicao

Padrao interno e de substituicAo (surrogate) sdo definidos como um
composto ou elemento puro adicionado ao material teste (amostra), onde o
comportamento fisico e quimico deve ser representativo da substancia de
interesse (CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2001).

Os compostos escolhidos para serem utilizados como padrdao interno e
padrdo de substituicdo, deveriam ser pesticidas que tiveram seus usos proibidos
para fins agricolas, deste modo, apresentariam caracteristicas semelhantes aos
demais pesticidas analisados e ndo estariam presentes nas amostras
encaminhadas para analise. Para selecionar o padrdo interno e de substituicao,
injetou-se algumas solucbes de padrdes individuais e selecionou-se 0s que
apresentariam melhor sinal. Os padrdes avaliados foram: metamidofés; 1,3-
difenoxibenzeno; 1,4-diclorobenzeno-d4; nafteno-d8; acenafteno-d10; antraceno-

d10; criseno-d12; pirileno-d12; heptacloro e heptacloro epéxido.

3.7 Preparo das Solucées Analiticas

Para o preparo das solugdes analiticas estoques, efetuou-se o calculo para
determinar a quantidade de cada padrao sélido puro a ser pesado. As solucdes
analiticas estoque foram preparadas individualmente através da dissolucdo dos
respectivos padrdes analiticos apresentados na Tabela 7 nas concentragdes de
1000 mg L™ em tolueno, armazenadas em frasco ambar a temperatura de -18 °C.
A partir destas solucdes estoque, mediu-se 1 mL de cada solucédo, preparando-se
10 mL de cada solugdo nas concentracdes de 100 mg L.

Estas solugdes estoques apresentam estabilidade de cerca de 8 anos,
desde que armazenadas em freezer, e corretamente manipuladas.

Em seguida, preparou-se 100 mL de uma mistura de concentracdo 1,0 mg
L™, contendo todos os pesticidas a serem estudados, chamada de solucdo de
trabalho. Para isso, transferiu-se 1 mL de cada solugéo de concentragédo 100 mg

L' para baldao volumétrico de 100 mL, j& contendo um pequeno volume de
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isooctano/tolueno 9:1 (v/v), sendo, posteriormente, o volume completado com este
mesmo solvente.

Esta solucdo de trabalho foi utilizada para os ensaios de fortificacdo e
também para preparar as solugdes analiticas, através de sua diluicdo, nas
concentracdes de 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 ug L™ (estabilidade
de cerca de 3 meses), para o estudo de linearidade e confecgdo das curvas
analiticas, de cada composto. As solugcbes analiticas foram preparadas em
acetonitrila e nos extratos do trigo, farinha, farelo e pao.

Todas as solucbes analiticas foram armazenadas a — 18 °C, sendo que
antes de serem utilizadas foram retiradas do freezer, deixadas para atingir

temperatura ambiente.

3.8 Parametros de otimizacao do sistema GC-MS

3.8.1 Condicoes Cromatograficas

As condicbes cromatograficas utilizadas nesse estudo foram estabelecidas
de acordo com os estudos desenvolvidos por PRESTES (2006) no Food and
Consumer Product Safety Authority (VWA), Ministério da Agricultura da Holanda.

3.8.2 Avaliacédo do modo de ionizagdo quimica negativa e positiva

O primeiro passo para otimizar o modo de ionizagao, foi avaliar o modo que
apresentaria a maxima sensibilidade, obtendo a melhor resposta para cada
composto. Para isto, preparou-se uma solucdo padrdo contendo todos os
pesticidas em estudo na concentragdo de 100 pg L, e realizou-se a injecéo no
modo full scan, tanto no modo de ionizacdo quimica positiva (PCIl) quanto

negativa (NCI).
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3.8.3 Avaliacéao da voltagem da eletromultiplicadora de elétrons

Avaliou-se trés diferentes voltagens, 1000, 1200, 1400 V, a fim de obter-se a
melhor razdo sinal/ruido. Para isto, preparou-se uma solugdo padrao de
concentragdo 5 pg L' em acetonitrila e realizou-se a injecdo no modo ionizagao

guimica negativa (NCI) e monitoramento do ion seletivo (SIM).

3.8.4 Selecao dos ions

Para selecionar os ions que serdo monitorados no modo SIM, realizou-se a
injecdo de cada composto individualmente no modo full scan, obtendo-se o seu
respectivo espectro de massas. A selecao dos ions foi baseada na escolha de trés
ions de razdo massa/carga >100 ou dois ions de razdo massa/carga >200
(SOBOLEVA et al., 2004).

3.9 Amostras para a etapa de validacao

As amostras utilizadas no processo de validacdo do método multirresiduo,
devem ser amostras isentas de qualquer tipo de residuo de pesticidas que possa
interferir no processo de validacao, pois com esta amostra se preparara as curvas
de calibracao (no extrato da matrix) e se realizara as fortificacées para avaliar o
percentual de recuperacdo do método de extracdo. Este tipo de amostra é
denominado amostra “branco”.

Foram adquiridas amostras de trigo, farinha e farelo, denominados como
produtos organicos e adquiridos em comércio de produtos naturais. Amostras de
trigo foram também adquiridas em supermercado local. Foram adquiridos 1 kg de
cada amostra, sendo que as amostras de trigo foram moidas até se obter um
farelo fino (a granulometria foi aquela conseguida na moagem). Para a farinha e
farelo nao houve esta necessidade. Todas as amostras foram mantidas a -18 °C

até o momento da sua utilizagao.
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3.10 Otimizacado do meétodo QUuEChERS modificado para analise
multirresiduo em graos de trigo

A partir do método QUEChERS modificado, realizou-se testes para avaliar e
obter as melhores condicdes de extracdo dos compostos em estudo. Inicialmente,
partiu-se do método utilizado por PRESTES (2006) que empregou o método
QuEChERS modificado para analise de arroz.

3.10.1 Adicao de agua

De acordo com o método originalmente publicado por ANASTASSIADES et
al., 2003a, amostras com baixo teor de umidade (<80%), necessitam de adi¢do de
agua antes de iniciar-se a etapa de extracdo, com o objetivo de melhorar a
capacidade de extracdo dos compostos, pois formam-se poros, permitindo o
melhor acesso do solvente de extracao.

Deste modo, avaliou-se a adicdo de 10, 15 e 20 mL de agua a cada 10 g de
trigo, farinha, farelo e péo.

3.10.2 Otimizacao do método de extracao

3.10.2.1 Ensaio 1

Para os testes preliminares para avaliar a eficiéncia da extragdo do método,
preparou-se uma mistura de grdos de trigo moido e agua com auxilio de um
mixer, para tornar a amostra 0 mais homogénea possivel. Pesou-se 10,0 £ 0,1 g
desta mistura, diretamente em tubos de polipropileno (capacidade de 50 mL) com
tampa rosqueada. Para a fortificagdo realizada no nivel de 50 ug kg™, adicionou-
se 100 pL da solugdo analitica 1 mg L™, contendo todos os pesticidas a serem

analisados, inclusive o padrao de substituicdo nesta mesma concentragao.
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Adicionou-se, 10 mL de acetonitrila contendo 1% de &acido acético, e
realizou-se agitacdo manual e vigorosa por cerca de 1 min. Em seguida,
acrescentou-se 3,0 g de sulfato de magnésio anidro e 1,7 g de acetato de sodio
anidro. Com a presenca de agua, a adicao do sulfato de magnésio pode promover
a formagéo de um aglomerado de sal ndo solubilizado. Isto pode ser evitado com
a imediata agitacao do tubo por poucos segundos logo apés a adicdo do sal,
assegurando-se assim da completa interagdo entre o extrato liquido e os
reagentes soélidos.

Em seguida, os tubos foram agitados manualmente por 1 min, e
centrifugados a 4000 rpm durante 8 min. Posteriormente, transferiu-se 4 mL do
extrato liquido para outro tubo de polipropileno (capacidade de 15 mL), adicionou-
se 600 mg de sulfato de magnésio anidro e 500 mg de C18, sendo novamente
agitados vigorosa e manualmente por 1 min, e centrifugados como citado
anteriormente. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para frascos de vidro, onde
adicionou-se 20 pL do padrao interno, para posterior analise por GC-MS.

Este procedimento foi realizado utilizando-se uma amostra de trigo "branco”
fortificada na concentragdo de 50 ug kg, que foi comparada a uma solugdo
padrao equivalente de mesma concentracdo (20 ug L), na mesma matriz.

3.10.2.2 Ensaio 2

A partir do método descrito no item 3.8.2, realizou-se alteracées com relacéo
aos sais utilizados, quantidades destes sais e a ndo adicdo de acido acético a
acetonitrila.

Na realizacdo do ensaio 2, manteve-se a adicdo de 1% de &cido acético na
acetonitrila, e além dos 3,0 g de sulfato de magnésio anidro e 1,7 g de acetato de
sédio anidro, adicionou-se mais 1 g de cloreto de sédio. A partir da adicao dos

sais, o procedimento foi igualmente concluido como ja descrito anteriormente.
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3.10.2.3 Ensaio 3

Na realizagdo do ensaio 3, utilizou-se acetonitrila sem a adicdo de 1% de
acido acético, mantendo-se os 3,0 g de sulfato de magnésio anidro e 1,7 g de
acetato de sodio anidro e a adi¢éo de 1 g de cloreto de sédio.

3.10.2.4 Ensaio 4

Na realizagdo do ensaio 4, manteve-se a adigdo de 1% de acido acético em
acetonitrila, e substituiu-se o acetato de sédio por 1,7 g de cloreto de sddio,
mantendo 3,0 g de sulfato de magnésio anidro.

3.10.2.5 Ensaio 5

Na realizacdo do ensaio 5, utilizou-se acetonitrila sem a adigdo de 1% de
acido acético, a adicao de 1,7 g de cloreto de so6dio e 3,0 g de sulfato de

magnésio anidro.

3.10.2.6 Ensaio 6

Na realizacdo do ensaio 6, manteve-se a adicdo de 1% de &cido acético na
acetonitrila, e além dos 3,0 g de sulfato de magnésio anidro e 1,7 g de acetato de
sédio anidro, adicionou-se mais 1 g de citrato de sodio.

