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RESUMO

DETERMINAGAO DE RESIDUOS DE DITIOCARBAMATOS, EMPREGANDO
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS,
EM ERVA-MATE (ILEX PARAGUARIENSIS) PRODUZIDA NA AMERICA DO SUL

AUTORA: Priscila Dotto Rosa Balbinot
ORIENTADORA: Profe. Dr2. lonara Regina Pizzutti

Os fungicidas da classe dos ditiocarbamatos (DTC) apresentam caracteristicas
particulares relacionadas a alta instabilidade quando em presenca de umidade e
oxigénio, necessitando assim, de preparo especial da amostra a ser trabalhada, bem
como desenvolvimento e validagao de método individual para analise dos compostos
gerados. Neste trabalho, um método individual para determinagdo de DTC em erva-
mate foi miniaturizado e validado, com base na hidrolise acida da amostra em
presenca de cloreto de estanho Il (SnCl2), purificagdo do extrato e posterior analise do
dissulfeto de carbono (CS2) gerado utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MS, do inglés Gas Chromatography—mass
Spectrometry). As condigdes de otimizag&o foram avaliadas através da miniaturizagao
no processo de extracdo das amostras, com base na quantidade de amostra, volume
de solvente extrator e solugdo acida e o tempo de agitagdo durante o banho quente.
Essas condi¢des foram comparadas as ja descritas na literatura. Por se tratar de uma
matriz complexa, foi realizada uma etapa de purificacdo do extrato através do
processo de extracdo em fase sdlida dispersiva (d-SPE, do inglés Dispersive Solid
Phase Extraction) utilizando como sorventes amina primaria e secundaria (PSA, do
inglés, Primary Secundary Amine) e carvao grafitizado (GCB, do inglés Grahitized
Carbon Black) além de sulfato de magnésio (MgSO4) como secante. Para o estudo de
validacdo do método, foram avaliados os seguintes parametros: linearidade, efeito
matriz, limite de detecg¢ao (LOD, do inglés Limit of Detection) e limite de quantificagao
(LOQ, do inglés Limit of Quantification), precisdo e exatidao. Dentro dos resultados
obtidos no estudo de validagéo, o LOD foi estabelecido em 0,05 mg L' CS2, e 0 LOQ
0,1 mg kg' CS2. O coeficiente de determinagdo (r?) obtido através das curvas
analiticas foi r>>0,99. Os resultados obtidos através do estudo de precisdo foram
valores aceitaveis com RSDr<11,2% e RSDpi<19,4% e, assim como as recuperagoes,
na faixa de 71,3 a 118,2%. O efeito matriz calculado foi de -5,1%, estando dentro dos
valores aceitaveis para determinacdo de contaminantes em niveis trago. Os
parametros de validagdo estdo em acordo com descrito no DG-SANTE (2019) e,
portanto, apropriados a determinacdo de DTC em erva-mate. O método validado
mostrou ser mais rapido, simples e barato quando comparado ao método tradicional
descrito na literatura e bastante eficaz para determinacdo de DTC em erva-mate. O
método miniaturizado foi aplicado a 58 amostras produzidas e comercializadas no sul
do Brasil, 3 produzidas no Brasil e exportadas ao Uruguai, e 4 produzidas na Argentina
e comercializadas no Brasil. Das 65 amostras de erva que foram utilizadas para o
estudo de monitoramento, 33,8% com niveis detectaveis de CS2, sendo que, 14%
apresentaram niveis de concentragdo maior que o LOQ.

Palavras-chave: Cromatografia gasosa. Ditiocarbamatos. Erva-mate. Fungicidas.



ABSTRACT

DETERMINATION OF DITHIOCARBAMATES RESIDUES, USING GAS
CHROMATOGRAPHY COUPLED TO MASS SPECTROMETRY, IN YERBA MATE
(ILEX PARAGUARIENSIS) PRODUCED IN SOUTH AMERICA

AUTHOR: Priscila Dotto Rosa Balbinot
ADVISOR: Profe. Dr2. lonara Regina Pizzutti

Dithiocarbamates (DTC) fungicides have characteristics related to high instability when
in the presence of moisture and oxygen, thus requiring special preparation of the
sample to be worked on, as well as the development and validation of an individual
method for analysis of the generated compounds. In this work, an individual method
for the determination of DTC in yerba mate was miniaturized and validated, based on
the acid hydrolysis of the sample in the presence of tin chloride I, purification of the
extract and subsequent analysis of the carbon disulfide (CS2) generated using gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS). The optimization conditions were
evaluated through miniaturization in the sample extraction process, based on the
amount of sample, volume of extracting solvent and acid solution and the stirring time
during the hot bath. These conditions were compared to those already described in the
literature. As it is a complex matrix, an extract purification step was carried out through
the dispersive solid phase extraction (d-SPE) process using primary and secondary
amine (PSA) as sorbents, graphitized carbon (GCB) in addition to magnesium sulfate
(MgSO4) as a drier. For the method validation study, the following parameters were
evaluated: linearity, matrix effect, limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ), precision and accuracy. Within the results obtained in the validation study, the
LOD was established at 0.05 mg L' CS2, and the LOQ at 0.1 mg kg CS2. The
coefficient of determination (r?) obtained through the analytical curves was r? > 0.99.
The results obtained through the precision study were acceptable values with RSDr
<11.2% and RSDpi <19.4% and, as well as the recoveries, in the range of 71.3 to
118.2%. The matrix effect calculated was -5.1%, which is within acceptable values for
determining trace levels of contaminants. The validation parameters are in accordance
with those described in DG-SANTE (2019) and, therefore, suitable for the
determination of DTC in yerba mate. The validated method proved to be faster, simpler,
and cheaper when compared to the traditional method described in the literature and
quite effective for determining DTC in yerba mate. The miniaturized method was
applied to 58 samples produced and sold in southern Brazil, 3 produced in Brazil and
exported to Uruguay, and 4 produced in Argentina and sold in Brazil. Of the 65 herb
samples that were used for the monitoring study, 33.8% had detectable levels of CSa,
and 14% had concentration levels higher than the LOQ.

Keywords: Gas chromatography. Dithiocarbamates. Yerba mate. Fungicides.
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1 INTRODUGAO

Os pesticidas s&o substancias utilizadas com a finalidade de garantir ao
agricultor um aumento na produgdo agricola, mediante ao controle de pragas,
doencgas, plantas e animais indesejaveis, bem como na conservagdo dos produtos
durante a estocagem até a distribuicdo ao consumidor final.

Sem duvidas, os pesticidas sao ferramentas poderosissimas e com grande
capacidade em auxiliar a agricultura, por outro lado, deve-se ter atengdo a forma
correta de utilizacdo dessas substancias evitando sua propagag¢ao ao meio ambiente,
por meio de contaminagéo dos solos, agua e, até mesmo através do ar. Além disso,
deve-se atentar a segurancga alimentar, ndo apenas pela qualidade dos alimentos que
chegam a mesa do consumidor mas, principalmente, através do controle dos residuos
de pesticidas presentes nestes alimentos, para que estes estejam em acordo com o
Limite Maximo de Residuos (LMR) estabelecidos e sua aplicagéo respeite, assim, os
niveis de residuos que nao tragam riscos a saude do consumidor (BRAIBANTE;
ZAPPE, 2012; PERES; MOREIRA, 2003).

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com sua utilizagéo, ou seja, o
organismo alvo, assim sendo, inseticidas, herbicidas, fungicidas, fumigantes,
acaricidas, dentre outros (RIBEIRO et al., 2008).

Na classe dos fungicidas, encontram-se os DTC. Estes s&o compostos
organossulfurados, empregados mundialmente devido a sua eficiéncia no controle de
varios fungos e bactérias, podendo ser aplicado a uma grande variedade de culturas,
baixo custo, baixa toxicidade aguda a mamiferos e ao meio ambiente
(MOZZAQUATRO et al., 2019; VARELI et al., 2018a). No Brasil, atualmente, os cinco
ditiocarbamatos que estao registrados para uso em culturas sdo: mancozebe, metam,
metiram, propinebe e tiram, sendo que, o mancozebe ocupa a terceira posi¢gao no
destaque dos pesticidas mais utilizados no Brasil, atras dos herbicidas 2,4-D e
glifosato (ANVISA, 2019a; IBAMA, 2019).

Esta classe de fungicidas exige cuidados ao manuseio € ao consumo dos
alimentos submetidos a tratamentos com eles, devido a residuos metabdlicos tdxicos,
principalmente a etilenotioureia (ETU), no caso do mancozebe, pertencente a
subclasse dos etilenobisditiocarbamatos (EBDC), o qual apresenta reagdes adversas
a saude humana (BALARDIN, 2017).
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Sao compostos com elevada instabilidade quando em contato com umidade e
oxigénio e, além disso, alguns deles como mancozebe, metiram e propinebe séo
praticamente insoluveis em solventes orgénicos, metam sddico soluvel em metanol e
tiram soluvel na maioria dos solventes organicos. Os DTC sdo também agentes
complexantes. Por essas caracteristicas necessitam de métodos individuais de
analise e, portanto, ndo podem ser determinados por métodos multirresiduais
(BALARDIN, 2017; GRIMALT; DEHOUCK, 2016).

Os métodos para determinagdo de DTC baseiam-se na quantificacdo de CS:2
obtido apds etapa de digestao acida da amostra, e analisado através de GC-MS ou
através de Espectrofotometria UV-Visivel, estas destacam-se por apresentarem boa
detectabilidade para a determinagdo desses compostos (MUJAWAR et al., 2014;
ROSA; MARQUES; PEREZ, 2011; VRYZAS; PAPADAKIS; MOURKIDOU, 2002).

A erva-mate, utilizada como matriz neste estudo, € um produto comercial de
uso bastante popular na América do Sul, que vem ganhando espago no cenario
mundial por suas diversas propriedades que trazem beneficios a saude, como
estimulante, antioxidante, diurético, dentre outros. Devido a isso e ao consequente
aumento na producédo e qualidade do produto final, mesmo que nao se tenham dados
acerca da adicao de pesticidas nessa cultura, faz-se necessario esse estudo, uma vez
que, na literatura, ndo foram encontrados métodos para determinacédo de pesticidas
em erva-mate, sobretudo a classe dos ditiocarbamatos.

Atualmente, a legislagéo brasileira ndo prevé adicdo de pesticidas no cultivo de
erva-mate, porém, como qualquer outra cultura, esta também esta exposta a agentes
que podem danificar a produgéao e trazer prejuizos ao produtor.

Em especial, aqui sera abordado o fungicida tiram da classe dos
ditiocarbamatos, utilizando procedimento miniaturizado para extragdo dos compostos
em erva-mate, com etapa de purificagao dos extratos e analise por GC-MS.

Portanto, o objetivo desde trabalho foi a otimizagcdo do método tradicional de
extragcdo para a matriz estuda e validagdo do método de Cromatografia Gasosa
empregando como detector o Espectrdmetro de Massas para determinagdo de
residuos de ditiocarbamato em 65 amostras comerciais de erva-mate (llex
Paraguariensis) de diferentes tipos (tradicional, artesanal, nativa, blend), produzidas
e comercializadas na América do Sul, nos estados do sul do Brasil (Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Parana), Uruguai e Argentina.



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ERVA-MATE

Erva-mate, llex paraguariensis St. Hil., uma planta originaria da América do sul,
das regides de clima subtropical e temperado, pertencente a familia das
Aquifololeaceas, foi assim classificada pelo naturalista francés Auguste de Saint-
Hilaire (1779-1853), em sua viagem ao Brasil, em meados do século XIX, para estudos
sobre a fauna e a flora local. Ao retornar a Franga, em 1822, Saint-Hilaire registrou
seus estudos no Museu de Historia Natural de Paris. As informacgdes deste estudo,
indicam que o material analisado foi coletado em regides préximas a Curitiba, embora
a expressao ‘paraguariensis” seja referente a regides do Paraguai, onde também
foram encontrados materiais de mesma espécie (FERLA; DA SILVA; JOHANN, 2018;
OLIVEIRA; ROTTA, 1985).

A espécie que, na época, chamou a atenc¢ao do naturalista francés, desde muito
tempo atraia a atengéo de povos indigenas que habitavam a regido que compreende
a Argentina, Paraguai, Uruguai e sul do Brasil. Esses povos consumiam a erva-mate
por acreditar que a planta era rica em propriedades farmacologicas. O habito de beber
a infusdo das folhas de erva-mate permanece até os dias atuais, evoluindo para uma
bebida que representa um modo de socializacdo, tornando-se parte da rotina diaria
de varias sociedades modernas da América do Sul (BRACESCO et al., 2011). Além
do tradicional chimarrdo, a erva-mate é também, matéria-prima para varios outros
produtos que trazem beneficios a saude.

A exploracao da erva-mate foi um dos fatores que motivou o desenvolvimento
de diversas regides do sul do Brasil, como Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, além de Mato Grosso do Sul, sendo que, atualmente, a cultura da erva-mate
destaca a economia de varios municipios da porgao sul, constituindo o principal
produto ndo madeireiro do agronegécio florestal destas regides, representando

importante papel econdmico, social e ecolégico (EMBRAPA, 2019).
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2.1.1 Areas de ocorréncia natural, producao e consumo da erva-mate

A ocorréncia natural da erva-mate no Brasil, abrange uma area que
compreende aos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, e em menor
quantidade, no sul do Mato Grosso do Sul (LION et al., 2017). Além do Brasil, a planta
também é nativa na Argentina, nas provincias de Missiones, Corrientes e Tucuma, ao
longo do Rio Parana e seus afluentes, estendendo-se as regides do Paraguai
(EMBRAPA, 2019; VIEIRA, 2012).