A Tabela 8, resume as alteracdes que foram realizadas na etapa de extracéao

para os 6 ensaios realizados com nivel de fortificagdo 50 ug kg™.
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Tabela 8. Ensaios realizados para a otimizacao da etapa de extracao

Ensaio Modificacoes na etapa de extracao

Ensaio 1 10 mL acetonitrila + 1% acido acético + 3,0 g sulfato de magnésio + 1,7 g acetato
de sodio

Ensaio 2 10 mL acetonitrila + 1% acido acético + 3,0 g sulfato de magnésio + 1,7 g acetato
de sédio + 1,0 g cloreto de sédio

Ensaio 3 10 mL acetonitrila + 3,0 g sulfato de magnésio + 1,7 g acetato de sédio + 1,0 g
cloreto de sédio

Ensaio 4 10 mL acetonitrila + 1% acido acético + 3,0 g sulfato de magnésio + 1,7 g cloreto de
sodio

Ensaio 5 10 mL acetonitrila + 3,0 g sulfato de magnésio + 1,7 g cloreto de sddio

Ensaio 6 10 mL acetonitrila + 1% acido acético + 3,0 g sulfato de magnésio + 1,7 g acetato

de sédio + 1,0 g de citrato de s6dio

3.10.3 Otimizacao da etapa de clean up

Para otimizar e etapa de clean up dispersivo, foram realizados testes com
diferentes quantidades de C18. Deste modo, pdde-se avaliar se esta etapa esta
sendo efetiva e se realmente ndo estdo ocorrendo perdas do analito.

Esta avaliagéo foi realizada utilizando-se, 500, 600, 700 e 800 mg de C18
que foram adicionados juntamente com 600 mg de sulfato de magnésio a 4 mL de
extrato.

O Fluxograma no Anexo C, apresenta o processo de otimizacao do método
QUEChERS modificado.

3.11 Analise dos solventes e reagentes pelo método de extracao QUEChERS

modificado

Para avaliar a pureza dos solventes e reagentes utilizados em todo
procedimento, realizou-se a extracdo sem a presengca da amostra, ou seja,
utilizando-se somente acetonitrila e dgua como solventes e todos os demais

reagentes.
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3.12 Avaliacao do efeito matriz para os extratos de trigo, farinha, farelo e pao
nas analises por GC-MS

Para a avaliagdo da existéncia do efeito matriz nos extratos do trigo, farinha,
farelo e pao, nas analises por GC-MS, realizou-se a comparacao entre as areas
obtidas das solu¢des analiticas preparadas em acetonitrila, daquelas obtidas com
solucdes analiticas preparadas no extrato de cada matriz. O calculo foi efetuado
através da Equacéo 5.

EfeitoMatriz% = bmb— bs 100 Equagao 5
s

onde:

bm= inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugbes analiticas de cada
pesticida, preparadas no extrato da matriz (trigo, farinha, farelo e pao);

bs= inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada
pesticida, preparadas em acetonitrila (solvente);

Assim, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal) ou
negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Quando o resultado
for acima de 10% considera-se que o efeito matriz comecga a exercer influéncia
nas analises (ZROSTLIKOVA et al., 2001).

3.13 Validacao do método QUEChERS modificado para analise multirresiduo
em trigo, farinha, farelo e pao

Depois de definidas as melhores condigdes de extracdo e de analise, 0 passo
seqguinte foi realizar a validacdo do procedimento, segundo os parametros que
serao descritos a seguir.
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3.13.1 Determinacgéo da linearidade

As curvas analiticas dos compostos em estudo foram obtidas preparando-se
solucdes analiticas com concentracgdes de 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 20,0; 50,0 e 100,0 ug
L™ para trigo e p&o; e 2,0; 4,0; 8,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 pg L para a farinha
e farelo. Cada solucao padrao foi injetada quatro vezes.

As curvas analiticas foram tracadas gerando as equacgdes de regressao
linear, utilizando o programa Microsoft Office Excel® 2003, o qual forneceu o
coeficiente de determinagdo (r?), a inclinacdo (a) e intercepto (b) das curvas

analiticas.

3.13.2 Determinacéo da estimativa do LOD e LOQ, do instrumento e do método

A partir da avaliacdo dos dados de linearidade das curvas analiticas, de cada
um dos pesticidas estudados, procedeu-se a determinacédo da estimativa do LOD
do instrumento (LOD;) e do método (LOD,), bem como do LOQ do instrumento
(LOQ)) e do método (LOQn) (VERWAAL & HIEMSTRA, 1997; THOMPSON et al.,
2002).

A partir, das areas e dos valores de RSD%, de cada composto presente nas
sete solucdes analiticas estudadas, aplicando-se a Equacdo 3, obteve-se a
estimativa do LOD;, em pg L.

LOD; (ug L") =3 xRSD x C Equacéo 3
onde:
RSD: Desvio padrao relativo das areas obtidas;
C: Concentracao da solucéo analitica.

Multiplicando-se o valor estimado do LOD; pelo fator obtido para o método
de extracao (fator = 2,5 para trigo, farinha e farelo e 2,0 para o pao), obtém-se a
estimativa do LODy,, em pg kg'. O célculo da determinagéo dos fatores, para cada

método de extracado, encontram-se no Anexo B.
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A partir do LOD;, aplicando-se a Equacgéao 4, obtém-se o LOQ..
LOQ (ug L") = LOD; x 3,33 Equacéo 4

Multiplicando-se o LOQ;, pelos fatores de cada método de extracdo, obtém-
se 0 LOQn, estimado calculado. Entretanto, considera-se o valor verdadeiro do
LOQm (em pg kg™'), como sendo a menor concentracdo que, ao ser fortificada na
matriz, apresentar recuperagdes entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a
20%.

3.1.3 Ensaios de fortificacdo para avaliacdo da exatidao e precisédo (repetitividade

e precisao intermediaria)

Para avaliar a exatidao, utilizou-se ensaios de fortificacdo, avaliando-se
deste modo a recuperagao dos compostos em estudo. Os ensaios de fortificagéo
foram realizados a partir da solugdo analitica de concentragdo 1 mg L' contendo
todos os pesticidas, em quatro niveis diferentes de concentracao, obtendo-se as
seguintes concentracées nas amostras de trigo, farinha, farelo e pao: 5, 10, 20 e
50 ug kg'. Os volumes da solucdo analitica correspondentes para cada nivel de
fortificacdo foram: 20, 40, 80 e 100 pL, que foram adicionados a cada tubo logo
apods a pesagem das amostras.

O estudo da precisao do procedimento (repetitividade - RSD;) foi realizado
efetuando-se trés injecdes de cada fortificagdo em cada uma das matrizes,
avaliando-se assim, o procedimento de extragdo e andlise dos extratos
fortificados.

Para avaliar a precisdo intermediaria realizou-se o procedimento completo
em dois dias diferentes. Procedeu-se a fortificacdo, extracdo e anadlise das
amostras fortificadas em quatro niveis diferentes de concentragédo, obtendo-se n=

6 (2 extracdes x 3 injecoes cada) para cada nivel de fortificacao.
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3.14 Aplicacao do procedimento em amostras reais

Depois de efetuada a validagdo do método, este foi aplicado em duas
amostras de trigo, nas respectivas amostras de farinha e uma amostra de farelo,
obtidas através do processamento em moinho. As amostras foram coletadas
durante o processamento em dois moinhos diferentes localizados na regido. As
amostras de pao foram obtidas através do preparo em panificadora doméstica
(Britanea) a partir das duas amostras de farinha. A Tabela 9, define como estédo
classificadas as amostras.

Tabela 9. Amostras de trigo, farinha, farelo e pao

Amostragem Tipos de amostras
Coleta 1 Trigo em grao, farinha e pao
Coleta 2 Trigo em gréao, farinha, farelo e péao

3.14.1 Preparo das amostras de pao

O preparo do pao foi realizado em panificadora doméstica. A programacao
de preparo foi de 1 hora, onde durante os primeiros 15 min ocorreu o preparo da
massa com leve aquecimento, enquanto nos préximos 45 min, a temperatura foi
aumentando gradativamente até alcancar 180 °C.

Os ingredientes utilizados para o preparo do pao seguiram receita
recomendada pela marca da panificadora. Para o preparo de um pao de 600 g
utilizou-se:

v 1 copo de agua morna (240 mL);
v 1 colher de cha de margarina;

v" 1 colher de cha de sal;

v" 1 colher de sopa de leite em po;

v 3 copos de farinha branca (240 mL);
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v' 2 colheres de cha de fermento bioldgico seco.
O dnico ingrediente ndo utilizado foi o acucar, devido as possiveis

interferéncias e danos a coluna cromatografica com a elevagao da temperatura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condicoes do sistema GC-MS

Abaixo estdo apresentas as condi¢des utilizadas para o sistema GC-MS,

para andlise dos 24 compostos validados para andlise em amostras de trigo,

farinha, farelo e pao.

Para o cromatégrafo a gas:

Programacdo de temperatura do injetor por vaporizacdo com
temperatura programada (PTV): temperatura inicial de 80 °C (0,1 min),
com incremento de temperatura de 200 °C min™ até 300 °C ;
Programacao da valvula do split do injetor PTV: inicialmente valvula do
split aberta na razéo 1/10, apés 0,1 min valvula do split fechada, e apds

2,0 min valvula do split aberta na razao 1/40);
Volume de injecéo de 2 uL;

Ainjecéo efetuada com o auxilio de amostrador automatico, consistiu
na aspiracao de 1,0 uL de ar, 3,0 uL de solucéo a analisar e 1,0 uL de

ar, com velocidade de injecdo de 0,5 uL s™ ;

Programacao de temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de
80 °C (1,0 min), com incremento de temperatura de 25 °C min™ até 180

°C; e posteriormente de 5 °C min™ até 280 °C;
Vaz&o do géas de arraste (hélio) constante em 1,3 mL min™ na coluna;

Tempo total de corrida de 30 min.

Para o espectrdmetro de massas, modo Cl negativo :

Temperatura do transfer line: 250 °C;

Temperatura da fonte de ionizacdo: 230 °C;

Modo de aquisi¢ao SIM,;

Modo de ionizagéao Cl negativo, com metano a pressao de 12 mbar;

Scan time constante de 0,5 s.



71

4.1.1 Avaliacdo do modo de ionizagdo quimica

Para esta avaliacdo, injetou-se uma solugdo padrdo contendo todos os
pesticidas na concentragdo de 100 pg L' em acetonitrila e fez-se aquisicdo no
modo full scan. A Figura 4, apresenta o cromatograma obtido para os dois modos
de ionizacdo, onde pode-se observar que a sensibilidade para todos os
compostos foi muito maior no modo negativo, pois compostos contendo
halogénios ou atomos muito eletronegativos formam &nions muito estaveis,

gerando grupos especificos de fragmentos de alta intensidade.

4.1.2 Avaliagédo da voltagem da eletromultiplicadora de elétrons

Na avaliacao das trés diferentes voltagens, 1000, 1200, 1400 V, do sistema
de deteccdo, observa-se na Figura 5, que a intensidade do sinal aumentou
significativamente com o aumento da voltagem da eletromultiplicadora. No
entanto, mesmo com sinal mais intenso, ndo houve uma melhora muito
significativa na razdo sinal/ruido, como se observa para alguns picos
selecionados, pois com o aumento da voltagem, ocorreu também um aumento do
sinal do ruido. Como a sensibilidade apresentada em 1000 V foi considerada
satisfatoria, apresentando também uma boa razdo sinal/ruido, optou-se pela
utilizacdo desta voltagem, permitindo também, que nao haja um desgaste tao
elevado da eletromultiplicadora de elétrons.
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Figura 4. Cromatograma total obtido por GC-MS de uma solucdao de

concentracdo 100 pg L' em acetonitrila, no modo de ionizacdo quimica
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solucdo de concentracdo 5 ug L™ em acetonitrila
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4.1.3 Selecao dos ions

Os ions selecionados para cada pesticida, que foram os ions monitorados
durante a analise por GC-MS no modo CIl negativo de ionizacdo € modo SIM de
aquisicao, estdo listados na Tabela 10, ordenados de acordo com seus tempos de
retencgao.

Na selecdao dos ions para cada composto, procurou-se selecionar 3 ions
com razdo m/z >100. No entanto, para o composto endossulfan-sulfato
selecionou-se 4 ions, pois este apresenta apenas um ion de razdo m/z >100. Para
o composto lindano e deltametrina, selecionou-se também os quatro ions mais
abundantes, pois dois deles apresentaram razées m/z <100.

Depois da selecao dos ions, dividiu-se os compostos em 9 segmentos, cada
segmento monitora uma quantidade de ions num determinado tempo, pois o
monitoramento de um grande numero de ions em um curto espago de tempo,
diminui a sensibilidade, devido ao pouco tempo para monitorar um grande nimero

de ions.
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Tabela 10. Pesticidas analisados por GC-MS, com seus respectivos tg, ions

monitorados, segmento e time window (min)

Ne Pesticida tz (min) ions monitorados  Segmento time
window

1 Dimetoato 8,06 157+159+158 2

2 Lindano 8,54 71+73+255+253 2 7,0 -9,1

3 Clorotalonil 8,89 266+264+268 2

4 Clorpirifés-metilico 9,78 141+214+212 3

5 Heptacloro * 10,21 266+264+268 3

6 Pirimifés-metil 10,45 141+304+290 3 9,1-10,9

7 Fenitrotiona 10,59 168+141+169 3

8 Malationa 10,77 157+159+172 3

9  Clorpirifés-etilico 10,98 169+214+212 4

10  Aldrin 11,17 237+235+239 4 10,9-12,0

11 Parationa-etilica 11,22 154+169+155 4

12  Dicofol 11,49 250+252+251 4

13  Heptacloro-epoxido™* 12,37 237+235+246 5

14 Endosulfan-alfa 13,35 242+240+244 5

15 Dieldrin 14,18 237+239+235 5 12,0-15,0

16  Endrin 14,85 237+239+240 5

17  Endossulfan-beta 15,21 99+242+240 6

18 Endossulfan-sulfato 16,44 97+386+80+99 6 15,0-17,0

19 Bifentrina 18,13 205+241+206 7 17,0-19,0

20 Tetradifona 19,15 320+318+245 8

21  Cialotrina-lambda 19,99 205+241+243 8 19,0 - 23,0

22 Permetrina-cis 21,50 207+209+171 8

23 Permetrina-trans 21,75 207+209+171 8

24  Cipermetrina 23,38 207+209+171 9

25 Deltametrina 26,39 79+81+137+139 9 23,0 - 30,0

26  Azoxistrobina 26,83 371+356+301 9

* padrao de substituicdo
** padrao interno
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De acordo com a Tabela 10 e a Figura 6, observa-se que houve baixa

resolucao para os compostos aldrin e parationa-etilica, pois possuem tempos de

retencdo muito préximos, ndo possibilitando a separacdo completa destes

compostos. No entanto, através da técnica

de GC-MS operado no modo SIM,

onde somente 0s respectivos ions de cada composto sdo monitorados, pode-se

realizar a separacao destes, possibilitando a sua analise sem interferéncias. A

Figura 7 apresenta um cromatograma obtido no modo SIM de acordo com a

Tabela 10, com uma solucdo padrdo de concentracdo 200 pg L™ preparada no

extrato do trigo, nas condicbes cromatograficas apresentadas no item 4.1, onde

observa-se a boa resolucéo para os demais compostos estudados.
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Figura 6. Cromatograma obtido por GC-MS (NCI) modo full scan, A: modo

full scan; B: selecao do ion 237 para aldrin; C: selecao do ion 154 para

parationa-etilica em extrato da matriz trigo
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4.2 Selecao do padrao interno e de substituicao

O pesticida selecionado como padrao interno foi o heptacloro-epoxido, na
concentragdo de 20 ug L7, e como padrdo de substituicdo (surrogate) foi
selecionado o heptacloro, na concentragdo de 50 pg kg'. Ambos padrdes
apresentaram melhor sinal nas condicbes cromatograficas utilizadas neste estudo
em comparacdo com 0s outros compostos avaliados. O pesticida heptacloro
epoxido apresentou sinal maior em relagdo ao heptacloro, deste modo optou-se
em utilizar o composto heptacloro epdxido como padrao interno, objetivando-se
apenas o monitoramento da andlise cromatografica. Ambos os compostos
apresentaram valores de RSD abaixo de 20% e o padrao de substituicdo, obteve
recuperacoes entre 70 e 120% (SANCO, 2007). Este foi utilizado para monitorar a
analise das amostras reais, permitindo avaliar o percentual de recuperacdo no

processo de extracao das amostras.

4.3 Otimizacao do método de extracao QUEChERS modificado
4.3.1 Adicao de agua

Para avaliar a quantidade de agua a ser utilizada nas amostras, pesou-se 10
g de trigo moido e adicionou-se 10, 15 e 20 mL de agua. Com a adicado de apenas
10 mL, ocorreu uma absorcao muito grande por parte do trigo e do farelo, nao
permitindo uma homogeneizagcao perfeita da amostra. O volume de 15 mL foi
considerado o mais adequado para trigo, farinha e farelo, pois permitiu uma boa
homogeneizacao de toda a amostra com auxilio de um mixer. Para pao, o volume

de 10 mL foi considerado adequado.

4.3.2 Avaliacédo dos procedimentos de extracao

Para avaliar os seis procedimentos de extracao utilizados neste estudo,

utilizou-se uma amostra "branco” de trigo em gréo, fortificada na concentracdo de
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50 ug kg'. Os resultados dos seis ensaios de extracdo descritos no item 3.8,

estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Recuperacoes médias (%) obtidas para os seis ensaios de

extracao

Pesticidas Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6
Lindano 122 116 211 192 56 97
Clorotalonil 80 125 75 167 1 102
Fenitrotiona 70 112 108 141 66 110
Aldrin 72 90 100 105 99 74
Endosulfan alfa 77 95 106 113 75 90
Endosulfan beta 77 102 117 121 67 97
Endosulfan sulfato 57 144 136 144 21 103
Bifentrina 57 79 84 89 72 81
Cialotrina-lambda 67 94 68 110 100
Deltametrina 74 99 58 121 97
Permetrina-cis 49 70 65 82 48 91
Permetrina-trans 55 80 78 93 64 90
Azoxistrobina 78 113,9 116 128 72 107
Cipermetrina-beta 62 95 72 110 2 97
Clorpirifés-metilico 74 105 112 128 63 102
Clorpirifés-etilico 77 97 104 119 75 96
Dicofol 56 63 121 33 82 93
Dimetoato 80 125 99 145 27 107
Malationa 92 115 103 136 3,9 109
Parationa-etilica 77 105 98 123 78 112
Pirimifés-metilico 71 98 99 112 75 111
Dieldrin 89 109 125 130 120 91
Tetradifona 82 98 109 118 92 94
Endrin 77 107 128 124 115 92
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A partir deste teste preliminar, péde-se avaliar quais dos métodos de
extracdo apresentaram as melhores recuperagdes para os compostos em estudo.
Os resultados obtidos para o ensaio 1, apresentaram baixos valores de
recuperacao (< 70%) para grande parte dos compostos. No ensaio 2, onde a
diferenga em relagéo ao ensaio 1, foi a adicdo de mais um sal, o cloreto de sédio,
observou-se que as recuperacées aumentaram para a maioria dos pesticidas,
com boas recuperagdes para quase todos os compostos, pois estdo dentro dos
valores aceitos, conforme descrito na literatura para métodos cromatograficos
aplicados para determinacdo de residuos de pesticidas, as quais devem estar
entre 70 e 120% (SANCO, 2007). Os resultados do ensaio 3, onde a Unica
alteracao foi a ndo adicao de acido acético na acetonitrila, apresentaram alguns
valores de recuperacao muito acima de 120% e também muitos valores abaixo de
70% de recuperacao.

Com relacao aos ensaios 4 e 5, onde empregou-se cloreto de sédio no lugar
do acetato de s6dio, e a adicdo ou nao de acido acético, observa-se que no
ensaio 4 com a adicao de acido na acetonitrila, os valores de recuperacao para a
grande maioria dos compostos, foram muito superiores aos permitidos, no
entanto, no ensaio 5, onde nado houve a adicdo do acido, os valores de
recuperacado foram muito abaixo do esperado. Na avaliagdo do ensaio 6, onde
utilizou-se citrato de sédio, observa-se bons valores de recuperacao para todos os
compostos.

Depois desta avaliagdo preliminar, onde 0s ensaios 2 e 6 apresentaram o0s
melhores resultados, realizou-se um novo ensaio com os niveis de fortificagcdo 10
e 20 ug kg, com ambos os ensaios (2 e 6), deste modo poderia-se avaliar melhor
qual dos dois métodos de extracdo forneceria os melhores valores de
recuperacdo nas diferentes faixas de concentracdo. A Tabela 12, apresenta os
valores de recuperacéo (%) para os niveis de fortificacdo 10 e 20 ug kg™ no trigo,

avaliando-se deste modo, o método de extracéo 2 e 6.
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Tabela 12. Recuperacoes médias (%) obtidas para os niveis de concentracao

10 e 20 pg kg™ no trigo, empregando ensaio 2 e 6

Pesticidas Ensaio 2 Ensaio 6 Ensaio2 Ensaio6 Ensaio 2 Ensaio 6
10pugkg” 10pgkg” 20pgkg”’ 20pgkg” 50pgkg’ 50 pg kg’
Lindano 109 99 102 97 116 97
Clorotalonil 112 106 106 106 125 102
Fenitrotiona 125 112 112 113 112 110
Aldrin 83 70 78 74 90 74
Endosulfan alfa 100 90 95 91 95 90
Endosulfan beta 106 98 100 97 102 97
Endosulfan sulfato 109 100 102 105 144 103
Bifentrina 94 81 87 81 79 81
Cialotrina-lambda 108 98 103 101 94 100
Deltametrina 107 101 91 99 99 97
Permetrina-cis 95 86 94 92 70 91
Permetrina-trans 105 89 94 90 80 90
Azoxistrobina 119 104 112 108 113,9 107
Cipermetrina-beta 106 94 103 99 95 97
Clorpirifos-metilico 114 102 107 103 105 102
Clorpirifés-etilico 111 94 102 96 97 96
Dicofol 104 96 93 98 63 93
Dimetoato 136 115 117 109 125 107
Malationa 125 105 115 109 115 109
Parationa-etilica 121 110 106 116 105 112
Pirimifos-metilico 106 82 118 104 98 111
Dieldrin 105 88 98 92 109 91
Tetradifona 105 91 99 95 98 94
Endrin 103 93 96 93 107 92
Heptacloro (p.s.) 88 80 94 85 95 90
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Observa-se, que ambos os métodos de extracdo, apresentaram valores de
recuperacao satisfatérios para os dois niveis de fortificacdo, no entanto, observa-
se que o método de extracdo 2, apresenta valores de recuperacdo um pouco
maiores que o método de extracao 6, inclusive acima de 120% no nivel de
fortificacdo mais baixo. Deste modo, o0 método de extragdo escolhido, foi o
método 6 que emprega 10 mL de acetonitrila com adicdo de 0,1% de acido
acético, 3 g de sulfato de magnésio, 1,7 g de acetato de s6dio e 1 g de citrato de

sodio.