Através de costumes dos povos indigenas, o consumo da erva-mate espalhou-
se pelas varias regides da América do Sul e, a partir de seus costumes o uso da erva-
mate passou a ser difundido tornando-se popular, transformando-se em um vinculo
sdcio-historico, resultando em uma cadeia de producdo e consumo de erva-mate.
(FERLA; DA SILVA; JOHANN, 2018; ROSA; OSORIO SILVA, 2019).

A Resolugao n° 277 de 22 de setembro de 2005, aprova, em seu art. 1° o
“‘Regulamento Técnico para Café, Cevada, Cha, Erva-mate e Produtos Soluveis” no
qual estabelece que a erva-mate, para o consumo na forma de chimarrao ou tereré,
deve ser o produto constituido exclusivamente pelas folhas e ramos de llex
paraguariensis St. Hil, obtido através do processo de secagem e fragmentagcao
destinado ao preparo dessas bebidas, podendo ser adicionado de agucar (ANVISA,
2005).

Porém, o uso da erva-mate ndo se restringe apenas ao consumo na forma de
bebida. Devido as suas propriedades nutricionais e medicinais, torna-se matéria-prima
para uma diversidade de produtos, que vao desde bebidas variadas, produtos
alimenticios, cosméticos, produtos de higiene e farmacéuticos (DALLABRIDA et al.,
2016).

Com a crescente aplicagao na industria, a erva-mate vem alcancando espaco
em diferentes areas de consumo, com produtos diversificados a base dessa matéria-
prima, viabilizando a expansdo e inovagdo do segmento ervateiro, abrangendo
diferentes regides e culturas, variando o publico-alvo e, deste modo, favorecendo o
aumento da lucratividade e da cadeia produtiva ervateira (DALLABRIDA et al., 2016).

Nesse contexto, foi aprovada em 3 de janeiro de 2019 a Lei n® 13.791, que
institui a Politica Nacional da Erva-Mate, a qual, em seus artigos, cita como objetivos
o incentivo a produgao sustentavel, bem como a potencializagao para processamento

de novos produtos, com o propésito de elevar o padrao de qualidade, incentivando e
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apoiando o comércio interno e externo de erva-mate e de seus produtos derivados.
Além disso, visa 0 amparo aos agricultores familiares, pequenos e médios produtores
rurais, através de linhas de crédito e financiamento em conjunto a assisténcia técnica
e extensdo rural. Outro ponto favoravel dessa lei, € 0 apoio a pesquisa e ao
desenvolvimento tecnoldgico, o que favorece as inovagdes nesta area, fortalecendo e
impulsionando a produgéo e consumo da erva-mate (BRASIL, 2019).

Ao comparar, em numeros, a producao de erva-mate nos paises da América
do Sul no ano de 2018, observa-se que a producio, esteve presente, em maior parte
no Brasil com 939.580 toneladas de erva-mate (IBGE, 2018), seguido pela Argentina
com 809 mil toneladas (INYM - INSTITUTO NACIONAL DE LA YERBA MATE, 2018)
e por ultimo, Paraguai com 116.192 toneladas (DGEEC — DIRECCION GENERAL DE
ESTADISTICAS, 2018).

De acordo com dados de 2020 fornecidos pelo IBGE, o Brasil € o maior produtor
de erva-mate, contando com a producgao de 527.546 mil toneladas de erva-mate neste
mesmo ano, sendo o estado do Parana o maior produtor, com 228.382 mil toneladas,
seguido do Rio Grande do Sul, com 214.552 mil toneladas (IBGE, 2020).

Mesmo com o baixo amparo tecnoldgico e a resisténcia dos produtores em
aceitar e adaptar suas culturas a modernizagdo das técnicas de manejo, o que
representa certa barreira ao desenvolvimento dos sistemas de produg¢ao nacional, o
setor ervateiro apresenta mudangas e, ainda que o avango no beneficiamento seja
escasso, gera empregos € novos negocios, trazendo ao setor novos produtores, com
propostas mais inovadoras, adotando técnicas mais modernas € com uma visao bem

mais organizada, visando o mercado internacional (MARONI, 2019).

2.1.2 Composicao fitoquimica da erva-mate

Os beneficios da erva-mate sdo atribuidos a sua composicdo quimica,
propriedades nutritivas, bem como ao processo de produgcdo da erva-mate, o qual
pode influenciar na composicéao final do produto. Por esse motivo, ndo se deve atribuir
0 uso da erva-mate apenas ao consumo do chimarrao pois existe um grande potencial
que, quando bem aplicado, pode se tornar um aliado a saude. Por tanto, essa
complexa composi¢cao quimica pode ser um ponto favoravel a ser explorado.

A utilizagcdo da erva-mate para produgdo de bebidas, cosméticos,

medicamentos entre outros, deve-se as suas propriedades diurética, estimulante do
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sistema nervoso central, antioxidante, antibacteriana além de regular diversas outras
fungdes do organismo humano, como por exemplo, a melhora no processo digestivo
e auxiliar na diminuicdo dos niveis de triglicerideos, colesterol e glicose (COLPO,
2012; QUEIROZ RIBEIRO et al., 2012).

Entre as substancias quimicas presentes na erva-mate estao os acidos graxos,
aminoacidos, carboidratos, flavonoides, metilxantinas, compostos fendlicos e
polifendlicos, proteinas, saponinas, taninos e terpendides. Além de todas essas
classes, ainda estao presentes minerais e vitaminas, como as vitaminas A, B1, B2, B6
e C, e os minerais aluminio, calcio, cobre, ferro, fésforo, magnésio, manganés,
potassio, sodio e zinco (BERTE, 2011; FREITAS et al., 2011).

Dentre todos estes componentes, os que mais ganham destaque por agregar
maior valor e caracteristica aos produtos derivados da erva-mate sao as metilxantinas,
os fendis e polifendis (COLPO, 2012).

As metilxantinas encontradas na erva-mate sdo a cafeina, a teobromina e a
teofilina, esta ultima em menor quantidade (HENRIQUE, 2018). Estas substéncias
conferem a erva-mate propriedades estimulantes, principalmente a cafeina, a qual
possui efeito mais potente (CASTALDELLI et al., 2011; ESMELINDRO et al., 2002).