4.3.3 Avaliacédo da etapa de clean up

Para avaliar a etapa de clean up, realizou-se fortificacdo dos pesticidas na
concentracgdo de 10 ug kg™’ no trigo, onde diferentes quantidades de sorvente C18
foram empregadas, de acordo com o item 3.10.3. Os resultados estao

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Recuperacoes médias (%) obtidas com diferentes quantidades de

C18 na etapa de clean up

Pesticidas 500 mg 600 mg 700 mg 800 mg
Lindano 99 96 91 86
Clorotalonil 106 102 99 88
Fenitrotiona 112 97 104 98
Aldrin 70 60 56 53
Endosulfan alfa 90 84 81 74
Endosulfan beta 98 86 83 81
Endosulfan sulfato 100 96 96 92
Bifentrina 81 72 68 61
Cialotrina-lambda 98 93 91 81
Deltametrina 101 91 81 83

Permetrina-cis 86 74 68 58
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Continuacao da Tabela 13

Permetrina-trans 89
Azoxistrobina 104
Cipermetrina-beta 94
Clorpirifés-metilico 102
Clorpirifos-etilico 94
Dicofol 96
Dimetoato 115
Malationa 105
Parationa-etilica 110
Pirimifés-metilico 81
Dieldrin 88
Tetradifona 91
Endrin 93
Heptacloro (p.s) 80

84
100
89
97
89
88
97
97
102
64
84
85
84
75

71
97
91
90
84
84
79
94

104
75
80
84
79
71

71
95
81
86
78
77
75
94
91
74
76
76
77
67

Observa-se que aumentando a quantidade de C18 adicionado na etapa de

clean up os valores de recuperacdo diminuem. Quantidades de 700 e 800 mg

reduziram os percentuais de recuperacao, apresentando recuperacdes abaixo dos

valores aceitos. A quantidade que apresentou melhor relacéo custo/beneficio, foi a

de 500 mg, embora a quantidade de 600 mg também tenha apresentado bons

resultados, mas deve-se considerar também o custo do material.

A partir dos resultados dos ensaios de extracdo e de clean up, obteve-se o

procedimento de extracao e clean up otimizado, como apresenta a Figura 8.
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10 g de amostra (trigo + agua)

Fortificagbes em 4 niveis Matriz “branco”
5,10, 20 e 50 pg kg
+p.S.

...............................................................................................................................

Extracao

10 mL de acetonitrila
contendo
1% de acido acético

3 g de sulfato de magnésio | Agitagdo manual 10's

Agitacdo manual 1 min

1,7 g de acetato de sodio
1 g de citrato de sédio Agitagio manual 1 min

...............................................................................................................................

Clean up

4 mL de extrato

600 mg de sulfato de magnésio

Agitacdo manual

500 mg de C18 1 min

...............................................................................................................................

Analise por GC-MS

Figura 8. Representacao esquematica do método de extracao e clean up
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4.3.4 Andlise dos solventes e reagentes pelo método de extracdo QUEChERS

modificado

Visando avaliar a pureza dos solventes e reagentes através do método de
extracdo otimizado de acordo com a Figura 8, onde realizou-se a extracdo sem a
presenca da amostra, utilizando-se somente acetonitrila e agua e todos os demais
reagentes. Nao se observou nenhuma contaminagdo, a Figura 9 apresenta o
cromatograma obtido, onde nenhum sinal significativo nos tempos de retencéo

dos compostos estudados foi encontrado.

]

e

Figura 9. Cromatograma total obtido por GC-MS modo Cl negativo para

analise dos solventes e reagentes
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4.3.5 Avaliacdo das amostras para a etapa de validacao

A Figura 10, apresenta os cromatogramas dos extratos “branco” para cada
uma das matrizes em estudo, que foram utilizadas para a constru¢do das curvas
analiticas e os ensaios de fortificagcdes. Em cada uma das matrizes (exceto pao)
constatou-se a presenca de residuos de pesticidas, onde para os compostos
identificados, efetuou-se sua integracdo e obtencao da area, que foi compensada
subtraindo-se os valores de area encontrados para os calculos da curva analitica
e fortificacdes. A Unica matriz que nao apresentou contaminacao de residuos foi 0
pao.

Nos extratos “branco™ foram identificados os seguintes compostos: para o
trigo, constatou-se a presenca de malationa, clorpirifés-metilico e permetrina-cis,
na farinha ocorreu a presenga de fenitrotiona, bifentrina, cialotrina, cipermetrina,
clorpirifés-etilico, pirimifés-metilico e tetradifona e no farelo a presengca de
cipermetrina e clorpirifés-etilico. Embora, tenha-se verificado a presenca de
alguns residuos de pesticidas, as concentracées encontradas foram muito baixas,
de modo que as amostras “branco” puderam ser utilizadas neste estudo, apés a
devida compensacéao dos valores de area encontrados.
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Figura 10. Cromatograma total obtido por GC-MS (NCI) modo SIM, para os

extratos “branco” do trigo (A); farinha (B); farelo (C) e pao (D)
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4.4 Avaliacao do efeito matriz para os extratos de trigo, farinha farelo e pao
nas analises por GC-MS

Efeito matriz € o efeito observado pelo aumento ou decréscimo na resposta
do detector, para um determinado analito, presente no extrato da matriz,
comparado com a resposta do detector para o analito em solvente orgéanico. O
efeito matriz sempre sofre variacbes ao longo do tempo e também varia
dependendo da condicdo do instrumento utilizado, devendo, por isso, ser
constantemente avaliado, tanto na etapa de desenvolvimento do método quanto
na aplicacao deste método nas analises de rotina.

As Figuras 12 a 15 apresentam as variacbes do efeito matriz para cada
amostra em estudo, onde observa-se o consideravel efeito positivo para a grande
maioria dos compostos, e para outros efeito negativo, principalmente para a
matriz do péao.

Varias sao as interpretagdes no comportamento das inclinacées das retas
construidas na matriz, ndo devendo ser ignoradas pelo analista na quantificagao
dos pesticidas. Para isto, solu¢des analiticas preparadas em extratos da matriz
sao essencialmente importantes, quando as amostras sdo complexas.

Assim, com a constatacdo da presenca do efeito matriz nas curvas
analiticas dos pesticidas estudados, confirmou-se a importancia do uso destas
preparadas no extrato da matriz para a quantificacdo de residuos de pesticidas
em extratos de trigo, farinha, farelo e péo, analisados por GC-MS no modo SIM.
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4.5 Validacao do método QUEChERS modificado para analise multirresiduo
em trigo, farinha, farelo e pao

4.5.1 Determinacgéo da linearidade

As curvas analiticas para determinacdo da linearidade foram construidas
com quatro injecdes sucessivas de cada ponto, iniciando da menor para a maior
concentracao, onde utilizou-se a média das areas para a construcao das curvas.

As Tabelas 14, 15, 16 e 17 apresentam os resultados das curvas analiticas
obtidas para o trigo, farinha, farelo e pao respectivamente, cada curva foi
preparada no seu respectivo extrato da matriz.

Analisando as equacdes das curvas analiticas, pode-se concluir que o
modelo é linear e adequado para a grande maioria dos pesticidas em estudo, pois
forneceram coeficientes de determinacao (r?) maiores que 0,99, o que demonstra
que o método fornece resultados diretamente proporcionais a concentragdao do
composto em estudo, dentro da faixa de aplicagéo.

Os pesticidas que apresentaram coeficientes de determinacdo menores que
0,99 foram: bifentrina na matriz farelo, e sete pesticidas na matriz pao, sendo que
para o dimetoato ndo se obteve relagao linear, de modo que nao foi construida a
sua curva analitica em virtude do efeito matriz. Na pratica, as curvas devem ser
definidas por no minimo cinco pontos, que nao incluem o ponto zero
(THOMPSON et al, 2002). Neste estudo, utilizou-se sete pontos para a

construgcao das curvas analiticas.
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Tabela 14. Parametros relativos as curvas analiticas, obtidos para os

pesticidas no extrato do trigo e analisados por GC-MS

Pesticida Intervalo Linear (ug L) r’ Equacdo da curva
Lindano 1,0 - 100,0 0,9957 y = 88495x - 25021
Clorotalonil 1,0-100,0 0,9996 y =321731x - 34737
Fenitrotiona 1,0 - 100,0 0,9999 y = 740975x + 648879
Aldrin 1,0 - 100,0 0,9964 y = 184908x + 502003
Endosulfan alfa 1,0 - 100,0 0,9992 y = 462042x + 483901
Endosulfan beta 1,0-100,0 0,9998 y =501317x + 486261
Endosulfan sulfato 1,0-100,0 0,9999 y = 308266x + 232440
Bifentrina 1,0 - 100,0 0,9992 y = 3E+06x + 4E+06
Cialotrina-lambda 1,0-100,0 0,9999 y = 3E+06x + 3E+06
Deltametrina 1,0-100,0 0,9998 y = 84814x + 16746
Permetrina-cis 1,0-100,0 0,9983 y = 138343x + 33327
Permetrina-trans 1,0-100,0 0,9999 y = 164769x + 144639
Azoxistrobina 1,0 - 100,0 1,0000 y = 597768x + 259695
Cipermetrina-beta 1,0-100,0 0,9998 y = 2E+06x + 3E+06
Clorpirifos-metilico 1,0 - 100,0 0,9990 y = 2E+06x + 2E+06
Clorpirifos-etilico 1,0 - 100,0 0,9993 y = 1TE+06x + 2E+06
Dicofol 1,0 - 100,0 0,9996 y = 672708x - 36292
Dimetoato 1,0 - 100,0 0,9994 y = 385101x + 548171
Malationa 1,0 - 100,0 0,9997 y = 690617x + 595137
Parationa-etilica 1,0 - 100,0 1,0000 y = 745914x + 473852
Pirimifés-metilico 1,0 - 100,0 1,0000 y = 48604x + 26324
Dieldrin 1,0 - 100,0 0,9992 y = 232781x + 266223
Tetradifona 1,0 - 100,0 0,9997 y = 5E+06x + 5E+06
Endrin 1,0 - 100,0 0,9991 y = 112804x + 180840
Heptacloro (p.s.) 1,0-100,0 0,9967 y = 57869x - 26400




Tabela 15. Parametros relativos as curvas analiticas, obtidos para os
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pesticidas no extrato da farinha e analisados por GC-MS

Pesticida Intervalo Linear (ug L) r’ Equacdo da curva
Lindano 2,0 - 200,0 0,9999 y = 694968x + 414757
Clorotalonil 2,0 - 200,0 0,9999 y = 170259x - 309336
Fenitrotiona 2,0 -200,0 0,9998 y =81073x + 31210
Aldrin 2,0 - 200,0 0,9965 y = 68968x + 357266
Endosulfan alfa 2,0 - 200,0 0,9998 y = 273672x + 243728
Endosulfan beta 2,0 -200,0 1,0000 y = 278315x - 18546
Endosulfan sulfato 2,0 -200,0 0,9999 y = 446963x + 329734
Bifentrina 2,0 - 200,0 0,9991 y =415153x + 1E+06
Cialotrina-lambda 2,0 -200,0 1,0000 y = 493317x + 68570
Deltametrina 2,0 -200,0 1,0000 y = 45046x - 8651.7
Permetrina-cis 2,0 -200,0 0,9999 y = 20084x + 1694
Permetrina-trans 2,0 - 200,0 1,0000 y = 20819x - 3350.8
Azoxistrobina 2,0 - 200,0 1,0000 y = 97236x - 83034
Cipermetrina-beta 2,0 -200,0 1,0000 y = 305983x + 376513
Clorpirifos-metilico 2,0 - 200,0 0,9999 y = 503957x + 213542
Clorpirifos-etilico 2,0 - 200,0 0,9993 y = 566369x + 2E+06
Dicofol 2,0 -200,0 1,0000 y = 428633x - 341805
Dimetoato 2,0 - 200,0 1,0000 y = 38415x + 16512
Malationa 2,0 - 200,0 0,9999 y = 160342x + 39428
Parationa-etilica 2,0 - 200,0 0,9999 y = 52275x + 17493
Pirimifés-metilico 2,0 - 200,0 1,0000 y = 21455x - 5629.1
Dieldrin 2,0 -200,0 0,9999 y = 123520x + 44933
Tetradifona 2,0 -200,0 0,9999 y = TE+06x + 595550
Endrin 2,0 - 200,0 0,9998 y = 35227x + 27341
Heptacloro (p.s.) 2,0 -200,0 0,9989 y = 65276x - 34172
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Tabela 16. Parametros relativos as curvas analiticas, obtidos para os

pesticidas no extrato do farelo e analisados por GC-MS

Pesticida Intervalo Linear (ug L) r’ Equacdo da curva
Lindano 2,0 - 200,0 0,9981 y = 525285x + 480829
Clorotalonil 2,0 - 200,0 0,9985 y = 74159x - 214501
Fenitrotiona 2,0 -200,0 0,9987 y = 128301x + 93494
Aldrin 2,0 - 200,0 0,9983 y = 77190x + 281157
Endosulfan alfa 2,0 - 200,0 0,9957 y = 255711x + 440879
Endosulfan beta 2,0 -200,0 0,9993 y = 257484x + 161669
Endosulfan sulfato 2,0 -200,0 0,9999 y = 312608x - 159310
Bifentrina 2,0 - 200,0 0,9896 y = 500725x + 2E+06
Cialotrina-lambda 2,0 -200,0 0,9993 y = 740799x + 169965
Deltametrina 2,0 -200,0 0,9998 y = 38425x - 44935
Permetrina-cis 2,0 - 200,0 0,9971 y = 29793x - 964.39
Permetrina-trans 2,0 -200,0 0,9990 y = 32918x - 12329
Azoxistrobina 2,0 -200,0 0,9997 y = 90807x - 156781
Cipermetrina-beta 2,0 -200,0 0,9993 y = 319987x + 1E+06
Clorpirifos-metilico 2,0 -200,0 0,9970 y = 445940x + 802295
Clorpirifés-etilico 2,0 - 200,0 0,9900 y = 572414x + 2E+06
Dicofol 2,0 -200,0 0,9999 y = 511655x - 223393
Dimetoato 2,0 - 200,0 0,9999 y = 35734x + 48172
Malationa 2,0 -200,0 0,9959 y = 146715x + 265883
Parationa-etilica 2,0 - 200,0 0,9969 y = 118238x + 99553
Pirimifés-metilico 2,0 -200,0 0,9993 y = 23589x - 12052
Dieldrin 2,0 -200,0 0,9979 y = 137716x + 67359
Tetradifona 2,0 -200,0 0,9982 y = 2E+06x + 1E+06
Endrin 2,0 - 200,0 0,9943 y = 52273x - 134051
Heptacloro (p.s.) 2,0 -200,0 0,9999 y = 59639x - 27105
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Tabela 17. Parametros relativos as curvas analiticas, obtidos para os
pesticidas no extrato do pao e analisados por GC-MS

Pesticida Intervalo Linear (ug L) r’ Equacdo da curva
Lindano 1,0 - 100,0 0,9981 y = 313774x + 208982
Clorotalonil 1,0 - 100,0 0,9952 y = 48953x + 5817.5
Fenitrotiona 1,0-100,0 0,9864 y = 72329x + 42067
Aldrin 1,0 - 100,0 0,9982 y = 143218x - 68218
Endosulfan alfa 1,0 - 100,0 0,9988 y = 265150x + 200647
Endosulfan beta 1,0-100,0 0,9983 y =288112x + 306518
Endosulfan sulfato 1,0-100,0 0,9911 y = 433838x + 486547
Bifentrina 1,0 - 100,0 0,9975 y = 563966x + 822957
Cialotrina-lambda 1,0-100,0 0,9936 y = 551385x + 736564
Deltametrina 1,0-100,0 0,9755 y = 18875x + 22004
Permetrina-cis 1,0-100,0 0,9971 y = 10349x + 14048
Permetrina-trans 1,0-100,0 0,9899 y = 14736x + 31974
Azoxistrobina 1,0-100,0 0,9888 y =109167x - 23173
Cipermetrina-beta 1,0-100,0 0,9789 y = 163837x + 390991
Clorpirifos-metilico 1,0 - 100,0 0,9921 y = 306375x + 35078
Clorpirifés-etilico 1,0-100,0 0,9842 y =673192x + 211615
Dicofol 1,0 - 100,0 0,9939 y = 176621x + 41635
Dimetoato 1,0-100,0 - -

Malationa 1,0 - 100,0 0,9767 y = 84900x + 51746
Parationa-etilica 1,0 - 100,0 0,9932 y = 137087x + 110675
Pirimifés-metilico 1,0 - 100,0 0,9933 y = 17958x + 26329
Dieldrin 1,0 - 100,0 0,9955 y = 137389x - 2485.9
Tetradifona 1,0 - 100,0 0,9985 y = 3E+06x + 2E+06
Endrin 1,0 - 100,0 0,9901 y = 51354x + 21601
Heptacloro (p.s.) 1,0-100,0 0,9954 y =113931x + 12021
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4.5.2 Determinacéo da estimativa do LOD e LOQ

A partir das solugdes padrdes utilizadas para avaliar a linearidade, calculou-
se os valores estimados dos LOD;, LOD,, e LOQ; que estao apresentados nas
Tabelas 18 e 19.

Aplicando-se a Equacado 3, obteve-se os valores de LOD; a partir das
solucdes analiticas preparadas no extrato da matriz. Quando a solucao analitica
de menor concentragdo apresentava um valor calculado de LOD,;, esta
concentracdo era considerada a menor concentracao detectavel, para um
determinado pesticida. Uma vez que, estes valores sdo estimados, aplica-se uma
margem de seguranca para o resultado final, ou seja, mesmo que os valores
calculados do LOD;, sejam maiores ou menores que a concentracao da solucéao
analitica, o valor do LOD; sempre sera a concentracao da respectiva solucao.

Multiplicando-se o valor estimado do LOD; pelo fator obtido para o método
de extracao (fator = 2,5 para o trigo, farinha e farelo, e 2,0 para o pao), obteve-se
a estimativa do LODy, em pg kg™'. A partir do LOD;, aplicou-se a Equacao 4, onde
obteve-se o LOQ,;. Para determinacdao da estimativa do LOQ,, considerou-se a
menor concentracdo que, ao ser fortificada na matriz, apresentaria recuperacdes
entre 70 e 120%, com RSD% menor ou igual a 20%.

Para a grande maioria dos compostos, observa-se que o LOQ do método é
de 5 pg kg', pois é o primeiro nivel de fortificacdo que apresentou as
recuperacées entre 70 e 120%. Para o trigo, obteve-se 8 compostos que
apresentaram recuperacbes maiores que 120%: clorotalonil, fenitrotiona,
azoxistrobina, clorpirifés-metilico, dimetoato, malationa, parationa-etilica e
pirimifés-metilico, deste modo, o valor de LOQ foi o proximo nivel de fortificacao,
ou seja a concentracdo de 10 ug kg', que apresentou as recuperagdes
satisfatorias.

Para os extratos da farinha, todos os compostos apresentaram valores de
LOQ de 5 ug kg™, ja os extratos do farelo, cinco compostos apresentaram valores
de LOQ na concentracdo de 10 pg kg'. Para os extratos do pao, obteve-se
valores de LOQ de 20 pg kg’ para endosulfan alfa e beta, clorpirifés-metilico,
dicofol e tetradifona. LOQ de 50 pg kg™ obtiveram os compostos permetrina-cis e

trans. Para dimetoato e bifentrina, nao foi possivel estimar seus valores de LOQ,
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pois os 4 niveis de fortificacdo apresentaram valores de recuperacées fora da
faixa de 70 a 120%.