As metilxantinas agem no sistema nervoso central, sistema cardiovascular,
cardiorrespiratério, digestivo, renal entre outros. Quando em excesso no organismo,
as metilxantinas podem causar reagdes transitorias indesejaveis, como tremores,
agitacdo, insbénia e disturbios gastrointestinais, levando até mesmo a quadros de
ansiedade (COLPO, 2012; FREITAS et al., 2011).

Outra substancia presente na erva-mate é a clorofila, a qual confere
pigmentacéo verde a organismos fotossintéticos.

Essa composicédo fitoquimica confere a matriz em estudo a caracteristica de
matriz complexa, onde a presenga de inumeros compostos tornam-se fatores
interferentes durante a analise de pesticidas, principalmente quando se trabalha com
analise a nivel traco, precisando submeter a amostra em estudo a etapas de
purificacdo de seus extratos, a fim de eliminar ou minimizar o efeito destes
interferentes sob os resultados. A discussao com relagcédo a etapa de purificagcao de
matrizes complexas, bem como os efeitos de interferentes durantes as analises serao

abordadas ao longo deste estudo.
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2.2. PESTICIDAS

Existem inumeras denominagdes os agrotoxicos, pesticidas, defensivos
agricolas, praguicidas, agroquimicos, fitossanitarios, entre outras. Estas substancias,
independente de sua nomenclatura, sao utilizadas com o objetivo de aumentar a
producao através do controle, prevencédo ou eliminagdo de pragas e doengas que
atacam a producgdo agricola, bem como de espécies indesejaveis de plantas ou
animais que possam vir a causar danos seja a producgdo, estocagem, transporte ou
distribuicdo de alimentos, produtos agricolas, madeira, ragdo animal ou que seja
administrado a animais de criagdo na prevengao e controle de ectoparasitas (PERES;
MOREIRA, 2003; SILVA, 2011). O mecanismo de agdo dos pesticidas esta no
bloqueio de processos metabdlicos vitais aos organismos aos quais séo toxicos.

O termo pesticida obedece a dois critérios principais necessarios a sua
classificagdo: organismo alvo e classe quimica a qual pertence. Em relacdo ao
organismo alvo, os pesticidas classificam-se em inseticidas, herbicidas, fumigantes,
algicidas, fungicidas, nematicidas, moluscicidas, acaricidas, além de reguladores de
crescimento, desfoliantes e dissecantes. No que se refere ao grupo quimico, podem
pertencer a classe dos benzimidazdis, bipiridinas, carbamatos, ditiocarbamatos,
fosfonatos, organoclorados, organofosforados, piretroides, triazinas, entre outros
(RIBEIRO et al., 2008).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a orientag&o sobre a
classificagdo recomendada para pesticidas com relagdo ao seu grau de toxicidade,
traz como base de classificagdo a distingdo entre as formas mais e menos perigosas
de pesticidas relacionando a toxicidade do composto com sua formulagdo. Ainda de
acordo com a OMS, esta classificagdo baseia-se na toxicidade aguda por via oral ou
dérmica quanto ao seu poder de causar danos em relagdo a Dose Letal (DLso), que é
uma estimativa da quantidade, em mg de téxico, por kg de peso corporal, necessario
para matar 50% de uma populacdo de animais em teste, em um curto espaco de
tempo (OMS, 2019).

No Brasil, a responsabilidade sobre as orientagdes, classificagéo toxicologica e
precaugdes a saude humana contidas em rotulos e bulas de pesticidas € da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a qual, sob regulamento descrito na
Resolugdo de n°® 296, de 29 de julho de 2019, estabelece que junto aos rétulos e bulas

do produto comercial deve haver uma faixa colorida com a cor da respectiva classe
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toxicolégica junto com frases de perigo e palavras de adverténcia, bem como a forma
correta de uso e manipulacdo do produto. Além disso, recomenda-se também, que
tenham informagdes com relagdo a dose letal de cada classe (ANVISA, 2019b). Na
Tabela 1, estdo representadas as classificagbes toxicologicas conforme o produto
formulado e a respectiva cor, segundo a qual se refere a classificagdo quando

apresentada nas embalagens dos mesmos.

Tabela 1: Classificagdo toxicologica e cor apresentada nos rotulos dos frascos de

pesticidas conforme o produto formulado.

Classificagao Toxicidade
Classe | - Vermelha Extremamente Toxico
Classe Il - Vermelho Altamente Téxico
Classe lll - Amarelo Moderadamente Toxico
Classe Il - Azul Pouco Téxico
Classe IV - Azul Improvavel de causar dano agudo

Nao Classificado - Verde Produto nao classificado
Fonte: ANVISA, 2019.

Conforme o produto formulado, os DTC tem classificagdo toxicolégica Il para
metam-sodico e tiram, e clasificacdo toxicolégica Ill para propinebe, metiram e
mancozebe, de acordo com monografias da ANVISA (ANVISA, 2021; BALARDIN,
2017).

2.2.1 Histéria dos pesticidas

Desde muito tempo o homem procura métodos de controle as pragas que
assolam as produg¢des agricolas. Com o passar dos anos e o0 aumento da producgéo
agricola com consequente aumento populacional, fez-se necessario que o homem
desenvolvesse métodos mais eficazes de prevengédo e combate a essas pragas afim
de melhorar a qualidade de vida, a produtividade e garantir melhores resultados
atendendo assim a demanda populacional.

Os pesticidas comegaram a ser utilizados no Brasil em programas de saude
publica, no combate a vetores e controle de parasitas. A partir de 1960 passaram a
ser utilizados na agricultura (OPAS, 1997; WAICHMAN; EVE; NINA, 2007). O Governo



22

Federal Brasileiro, através do Plano Nacional do Desenvolvimento (PND), em 1975
investiu na implementacado da industria de pesticidas, proporcionando ao Brasil a
abertura ao comércio destes agentes, condicionando o agricultor a compra-los com
recursos do crédito rural, determinando a inclusdo de uma cota definida para cada
financiamento requerido (OPAS, 1997).

A fim de minimizar os riscos associados aos pesticidas, em 1989, o Governo
Federal Brasileiro publicou a lei 7.802, estabelecendo varias condi¢des e critérios para
uso, venda, transporte, importagdo, comercializagédo e rotulagem de pesticidas. Esta
lei também forgou os agricultores a adquirirem uma prescri¢ao para obtengao legal
destes compostos. Esta iniciativa foi ineficaz, devido a fraca aplicagdo e
monitoramento, principalmente em areas mais remotas do Brasil, onde muitos
agricultores tinham como conhecimento, apenas as informagdes contidas nos rétulos,
como dosagens, riscos, toxicidade e cuidados no manuseio (WAICHMAN; EVE; NINA,
2007).

A partir dai, verifica-se uma crescente incorporagcao de novos compostos, cada
vez mais eficazes e seletivos, principalmente devido a resisténcia dos organismos a
esses compostos apds algum tempo de contato, tornando-se menos efetivos e, muitas
vezes, sem atividade alguma sobre o organismo alvo.