Tabela 18. Valores calculados para o LOD e LOQ, do instrumento e do
método, nos extratos do trigo e farinha para os pesticidas analisados por
GC-MS

Trigo Farinha
Pesticidas LOD; LOD,, LOQ; LOQ, | LOD; LoD, LOQ; LOQ;
Lindano 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Clorotalonil 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Fenitrotiona 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Aldrin 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Endosulfan alfa 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Endosulfan beta 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Endosulfan sulfato 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Bifentrina 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Cialotrina-lambda 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Deltametrina 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Permetrina-cis 1,0 2,5 3,3 50 2,0 5,0 6,6 5,0
Permetrina-trans 1,0 2,5 3,3 50 2,0 5,0 6,6 5,0
Azoxistrobina 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Cipermetrina-beta 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Clorpirifés-metilico 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Clorpirifés-etilico 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Dicofol 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Dimetoato 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Malationa 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Parationa-etilica 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Pirimifés-metilico 1,0 2,5 3,3 10,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Dieldrin 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Tetradifona 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Endrin 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0
Heptacloro (p.s.) 1,0 2,5 3,3 5,0 2,0 5,0 6,6 5,0

LODi e LOQi= ug L™
LODm e LOQm= pug kg
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Tabela 19. Valores calculados para o LOD e LOQ, do instrumento e do
método, nos extratos do farelo e do pao, para os pesticidas analisados por
GC-MS

Farelo Pao
Pesticidas LOD; LOD, LOQ; LOQ,| LOD; LOD, LOQ; LOQ,

Lindano 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Clorotalonil 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Fenitrotiona 2,0 5,0 6,6 10,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Aldrin 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Endosulfan alfa 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 20,0
Endosulfan beta 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 20,0
Endosulfan sulfato 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Bifentrina 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 -

Cialotrina-lambda 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Deltametrina 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Permetrina-cis 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 50,0
Permetrina-trans 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 50,0
Azoxistrobina 2,0 5,0 6,6 10,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Cipermetrina-beta 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Clorpirifés-metilico 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 20,0
Clorpirifés-etilico 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Dicofol 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 20,0
Dimetoato 2,0 5,0 6,6 10,0 - - - -

Malationa 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Parationa-etilica 2,0 5,0 6,6 10,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Pirimifés-metilico 2,0 5,0 6,6 10,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Dieldrin 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Tetradifona 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 20,0
Endrin 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0
Heptacloro (p.s.) 2,0 5,0 6,6 5,0 1,0 2,0 3,3 5,0

LODi e LOQi= ug L™
LODm e LOQm= pug kg
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4.5.3 Ensaios de fortificacao para avaliacdo da exatidao e precisdo (repetitividade

e precisao intermediaria)

Dentre os critérios estabelecidos para validacdo de métodos analiticos
empregados para analise de residuos de pesticidas em alimentos estdo a faixa
percentual de recuperacao aceita para métodos multirresiduos que deve ser de 70
a 120% (SANCO, 2007), com valor de RSD que nao deve ser superior a 20%.
Assim, estes foram os critérios estabelecidos para esse estudo.

Os resultados da precisdo em termos de repetitividade e precisdo
intermediaria obtidos para a maioria das concentracdes sdo aceitaveis, uma vez
que estao dentro do limite. Os valores estao apresentados nas Tabelas 20 a 27.

Avaliando-se as Tabelas de todas as matrizes estudadas, observa-se que a
matriz que obteve os melhores resultados foi a farinha, pois apresentou 100% do
valores para todas os niveis de fortificacdo, dentro dos critérios estabelecidos
acima. Para o trigo, obteve-se oito compostos que apresentaram recuperacdes
acima de 120% para o nivel de fortificacdo 5 pg kg', para os demais niveis
somente o composto aldrin apresentou recuperacdo abaixo de 70%. A matriz
farelo, apresentou cinco compostos com recuperacdes acima de 120% para o
nivel de fortificacdo 5 ug kg”', um composto também acima do limite no nivel de
fortificacdo 10 ug kg™', um composto acima e um abaixo dos limites no nivel de
fortificagdo 20 pg kg, e no nivel 50 ug kg™, obteve-se dez compostos acima da

faixa de recuperacao de 120% e um composto abaixo de 70% de recuperacao.
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Tabela 20. Médias dos percentuais de recuperacio e RSD% para a

repetitividade, obtidas para a extracao do trigo

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%
Lindano 113 2,9 89 1,9 91 0,4 91 0,3
Clorotalonil 131 3,1 94 3,8 95 1,7 102 1,9
Fenitrotiona 137 1,9 102 6,0 98 0,2 99 2,9
Aldrin 87 19,1 67 0,9 67 1,2 66 1,0
Endosulfan alfa 106 0,9 82 0,7 81 0,9 82 1,1
Endosulfan beta 103 2,7 83 0,6 83 1,4 89 2,0
Endosulfan sulfat. 104 3,9 88 3.4 93 2,0 95 1,5
Bifentrina 94 0,7 75 1,7 73 0,8 76 1,4
Cialotrina-lambda 117 1,2 91 2,1 90 0,6 89 0,6
Deltametrina 114 1,3 90 4,2 88 0,2 85 1,1
Permetrina-cis 119 11,9 75 5,7 71 2,1 70 0,7
Permetrina-trans 102 3,4 78 2,9 75 0,5 75 0,6
Azoxistrobina 125 0,1 96 3,1 93 2,2 92 0,8
Cipermetrina-beta 111 5,5 90 1,7 87 1,4 85 2,0
Clorpirifés-metilico 127 1,3 96 3,5 92 1,7 90 1,8
Clorpirifos-etilico 115 1,8 90 1,5 87 1,3 82 1,6
Dicofol 101 71 83 0,4 82 1,2 85 1,8
Dimetoato 131 5,6 93 4.1 95 4,2 90 2,0
Malationa 138 0,6 100 5,4 90 2,0 83 3,3
Parationa-etilica 122 3,6 98 3.4 93 2,3 91 3,4
Pirimifés-metilico 134 4.4 97 5,7 89 2,8 89 2,0
Dieldrin 105 2,9 79 4,0 81 0,4 83 0,8
Tetradifona 106 3,3 85 3,1 84 1,2 87 0,3
Endrin 109 5,3 80 4,9 81 0,7 83 0,5
Heptacloro (p.s.) 97 2,4 78 1,6 78 0,1 82 1,8
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Tabela 21. Médias dos percentuais de recuperacao e RSD% para a precisao

intermediaria, obtidas para a extracao do trigo

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%

Lindano 108 6,1 92 4,5 95 5,0 96 7,6
Clorotalonil 131 1,0 102 11,5 102 8,7 108 8,0
Fenitrotiona 113 29,6 103 1,0 95 5,4 102 4,4
Aldrin 75 21,3 65 4.4 67 1,4 71 9,1

Endosulfan alfa 96 15,0 84 2,4 84 3,6 88 8,9
Endosulfan beta 87 25,2 86 4,0 81 3,8 94 8,0
Endosulfan sulfat. 101 3,8 94 9,2 94 1,5 101 8,6
Bifentrina 83 18,7 75 0,1 75 3,5 81 9,1

Cialotrina-lambda 109 10,1 92 1,4 92 2,7 94 7,4
Deltametrina 107 8,9 88 3,0 90 2,2 92 10,6
Permetrina-cis 93 29,3 70 9,7 72 2,7 77 12,6
Permetrina-trans 88 21,7 78 0,3 77 4,9 83 12,4
Azoxistrobina 120 6,6 98 2,6 99 8,8 102 14,0
Cipermetrina-beta 102 12,7 92 1,9 91 7,2 92 11,4
Clorpirifés-metilico 111 19,4 96 0,7 93 2,0 96 9,0
Clorpirifos-etilico 100 21,1 90 0,0 90 4,0 90 12,4
Dicofol 99 2,6 88 7,9 87 7,6 89 6,6
Dimetoato 121 11,4 104 13,9 99 6,5 102 15,5
Malationa 124 16,0 102 2,5 95 7,1 98 21,7
Parationa-etilica 109 17,2 105 9,2 93 0,6 95 5,8
Pirimifés-metilico 109 32,1 95 2,5 88 1,3 97 10,8
Dieldrin 99 9,0 82 4,7 83 3,4 88 8,6

Tetradifona 90 24,2 85 0,5 84 0,0 93 9,2

Endrin 96 19,3 82 3,5 81 0,6 88 8,7

Heptacloro (p.s.) 82 25,3 78 1,0 76 3,7 83 2,1
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Tabela 22. Médias dos percentuais de recuperacio e RSD% para a

repetitividade, obtidas para a extracao da farinha

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%
Lindano 105 1,3 95 1,6 99 2,6 97 1,0
Clorotalonil 120 8,5 100 41 100 5,0 101 3,0
Fenitrotiona 101 13,1 93 1,8 111 6,6 110 3,9
Aldrin 81 13,1 78 4,9 73 5,4 73 0,9
Endosulfan alfa 95 1,0 86 0,5 89 1,6 88 1,8
Endosulfan beta 89 4,6 89 0,3 96 1,6 94 1,1
Endosulfan sulfat. 88 5,2 93 2,0 104 3,1 97 2,8
Bifentrina 82 2,6 73 10,4 80 2,1 79 2,1
Cialotrina-lambda 100 2,2 93 0,8 96 2,0 94 1,3
Deltametrina 101 2,8 89 0,9 92 1,1 92 1,6
Permetrina-cis 82 11,2 75 3,5 79 1,0 85 0,8
Permetrina-trans 95 8,6 87 5,9 86 3,1 86 1,1
Azoxistrobina 106 55 99 1,1 100 0,9 98 2,7
Cipermetrina-beta 98 2,3 90 4,5 97 1,8 93 1,6
Clorpirifés-metilico 104 3,3 96 1,5 101 4,2 99 2,6
Clorpirifos-etilico 90 2,8 91 0,9 95 1,7 92 2,5
Dicofol 93 2,5 84 0,3 90 1,9 91 3,0
Dimetoato 117 7,8 97 7,2 103 6,4 104 1,3
Malationa 119 4,0 96 0,9 104 4,2 99 1,1
Parationa-etilica 88 13,0 82 24 106 6,6 103 6,1
Pirimifés-metilico 93 3,0 93 2,6 98 4,0 93 2,2
Dieldrin 100 14,2 85 3,2 91 0,5 87 1,6
Tetradifona 101 0,7 85 1,2 93 2,8 92 0,8
Endrin 93 7,2 82 2,3 90 3,2 89 1,6
Heptacloro (p.s.) 82 7,0 78 1,4 83 3,2 88 2,1
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Tabela 23. Médias dos percentuais de recuperacao e RSD% para a precisao

intermediaria, obtidas para a extracao da farinha

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%

Lindano 98 9,8 92 4.4 95 5,8 95 5,8
Clorotalonil 115 6,0 96 4,8 95 6,4 95 6,4
Fenitrotiona 104 4,5 95 2,6 104 10,6 104 10,6
Aldrin 82 2,3 74 6,9 71 3,5 71 3,5
Endosulfan alfa 93 2,8 85 1,4 86 4,0 86 4,0
Endosulfan beta 91 4,3 88 1,4 92 7,2 92 7,2
Endosulfan sulfat. 89 2,6 93 0,2 99 7,0 99 7,0
Bifentrina 80 3,6 73 0,5 77 4,8 77 4,8
Cialotrina-lambda 96 6,8 90 4,4 93 5,1 93 5,1

Deltametrina 94 10,5 88 1,9 89 4,0 89 4,0
Permetrina-cis 85 4,8 77 3,5 78 1,7 78 1,7
Permetrina-trans 90 7,7 83 6,7 83 4,2 83 4,2
Azoxistrobina 106 0,4 99 0,4 99 2,4 99 2,4
Cipermetrina-beta 91 9,9 88 4,0 93 6,7 93 6,7
Clorpirifés-metilico 105 1,4 97 0,7 96 6,4 96 6,4
Clorpirifos-etilico 91 1,4 90 1,8 93 3,8 93 3,8
Dicofol 96 4,7 86 2,3 89 2,9 89 2,9
Dimetoato 104 17,2 99 2,9 102 1,9 102 1,9
Malationa 101 25,3 89 11,3 99 71 99 71

Parationa-etilica 90 2,7 85 5,9 99 9,6 99 9,6
Pirimifés-metilico 103 14,2 94 0,8 95 4,0 95 4,0
Dieldrin 98 2,5 86 1,8 88 5,6 88 5,6
Tetradifona 98 4,3 86 0,5 91 3,4 91 3,4
Endrin 93 0,6 84 3,4 87 5,3 87 5,3
Heptacloro (p.s.) 83 2,5 79 29 81 3,2 81 3,2
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Tabela 24. Médias dos percentuais de recuperacio e RSD% para a

repetitividade, obtidas para a extracao do farelo

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%

Lindano 117 2,5 88 0,7 99 1,6 104 10,4
Clorotalonil 111 2,9 82 1,7 117 4,2 178 2,3
Fenitrotiona 134 7,5 102 3,2 118 3,4 166 2,9
Aldrin 115 8,2 67 10,1 69 2,4 69 4,2
Endosulfan alfa 97 5,7 79 0,3 83 1,9 87 7,2
Endosulfan beta 95 2,2 82 2,1 90 3,6 91 11,1
Endosulfan sulfat. 108 55 89 0,6 115 3,8 150 0,5
Bifentrina 89 1,2 75 0,7 74 2,4 82 5,0
Cialotrina-lambda 113 0,2 89 1,8 92 2,5 103 5,7
Deltametrina 118 8,4 78 7.1 88 1,4 99 5,6
Permetrina-cis 117 9,2 80 8,5 77 5,3 104 4.4
Permetrina-trans 114 2,8 80 4,8 81 2,7 97 7,0
Azoxistrobina 123 2,9 88 2,8 105 5,4 120 9,4
Cipermetrina-beta 96 1,7 79 0,8 111 3,1 126 1,4
Clorpirifés-metilico 113 1,8 90 1,0 103 2,3 126 2,2
Clorpirifos-etilico 102 1,3 87 1,4 92 2,5 103 6,2
Dicofol 106 0,4 83 1,6 89 2,1 98 0,3
Dimetoato 135 1,6 107 2,7 122 3,6 208 6,5
Malationa 119 5,1 99 2,4 109 2,4 142 1,5
Parationa-etilica 141 0,3 96 5,2 103 2,5 169 1,0
Pirimifés-metilico 126 4,0 93 8,4 98 5,2 112 7,0
Dieldrin 115 15,5 78 3,1 85 1,8 88 4,5
Tetradifona 100 0,3 81 0,0 83 3,2 99 5,2
Endrin 112 11,2 78 4,9 89 3,0 96 1,5
Heptacloro (p.s.) 105 2,2 76 4,2 80 2,7 89 3,1
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Tabela 25. Médias dos percentuais de recuperacao e RSD% para a precisao

intermediaria, obtidas para a extracao do farelo

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%

Lindano 107 21 98 6,9 101 0,4 109 3,3
Clorotalonil 111 15,3 92 2,8 102 8,8 159 6,2
Fenitrotiona 124 12,1 100 2,0 121 2,6 152 7,6
Aldrin 118 9,7 75 54 72 0,9 78 6.4
Endosulfan alfa 99 4,7 88 4,5 87 1,6 96 8,3
Endosulfan beta 109 3,0 92 3,6 94 1,1 95 2,0
Endosulfan sulfat. 98 4,3 99 7.9 110 1,4 146 2,7
Bifentrina 99 4,0 83 6,9 84 6,4 85 2,9
Cialotrina-lambda 115 3,5 98 4.4 88 1,3 100 1,0
Deltametrina 120 3,2 80 1,2 89 0,5 97 1,2
Permetrina-cis 115 1,7 85 2,1 71 4,9 114 7.1

Permetrina-trans 112 6,6 98 8,2 86 3,2 108 9,4
Azoxistrobina 120 1,2 98 7,0 100 1,8 117 1,9
Cipermetrina-beta 99 5,0 89 8,1 115 1,9 121 1,8
Clorpirifés-metilico 103 2,4 95 3,7 107 4,2 120 1,6
Clorpirifos-etilico 99 5,3 95 55 96 1,8 108 3,0
Dicofol 102 6,0 88 55 93 2,7 103 1,9
Dimetoato 125 6,1 122 13,2 121 0,3 188 7,0
Malationa 114 7,6 105 13,3 116 4,0 137 9,7
Parationa-etilica 137 5,6 102 3,9 105 1,4 149 8,4
Pirimifés-metilico 124 5,7 95 2,5 102 2,8 101 6,8
Dieldrin 111 7,1 81 1,7 88 0,5 102 12,6
Tetradifona 99 8,1 101 17,0 86 1,3 115 14,7
Endrin 100 6,0 82 3,6 93 1,5 101 5,2
Heptacloro (p.s.) 108 3,9 81 3,9 87 2,1 98 1,6
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Tabela 26. Médias dos percentuais de recuperacio e RSD% para a

repetitividade, obtidas para a extracao do pao

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%

Lindano 80 3,1 76 6,5 95 2,0 93 2,4
Clorotalonil 110 6,0 78 6,5 99 4,3 122 7,3
Fenitrotiona 74 6,3 62 3,7 100 8,2 119 4,3
Aldrin 73 1,5 51 7,6 58 3,1 58 1,0
Endosulfan alfa 61 2,8 66 1,5 70 6,0 75 1,7
Endosulfan beta 65 10,7 66 8,0 76 7,3 83 3,2
Endosulfan sulfat. 90 2,5 76 6,5 101 6,4 116 6,4
Bifentrina 45 6,7 51 0,5 51 55 61 2,9
Cialotrina-lambda 70 5,0 69 2,3 68 8,4 84 7,7
Deltametrina 71 57 73 11,5 63 10,6 84 10,1
Permetrina-cis 50 24.4 54 8,7 62 11,8 73 1,9
Permetrina-trans 44 5,2 58 4,4 64 5,8 80 5,8
Azoxistrobina 81 3,0 74 7,6 87 17,6 117 4,4
Cipermetrina-beta 80 7,5 64 2,0 65 8,0 92 8,5
Clorpirifés-metilico 68 1,0 67 1,8 91 6,7 102 4,5
Clorpirifos-etilico 119 0,5 90 1,9 73 11,1 84 5,4
Dicofol 55 71 60 0,9 72 4,8 82 3,1
Dimetoato - - - - - - - -

Malationa 85 3,6 75 5,4 96 7,9 116 6,3
Parationa-etilica 85 10,1 75 3,9 90 3,1 104 4,8
Pirimifés-metilico 91 7,5 63 8,2 81 5,1 90 5,7
Dieldrin 74 9,4 78 4,6 69 7,3 78 3,0
Tetradifona 67 4.1 68 2,0 79 6,1 87 4,3
Endrin 78 6,6 68 9,0 71 7,4 85 2,7
Heptacloro (p.s.) 73 7,1 67 1,8 65 8,1 75 1,9
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Tabela 27. Médias dos percentuais de recuperacao e RSD% para a precisao

intermediaria, obtidas para a extracao do pao

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

5 10 20 50
Pesticidas Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%

Lindano 70 9,7 78 2,5 96 4.4 90 7,0
Clorotalonil 100 12,3 72 7,4 95 18,1 114 1,9
Fenitrotiona 65 10,7 66 3,9 95 13,5 111 9,7
Aldrin 75 1,9 54 7,4 60 3,7 62 2,7
Endosulfan alfa 67 10,7 67 2,9 76 12,0 77 4,9
Endosulfan beta 61 5,4 68 4,0 73 5,2 84 3,8
Endosulfan sulfat. 100 9,1 78 0,7 97 6,0 113 4,3
Bifentrina 55 11,5 54 4,6 60 13,1 64 12,7
Cialotrina-lambda 60 10,3 72 2,8 64 5,2 85 3,2
Deltametrina 65 11,1 75 3,2 60 8,8 86 5,9
Permetrina-cis 55 3,3 57 3,1 68 14,4 76 8,2
Permetrina-trans 52 12,8 62 6,8 60 10,8 82 1,4
Azoxistrobina 78 1,8 67 11,3 92 7,7 114 5,4
Cipermetrina-beta 70 8,2 68 8,6 68 0,8 88 2,9
Clorpirifés-metilico 73 9,6 70 4,9 95 8,2 98 3,9
Clorpirifos-etilico 108 8,4 92 3,2 77 14,0 80 8,8
Dicofol 64 6,9 65 7,8 71 2,3 78 11,1
Dimetoato - - - - - - - -
Malationa 93 11,1 77 12,3 94 17,5 112 10,4
Parationa-etilica 88 11,8 76 3,1 85 10,5 100 10,5
Pirimifés-metilico 102 15,9 60 7,7 76 11,6 88 5,3
Dieldrin 85 6,8 72 2,3 66 13,3 74 7,5
Tetradifona 73 10,3 70 11,4 74 9,3 90 5,3
Endrin 83 19,1 72 54 77 8,0 89 4,2
Heptacloro (p.s.) 78 5,8 70 29 63 2,7 77 3,4

Avaliando-se a matriz pao, observa-se que esta apresentou a maior

quantidade de compostos fora dos limites estabelecidos, onde a tendéncia foi de

recuperacgdes abaixo de 70%. No nivel 5 ug kg”', oito compostos apresentaram

recuperacdes abaixo, no nivel de fortificagdo 10 pg kg', obteve-se quinze
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compostos abaixo de 70%, no nivel 20 ug kg, nove compostos estdo também
abaixo do limite e no nivel de fortificagdo 50 ug kg', apenas um composto esta
acima e um abaixo dos limites estabelecidos para a recuperacdo. Estes
resultados se devem principalmente devido a complexidade da matriz que possui
diferente composigdo em relagédo ao trigo, farinha e farelo. Desta forma, verifica-
se que o método desenvolvido ndo € tao eficiente para este tipo de matriz,
necessitando uma otimizacao da etapa de extragédo e clean up mais efetivo, como
por exemplo, a técnica de GPC, ja avaliada anteriormente para este tipo de
amostra (UYGUN et al., 2005). A adicdo de gordura, sal, leite e fermento
aumentam a quantidade de substancias interferentes nos sistema cromatografico,
levando a baixas recuperacées e uma relacdo nao linear nas curvas de
calibragéo.