Os primeiros DTC foram sintetizados a partir de uma monoamina e CSz,
utilizados com o objetivo de acelerar processos de vulcanizagédo da borracha. Com o
passar dos tempos e avangos quimicos, estes compostos deram origem aos primeiros
fungicidas derivados de DTC, sendo tiram o primeiro a ser patenteado, em 1934 por
Tisdale e Williams, e comercializado pela primeira vez em 1940, apds Muskett e
Colhoun, demosntrarem a eficacia destes compostos para o tratamento de sementes.
Em 1950, apds estudos sobre estes compostos com relagdo a sua estrutura e eficacia
frente as culturas e desenvolvimento de novos compostos, DuPont patenteou o
manebe, do grupos dos EBDC e, ja em 1961, Rohm & Haas, desenvolveu aquele que
se tornaria o DTC mais comercializado mundialmente de todos os EBDC, o
mancozebe (BALARDIN, 2017; MELLO, 2014).

2.2.2 Contaminacgao por pesticidas

O uso indiscrimidado e, muitas vezes, a falta de orientagbes sobre o correto

manuseio destes produtos, bem como a falta de equipamentos de protecao individual
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necessarios a manipulagdo dos pesticidas, resultam em acdes negativas tanto a
saude humana quanto ao meio ambiente. Portanto, ao mesmo tempo que os
pesticidas sado insumos agricolas, sdo também produtos perigosos, exigindo uma
rigorosa regulamentacéo por parte dos orgaos competentes.

Devido a capacidade de alguns pesticidas serem bioacumulaveis, esses se
tornam perigosos a saude humana e ao meio ambiente. Sdo compostos
potencialmente téxicos ao homem, podendo causar problemas hepaticos, problemas
respiratorios graves, cancer, aborto, infertilidade, teratogenicidade, além de
problemas no desenvolvimento intelectual e fisico de criangas, diabetes e disturbios
neurodegenerativos (SAMSIDAR; SIDDIQUEE; SHAARANI, 2018). Os impactos
sobre 0 meio ambiente incluem contaminag&o das aguas, das plantas, do solo, do ar,
além da diminuigcdo no numero de organismos vivos e aumento na resisténcia das
pragas. (MORAES, 2019).

A interacado dos pesticidas com o meio ambiente, como retencéo, transporte e
transformacdo, dependem de suas caracteristicas fisico-quimicas, quantidade e
frequéncia de uso, bem como as condi¢gbes meteoroldgicas, as quais determinaréo o
destino dos pesticidas no meio ambiente. Tem-se, por exemplo, perdas por
volatizacao onde o pesticida é transferido do solo ou da superficie da planta para a
atmosfera, podendo ser transportado a longas distancias sendo, novamente,
depositado nas superficies, contaminando o meio ambiente e afetando outros
organismos (BORSOI et al., 2014).

Quanto aos riscos a saude, deve-se considerar as formas de exposigcao a estes
agentes, que podem ocorrer por inalagdo, contato dérmico ou oral durante
manipulagdo dos pesticidas, neste caso o contato é direto, ou, através do meio
ambiente, onde a contaminacéo se da por meio da dispersao da pulverizagao destes
compostos atingindo a populagao, no caso de contato indireto (OPAS, 1997). Apesar
de toda a populagao ser suscetivel ao contato e contaminacao por pesticidas, cabe
ressaltar que, os grupos mais expostos a estas substéncias sdo os agricultores e
trabalhadores das industrias de pesticidas, pois estdo em contato direto e continuo
durante aplicacdo e manipulacao destes compostos (PERES; MOREIRA, 2003).

De acordo com a Organizagao Pan-Americana da Saude (OPAS/OMS), cerca
de 193 mil pessoas no mundo, perdem a vida todos os anos, em decorréncia de

exposicao a pesticidas e outras substancias quimicas, por isso, é necessario que se
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tenha atuagdo conjunta dos setores da saude, agricultura e meio ambiente no
processo de regulamentacgao dos pesticidas (BOJANIC, 2018).

No Brasil, existem dois programas nacionais de monitoramento de residuos de
pesticidas em alimentos, o Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (PARA), coordenado pela ANVISA, e o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), coordenado
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

De acordo com relatorio divulgado pela ANVISA, em 2019, das 4.616 amostras
analisadas de 14 alimentos de origem vegetal coletadas entre 2017-2018, constatou-
se que em 23% dessas amostras analisadas foram encontrados residuos de
pesticidas acima do LMR, além disso, sob o total de amostras analisadas, foram
pesquisados até 270 ingredientes ativos de pesticidas, onde 122 ingredientes ativos
diferentes foram detectados, dos quais imidacloprido, tebuconazol e carbendazim
apresentaram o maior indice de detecgdo. Do total de ingredientes ativos, 148 nao
foram detectados. Com relacdo aos DTC, foram detectados niveis em culturas onde
0 uso nao é autorizado, como a goiaba, e com concentragdes acima do LMR, como a
beterraba (ANVISA, 2019c).

Na relagdo dos 10 ingredientes ativos mais detectados no Brasil, nos anos de
2017-2018, os DTC ocupam o 5° lugar, e o ingrediente ativo que representa esta
posicdo € o mancozebe, em 3° lugar como fungicida da classe dos DTC mais
comercializado no Brasil e detentor do maior numero de culturas com uso permitido
(ANVISA, 2019c).

2.2.3 Utilizacao de pesticidas nas culturas de erva-mate

A erva-mate, assim com todas as outras culturas, ndo esta livre ao ataque de
pragas e plantas invasoras que possam vir a prejudicar a produtividade, interferindo
na renda do produtor a partir da diminuicdo da lucratividade. O aumento no consumo
da erva-mate faz com que cresga cada vez mais o interesse dos ervateiros pelo uso
dos pesticidas, pois economicamente esta aplicacdo seria viavel, pois reduziria as
perdas devido ao ataque de pragas e outras adversidades do meio (EMBRAPA, 2016;
MARONI, 2019).

Para tanto, deve-se ter o maximo de cuidado no que se refere a aplicacdo de

pesticidas para controle de pragas em erva-mate. Tendo em vista o elevado consumo
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de erva-mate, para que se obtivesse uma aplicagao segura de pesticidas, o uso estaria
condicionado a aplicacao de produtos com baixa toxicidade para homens e animais,
de baixo impacto ambiental e que ao sofrerem reagdes quimicas no meio ambiente
nao gerassem subprodutos toxicos, sem deixar residuos de espécies no produto final,
ou seja, de baixo poder residual (DANIEL, 2009).

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (AGROFIT), até o momento ndo existem
pesticidas registrados para o controle de doencgas, pragas e plantas indesejadas para
a cultura da erva-mate (MAPA, 2019). O AGROFIT é uma ferramenta online, de
consulta publica, composta por um banco de dados contendo informagdes sobre
pesticidas e afins que possuem registro junto ao MAPA, contendo informagdes da
ANVISA e do IBAMA. Esta ferramenta garante ainda ao produtor acesso as
informacgdes corretas quanto ao uso adequado e seguro dos pesticidas, a fim de evitar
0 Uuso incorreto.

Embora o uso de DTC n&o seja autorizado nas culturas de erva-mate e, por
isso, a ANVISA ndo determine LMR para esta cultura, outras culturas tém seu uso
permitido com concentragdes de LMR expresso em termos de mg kg™ de CSz,
variando entre 0,1 e 4,0 mg kg™' em termos de CS2 (ANVISA, 2021).

Apesar de nao terem registros para o uso de pesticidas para as culturas de
erva-mate, alguns produtores utilizam ou ao menos ja utilizaram destes produtos com
0 objetivo de auxiliar no combate a alguns insetos, fungos e plantas indesejadas que
venham a atacar as planta¢des (DANIEL, 2009; MEDRADO; MOSELE, 2004; PAULA
et al., 2018). Por este motivo, os profissionais da area que fazem uso destes produtos,
devem estar cientes de que ao fazer uso de pesticidas € preciso estar em acordo com
a legislacéao vigente, e atentar ao rétulo ou bula do produto, sempre orientados de que
nenhum pesticida devera ser adquirido ou utilizado sem um correto receituario
expedido por agrbnomo responsavel, no qual devem constar orientagdes para 0 uso
correto, especificagdes do produto, doses, e consequéncias do uso indevido (DANIEL,
2009).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), em conjunto com
alguns parceiros, desenvolveu o Sistema Erva 20, um guia com orientagdes aos
produtores de erva-mate, contendo informagdes que contribuem para o aumento e
sustentabilidade dos ervais, a fim de auxiliar os produtores que ainda mantém em suas

praticas de produgao de erva-mate costumes antigos de manejo, ou que nao tenham
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conhecimentos sobre a identificagdo e correto controle de pragas, doencgas e plantas
invasoras. Este sistema ndao é recomendado para o modo de producédo do sistema
extrativo, o qual possui legislagdo propria e, onde a unica interferéncia € a colheita
direto das florestas naturais, realizada pelo homem (EMBRAPA, 2019).

Com relagao as doencas, a pinta-preta € a principal doenga fungica da cultura,
causada pelo fungo Cylindrocladium spathulatum, atacando folhas ja adultas e
provocando sua queda prematura (GRIGOLETTI JUNIOR; AUER; IEDE, 2000). O
controle desta doenca é através da selegao e descarte de mudas doentes além da
coleta das folhas caidas, a fim de evitar a disseminacédo da doenca (EMBRAPA, 2019).

Diferente do Brasil, na Argentina e Paraguai o uso de pesticidas em ervateira é
comum. Na Argentina, por exemplo, 5 pesticidas tem uso autorizado para culturas de
erva-mate, sendo eles, dimetoato, fenazaquin, glifosato, paraquate e oxifluorfeno,
porém nao ha registros para uso de DTC (SEGESSO; TIRADO, 2015; SENASA,
2021).

De acordo com o Relatério de Custos de Produgdo de 2019, elaborado em
conjunto com o Governo Nacional, o Paraguai utiliza quantidades significativas de
pesticidas nas culturas de erva-mate, entre eles os inseticidas imidacloprid,

cipermetrina, abamectina e o glifosato (MAG, 2019).

2.3 DITIOCARBAMATOS

Os DTC sao os fungicidas nao sistémicos mais empregados mundialmente,
devido a sua alta eficiéncia contra um amplo espectro de fungos e bactérias
patogénicas em uma grande variedade de culturas de uso alimentares ou nao
(MOZZAQUATRO et al., 2019; VRYZAS; PAPADAKIS; MOURKIDOU, 2002).

Os DTC tém amplo espectro de atividade biolégica e baixos custos de
producao, porém, residuos destes compostos podem ser encontrados em muitos
alimentos comercializados no mundo todo. De acordo com Relatorio de
Comercializagdo de Agrotéxicos do IBAMA, no Brasil, o mancozebe é o terceiro
pesticida mais comercializado, seguido pelos herbicidas 2,4-D e glifosato, sendo o
fungicida mais utilizado para protegédo contra doencgas fungicas em frutas, legumes e
plantas ornamentais (ANVISA, 2019c; CALDAS et al., 2001; IBAMA, 2019; VARELI et
al., 2018b).
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Os DTC sao compostos derivados do acido ditiocarbamico e, de acordo com
sua estrutura quimica, estdo subdivididos em dimetilditiocarbamatos (DMDC),
etilenobisditiocarbamatos (EBDC), monometilditiocarbamato e
propilenobisditiocarbamato (PBDC), esta classificagao € importante devido a restricao
de alguns paises quanto ao uso dos EBDC devido sua toxicidade (LOPEZ-
FERNANDEZ et al., 2012).

No Brasil, cinco DTC tém registro para aplicagdo em 55 culturas, sendo o
metiram e propinebe para aplicagao foliar, mancozebe para aplicagao foliar e imersao
de frutos no periodo pds-colheita, o tiram para aplicacdo no solo e tratamento de
sementes e 0 metam-sodico para aplicagao no solo (ANVISA, 2019a).

Na Tabela 2, estdo representados os 5 DTC de uso permitido no Brasil, os

subgrupos aos quais pertencem, bem como suas férmulas estruturais.
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Tabela 2: DTC de uso permitido no Brasil, subgrupos e formulas estruturais de cada

um deles.
Ditiocarbamato Subgrupo Formula estrutural
CHANH-C-S, |
' )ﬂné[zny
Mancozebe Etilenobisditiocarbamatos CHE‘”HE"S '
S 5- S 5-
Y Y
[:NH (NH
. , e NH MH
Metiram Etilenobisditiocarbamatos ry | A
S S2ZofNH}| 5. 5
HE 4
Metam-sddico Metilditiocarbamato N
H SNa
: T NH_ S
Propinebe Propilenobisditiocarbamato *5ANH’L' E’ ~Zn”
H, 5
'E:N—c‘f
Tiram Dimetilditiocarbamatos il

Fonte: Adaptado de Balardin, 2017.