A Figura 11 apresenta os cromatogramas obtidos para uma solugcédo padrao
de concentracdo 20 pg L preparada no extrato da matriz trigo, e a fortificagao
equivalente, de concentracdo 50 pg kg'. Verifica-se que os sinais sdo
proporcionais, ou seja, que o sinal da fortificacdo equivale realmente ao ponto da
curva analitica, demonstrando os bons resultados de recuperagao ja
demonstrados na Tabela 20.
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Figura 15. Cromatograma total obtido por GC-MS (NCI) modo SIM, para o
padrao preparado na matriz trigo de concentracao 20 ug L' (A) e o nivel de

fortificacdo 50 ug kg™ (B)



4.5.4 Aplicacédo do procedimento em amostras reais

110

Neste estudo aplicou-se o procedimento desenvolvido em duas amostras

reais, conforme ja citado na Tabela 10. Os resultados encontrados para as

analises no trigo, farinha, farelo e pao estdo apresentados na Tabela 28 e 29.

Tabela 28. Concentracdes (ug kg”') de residuos de pesticidas encontrados

nas amostras da coleta 1

Pesticida Trigo Farinha Pao
Fenitrotiona 4,2 (<LOQ) nd
Bifentrina 16,4 29,7 8,4 (<LOQ)
Cipermetrina beta 4,5 (<LOQ) nd
Dicofol 6,8 1,2 (<LOD) nd
Pirimifés-metilico 158,8 207,5 88,2

nd: ndo determinado

Tabela 29. Concentracdes (ug kg”) de residuos de pesticidas encontrados

nas amostras da coleta 2

Pesticida Trigo Farinha Farelo Pao
Fenitrotiona 3,3 (<LOQ) 67,4 471,3 26,3
Bifentrina 1,3 (<LOD) 33,4 113,9 10,5 (<LOQ)
Deltametrina nd 16,4 73,3 5,6
Cipermetrina beta 6,4 11,1 19,1 nd
Pirimifés-metilico 12,6 595,6 3575,0 283,3
Clorpirifés-metilico nd 7,7 38,9 2,4 (<LOQ)
Clorpirifos-etilico nd 3,8 (<LOQ) 9,3 nd
Malationa 3,2 (<LOQ) 2,2 (<LOQ) 8,2 nd

nd: ndo determinado

De acordo com os resultados apresentados, observa-se que os pesticidas

encontrados no grao de trigo permanecem em maior concentragdo nas partes
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mais externas e oleosas do grao de trigo (casca e germe, que geram o farelo) e
em menor concentracdo no endosperma, que gera a farinha branca. Isto se deve
principalmente devido aos altos valores de coeficiente de particdo octanol-agua
(Kow) apresentados no Anexo D, para os pesticidas encontrados nas amostras,
uma vez que, quanto maior o valor de Kow, mais lipofilico € o composto, exceto a
malation que possui valor de Kow considerado moderado.

Sabe-se que durante o processo de preparo do pao, podem ocorrer a
formacao de novos compostos, os produtos de degradacao (UYGUN et al., 2005),
entretanto, este trabalho nao objetivou avaliar estes possiveis produtos, e sim,
verificar a diminuicdo da concentragdo que ocorre durante o preparo do pao,
através de volatilizacdo ou possivel agao de microorganismos.

Na coleta 1, observa-se que os pesticidas encontrados se concentraram
cerca de 2 vezes na farinha, apenas o dicofol apresentou reducdo de 82% na
farinha em relagcdo ao gréao. Avaliando-se a diminuigdo da concentracao ocorrida
durante o preparo do pao, apenas para o pirimifés-metilico foi possivel realizar a
quantificacdo, uma vez que a concentracdo encontrada para bifentrina esta
abaixo do LOQ. Para os demais pesticidas encontrados na farinha, constatou-se a
perda total, uma vez que, estes ja apresentavam baixas concentra¢des na farinha.
Para o pesticida bifentrina, observa-se uma reducéo de 71,8% e para o pirimifos-
metilico, uma reducao de 57,5%. Avaliando-se os valores de pressao de vapor
dos dois compostos, onde para bifentrina a pressdo de vapor é 0,024, e para o
pirimifés-metilico 0,002, pode-se explicar os resultados encontrados, pois quanto
maior a pressao de vapor, mais volatil € o composto.

Para a coleta 2, observa-se que o0s pesticidas encontrados, possuem
concentracdes maiores no farelo, bem como na farinha, quando comparados com
as concentragdes encontradas nas amostras da coleta 1. E importante ressaltar
que as amostras adquiridas foram coletadas durante o seu processamento, ou
seja, ndo se tem a garantia de que uma exata quantidade de trigo , gerou a
farinha e o farelo analisados, o que pode explicar as diferentes concentracoes
encontradas nas amostras. Avaliando-se a perda ocorrida durante o preparo do
pao, observa-se que os compostos sofreram perda de 50 a 70%. Estes dados séo
concordantes com a literatura, SHARMA et al. (2005), reportaram percentuais de
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degradacao de 46 a 70% durante o preparo do pao. Enquanto que UYGUN et al.
(2005), observaram degradacao em maiores niveis, de 80 a 90%.

O composto pirimifés-metilico apresentou perda de 52%, entretanto deve-se
considerar também a concentracdo deste pesticida, pois em menores
concentragdes, existe a possibilidade de ocorrer volatilizagdo em maiores niveis,
quando comparada a um composto em concentracées maiores na amostra.

Avaliando-se o0s resultados encontrados, constata-se que nenhuma
concentracado de pesticidas esta acima do LMR estabelecido pela ANVISA, Codex

Alimentarius e Unidao Européia, conforme a Tabela 6, para cada uma das matrizes
avaliadas neste estudo.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o método de
extracdo QUEChERS modificado, empregando clean up dispersivo, reflete suas
vantagens principais: rapidez, simplicidade, confiabilidade, robustez, baixo custo,
baixo consumo de solventes, ndo necessitando de equipamentos e vidrarias
especiais.

O método omite ou substitui muitas etapas analiticas complicadas
empregadas geralmente nos métodos tradicionais, e a etapa de clean up é
simples devido a SPE dispersiva, onde o C18 é misturado diretamente ao extrato
e agitado manualmente. A eficiéncia da etapa de particdo foi otimizada pela
adicdo dos sais acetato de sddio e citrato de sddio, bem como a adicdo de 500
mg de C18 na etapa de clean up. Deste modo, pode-se afirmar que o método
mostrou-se muito eficiente para a ampla faixa de compostos estudados.

O uso de GC-MS com ionizacdo quimica negativa e aquisicao no modo SIM,
proporcionou grande especificidade, precisdo e sensibilidade, de modo que
grande parte dos compostos obtivesse valor de LOQ do método na concentragao
de 5ug kg™

Os parametros avaliados durante a etapa de validagdo foram considerados
satisfatorios para a grande maioria dos compostos, pois estdo de acordo com o0s
valores sugeridos na literatura para a andlise de residuos de pesticidas por
métodos cromatograficos (SANCO, 2007). As curvas analiticas apresentaram
linearidade dentro das suas respectivas faixas de aplicacdo para praticamente
todos os compostos avaliados neste estudo. Os ensaios de fortificagdo também
mostraram que o método pode ser aplicado a diferentes tipos de matrizes, mas
torna-se necessaria a sua validacdo e otimizagdo. As recuperagcbes encontradas
mostraram-se dentro dos critérios de validagdo para a grande maioria dos
compostos, embora os valores de recuperacdo encontrados para pao foram os
menos satisfatérios, pois apresentaram valores de recuperagao abaixo de 70%
para muitos pesticidas.

A avaliagédo do efeito matriz, mostrou que em cada uma das matrizes,
observou-se grande efeito matriz positivo, ou seja, um aumento de sinal, isto

comprova a necessidade de se empregar curvas preparadas no extrato da matriz
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e nao em solvente, pois deste modo, estaria se superestimando as concentracoes
encontradas nas amostras. Embora nédo se tenha encontrado amostras totalmente
isentas de residuos de pesticidas, para utilizagdo como amostra “branco” na etapa
de validacao, efetuou-se a compensacao deste valor. Varias amostras de trigo,
farinha e farelo adquiridas no mercado local foram avaliadas, onde constatou-se a
utilizacdo de uma grande variedade de residuos de pesticidas.

Os residuos de pesticidas encontrados em graos de trigo, concentram-se
preferencialmente no farelo e em menores quantidades na farinha. Isto demonstra
a necessidade de se estabelecer LMRs na legislagdo nacional para estes tipos de
alimentos, com o objetivo de se avaliar a quantidade de pesticidas que entram na
dieta diaria através do consumo destes alimentos processados.

O processo de preparo do pao, demonstrou que ocorreu uma diminui¢cao na
concentracao dos pesticidas encontrados na farinha na faixa de 50 a 70%.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Aumento do numero de pesticidas a serem analisados, bem como a
aplicacdo do método validado para monitoramento dos grdo de trigo, farinha e

farelo comercializados;

Avaliar a concentracdo dos pesticidas em farinha e farelo, obtidas
unicamente e exatamente de uma quantidade de trigo, por exemplo, submeter 10
kg de graos de trigo ao processamento para obter assim as amostras de farinha e

farelo mais representativas;

Otimizagdo do método para analise no pao, bem como avaliar a degradacao
dos pesticidas em amostras de pao preparadas de forma caseira e assado em

forno convencional.
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ANEXO A - Férmula estrutural dos compostos em estudo
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ANEXO B - Calculos do fator de diluicao

10 g trigo + 15 mL 4gua — 25 g

Fator de diluicdo 2,5 para trigo, farelo e farinha

10 gpdo + 10 mL dgua — 20 g

Fator de diluicao 2,0 para pao

ANEXO C - Fluxograma da otimizacao do método de extragcao

Trigo moido 10g

'

Adicdo de agua

VA T

10 mL 15 mL 20 mL

l

Otimizagdo do método de extragdo

l

Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6

l

Otimizacdo da etapa de clean up

l

500mg 600mg 700mg 800 mg

l

Validacao




ANEXO D - Constantes Kow e pressao de vapor
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Pesticidas Kow Pressao de vapor
Cipermetrina 6,6 0,0002
Bifentrina 5,0 0,024
Clorpirifos-etilico 4,7 2,5
Deltametrina 4,6 0,0000124
Dicofol 4,3 0,25
Clorpirifés-metilico 4,24 5,6
Pirimifés-metilico 3,9 0,002
Fenitrotiona 3,32 0,676
Malationa 2,75 0,45