2.3.1 Toxicidade

A aplicacdo mundial dos DTC pode ser atribuida ao fato desta classe possuir
baixa toxicidade aguda e curta permanéncia no meio ambiente. Ainda assim, deve-se
ter atencdo ao correto manuseio desta classe de fungicidas devido a presenga de
residuos toxicos, como a etilenotiuréia (ETU), formada a partir da decomposi¢ao
metabodlica dos EBDC, como por exemplo, o mancozebe, podendo levar a
contaminagcdo de mamiferos, outras plantas e organismos quando expostos ao
produto (LEMES et al., 2005).
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Devido a esse metabdlito, os EBDC tém grande importancia neurotoxicoldgica
e embora representem baixo risco de intoxicacéo por via oral, dérmica ou inalatéria, a
exposicdo crénica pode levar a doenga graves (AZEVEDO, 2010). Ratos e
camundongos de laboratério, quando expostos a ETU, apresentaram alteragdes
carcinogénica, teratogénica e mutagénica, além de alteragdes na tiredide, como
hipotireoidismo, hipertrofia da tiredide, interferindo na circulacdo e secrecdo do
horménio tireoestimulante (TSH) (KRUGER, 2009; WHO, 2001).

Animais de laboratério, quando expostos aos DTC, apresentaram ataxia,
hiperatividade seguida de debilidade e perda de tono muscular, além de alguns
animais apresentarem danos hepaticos e renais, efeitos carcinogénicos, mutagénicos
e teratogénicos (CARVALHO; BARBOSA, 2013). Neuropatologias e alteragbes no
sistema reprodutor masculino, podem também estar associadas a exposi¢cado aos DTC

devido a formacao de outro metabdlito, o CS..

2.4 LIMITE MAXIMO DE RESIDUOS (LMR)

Pela legislacdo nacional, o LMR é definido como sendo a quantidade maxima
de residuos de pesticidas aceita legalmente nos alimentos, em decorréncia da
aplicacdo adequada do agrotoxico numa fase especifica, desde de a sua produgéo
até seu consumo, geralmente expressa em mg kg™, ou seja, miligrama de residuo por
quilograma de alimento (MAPA, 2014).

A ANVISA é responsavel por avaliar alteragbes nos LMR permitidos nos
alimentos, considerando que os residuos dos ingredientes ativos possam ser
ingeridos em concentracbes com valores referentes a experimentos de campo,
exigidos para cada cultura, levando em consideragao a ingestao diaria aceitavel (IDA),
ou seja, a quantidade maxima do ingrediente ativo que, quando ingerida diariamente
durante toda a vida, ndo ofereca riscos significativos a saude (GORENSTEIN, 2004).
Geralmente os LMR s&o estabelecidos por concentragées com valores abaixo do que
se espera acarretar danos a saude e sao encontrados nas monografias da ANVISA
(ANVISA, 2019c).

O Comité para Residuos de Pesticidas do Codex Alimentarius, referéncia
mundial em desenvolvimento de regulamentos, normas alimentares e praticas sobre
residuos de pesticidas, juntamente com a Food and Agriculture Organization of the

United Nations (FAO) e a OMS tém o objetivo de determinar os LMR aceitaveis em
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alimentos, estabelecendo regras a segurancga alimentar (PASSOS; DOS REIS, 2013).
Caso estes LMR nao estejam definidos nas monografias da ANVISA, devido a falta
de registros, os valores deverdo ser comparados aos LMR existentes no Codex
Alimentarius, assim como 0s paises que nao possuem sistemas de registros de
pesticidas devem adotar os LMR estabelecidos no Codex (GORENSTEIN, 2004).

Estabelecer LMR para pesticidas visa atender aos critérios de protecao a saude
da populagéo, garantindo praticas seguras de comercializagdo de alimentos tanto
regional quanto internacional, estabelecendo a normalizagdo destes limites entre
alguns paises.

Importante lembrar que, os LMR podem ser minimizados ou controlados
respeitando-se o periodo de caréncia, ou seja, o intervalo de seguranga entre a ultima
aplicagao do pesticida e a colheita.

Os LMR para os DTC, sao expressos em mg kg™ de CS2 pois os compostos
pertencentes a classe dos DTC apds a hidrélise acida formam duas moléculas de CS,
(ANVISA, 2020). Porém, cabe aqui ressaltar que, para a cultura da erva-mate, os DTC
nao tem aplicagcéo autorizada e, portanto os 6rgao regulementadores deste parametro

nao estabelecem LMR para tal.

2.5 VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de um método analitico € o processo que vai desde o planejamento
da estratégia analitica contemplando, ao longo do seu desenvolvimento, pardmetros
que garantam aos resultados a obtengcdo da qualidade exigida com confiabilidade,
assegurando assim que, o procedimento utilizado é adequado a finalidade pretendida.
Os parametros de validacao deverao ser definidos, pelo laboratério responsavel por
desenvolver o método, de modo que melhor evidenciem a adequacédo do método ao
uso pretendido (INMETRO, 2020).

Ainda, a critério de validagao afim de confirmar se os métodos sao apropriados
ao uso pretendido, o laboratdrio deve validar métodos criados pelo préprio laboratério,
métodos n&o normalizados, modificagdes em métodos ja normalizados e métodos
normalizados aplicados fora do escopo original (PEREZ, 2010).

No Brasil, os orgéos que regulamentam a validagado de métodos analiticos sao
o Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO) e a ANVISA. Cada 6rgao apresenta

definigdes de validagdo segundo critérios proprios estabelecidos em guias e
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resolucdes. A ANVISA estabelece critérios de acordo com a Resolugido RDC n° 166,
de 24 de julho de 2017 e o INMETRO com o documento DOQ-CGCRE-008 (reviséo
09) de 2020. Por isso, todo método quando validado, devera indicar a agéncia
regulamentadora cujas normas foram seguidas bem como os resultados devidamente
registrados e documentados de modo orgnizado e de facil acesso.

Para as analises de residuos de pesticidas os parametros de validagao sao
seguidos de acordo com o guia da Uni&o Europeia, o DG-SANTE (2019) (EUROPEAN
COMMISSION, 2019). Este guia apresenta procedimentos e critérios bem
estabelecidos para aceitacdo dos parametros analiticos de validagdo para
metodologias que objetivam analise e detereminagéo de residuos de pesticidas em
alimentos (SILVA; FARIA, 2020).

Alguns dos parametros do método analitico avaliados no estudo da validagéo
sao: linearidade, efeito matriz, limite de detecg¢ao e quantificacdo, exatidao e precisao
(PEREZ, 2010).

2.5.1 Linearidade, curva analitica, faixa linear e faixa linear de trabalho

Em um procedimento analitico, linearidade refere-se a capacidade de resposta
do método, de forma linear, a variagao da concentracdo do analito de interesse, em
um determinado intervalo de concentragdo (RIBANI et al., 2004).

Faixa linear, relaciona-se a faixa de concentragao para a qual a resposta do
instrumento é linear a concentragdo do analito em estudo, considerando-se o
comportamento da curva de calibracéo, ja a faixa linear de trabalho, refere-se a faixa
de concentracdo do analito para a qual os resultados obtidos para o método foram
proporcionais a concentragdo do analito (INMETRO, 2020; MAPA, 2011).

A curva analitica esta relacionada a resposta instrumental, por meio de graficos
de calibragao, em fungao das diferentes concentragdes da substancia em estudo e, é
ela que na pratica define a linearidade. As curvas analiticas sdo obtidas de solugéo
padrdao de concentragcdo definida a partir de solugdo padrao de referéncia e
representam o intervalo entre a menor e a maior concentracado do analito de interesse
no qual foi demonstrado que o procedimento possui um nivel aceitavel de preciséo,
exatidao e linearidade (INDRAYANTO, 2018; RIMAYI et al., 2015). Para a construgcéo
da curva analitica, o INMETRO recomenda que sejam analisadas no minimo cinco

niveis de concentragao, em ordem crescente.
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Este parametro pode ser observado a partir da resposta medida pelo
instrumento (y) e a concentragdo do analito em estudo (x), através do coeficiente de
correlagao (r), representado por um grafico de equacgao de regressao linear, conforme
Equacéo 1.

y=ax+b

Onde:

y = resposta medida;

X = concentracio da solucao padrao;

a = coeficiente angular (inclinag&o da reta);

b = coeficiente linear (interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0).

Segundo recomendacgédo da ANVISA e INMETRO o coeficiente de correlagao
(r) deve ser, respectivamente, maior que 0,99 e 0,90, pois quanto mais proximo de 1,0
melhor a linearidade do método, o que significa que menor sera a dispersdo do
conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados (RIBANI et al., 2004).

2.5.2 Efeito Matriz

A presencga de interferentes na amostra junto ao analito de interesse pode
aumentar ou reduzir o sinal, ou seja, pode acentuar ou inibir a deteccdo ou
quantificacdo do analito de interesse comprometendo o resultado. Este parametro
esta relacionado ao estudo da seletividade, uma vez que pode também depender do
fator concentragao (INMETRO, 2020).

De acordo com a discussao proposta por Erney et al., em 1993, no qual foram
analisados organofosforados em leite e manteiga através da GC, os analitos
presentes nas solugdes analiticas, quando preparadas em solvente livre de matriz,
podem ficar adsorvidos nos sitios ativos livres do sistema de inje¢do do GC, levando
a formagao de picos com bandas, caldas e outras alteragdes. Porém, quando o analito
€ injetado junto ao extrato da matriz, apresenta aumento na intensidade do sinal, pois

os componentes da matriz competem com o analito pelos sitios ativos durante o



33

transporte do analito do injetor para o detector, diminuindo, assim, a perda do analito
uma vez que estes sitios ativos ficam menos disponiveis para interacdo com o mesmo.
Portanto, segundo Erney et al. (1993), a presenga do extrato da matriz faz com que
um menor numero de sitios ativos esteja disponivel para interagir com os analitos em
estudo, levando a menores perdas e melhoria nos picos cromatograficos
(ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003; ERNEY et al, 1993;
FUJIYOSHI et al.,, 2016; PINHO et al.,, 2009; SOARES; NETO, 2012) conforme
representado na Figura 1.

Figura 1: Interacao entre os sitios ativos no interior do injetor do cromatégrafo com

analito alvo e os componentes da matriz.
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Fonte: Adaptado de Soares; Neto, 2012.

Varios fatores influenciam o efeito matriz, dos quais se pode destacar, tipo de
matriz; concentragao do pesticida na amostra; tipo de injetor e temperatura do sistema
cromatografico; propriedades fisicas do analito; o numero e tipo de sitios ativos no
insersor e coluna do GC. O efeito matriz pode ser minimizado variando-se um dos
outros fatores, porém, o analito e sua concentracdo ndo podem ser modificados
(ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003; ERNEY et al., 1993; PINHO et
al., 2009).

Portanto, durante a validacdo de métodos para analise de pesticidas, utilizando,

especialmente a GC, o efeito matriz deve ser avaliado para evitar que interferentes
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causem alteracdes na resposta quando o analito esta no extrato da matriz comparado

com a resposta deste mesmo analito presente apenas no solvente organico.

2.5.3 Limite de deteccao e de quantificagao

O LOD de um método é definido como sendo a menor concentragao do analito
de interesse que pode ser detectada pelo método, mas n&o necessariamente
quantificada, nas condi¢gbes experimentais (DE LIMA et al., 2017; INMETRO, 2020),
correspondendo ao padrao de calibragdo de menor concentracdo (EUROPEAN
COMMISSION, 2019).

O LOD pode ser determinado através do método visual, expresso através da
relagc&o sinal/ruido (3:1), processos estatisticos ou aqueles baseados nos parametros
da curva analitica (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004) porém, quando trabalha-
se com niveis muito baixos de concentragao, deve-se estabelecer qual o menor nivel
de concentragcao do analito que pode ser detectada em matriz com confiabilidade pelo
método (EUROPEAN COMMISSION, 2019).

Ja o LOQ, representa a menor concentragao do analito em estudo que pode
ser quantificado, com niveis aceitaveis de exatidao e precisdo (INMETRO, 2020), ou
seja, o menor nivel de concentragéo do analito que foi validada com precisao aceitavel
apods aplicagdo completa do método, atendendo aos critérios de aceitabilidade do
mesmo (EUROPEAN COMMISSION, 2019).

Ainda de acordo com descrito no DG-SANTE (2019), o LOQ do método,
definido a partir do menor nivel de fortificacdo, pode ser quantificado com valores
aceitaveis de exatiddo entre 70-120% e precisdo RSD<20 (EUROPEAN
COMMISSION, 2019).

Quando se realizam medidas em amostras com baixos niveis de concentragao,
o LOD e LOQ sao expressos em unidades de concentragdo, devendo-se atentar para
a identificacdo do menor valor de concentracédo do analito de interesse que podera ser
detectado pelo método (INMETRO, 2020).

2.5.4 Exatidao

A exatiddo de um método representa o grau de proximidade entre os resultados

individuais encontrados em um ensaio e um valor verdadeiro ou um valor de referéncia
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aceito (EUROPEAN COMMISSION, 2019). A exatidao, quando aplicada a uma série
de resultados de ensaios, implica em uma combinacdo de componentes de erros
aleatorios e sistematicos (INMETRO, 2020).

A exatiddo pode ser avaliada através de ensaios de fortificacdo e recuperacao,
com resultado expresso em percentual da resposta da fortificagdo de uma amostra.
Neste caso, a recuperagao de um analito pode ser estimada a partir da fortificacdo de
uma amostra branco com quantidades conhecidas do mesmo, com posterior analise
desta amostra para verificar se o analito foi recuperado apods todas as etapas do
processo de analise.

A fortificacdo destas amostras, com o analito em questido, podem ser feitas em
trés diferentes niveis de concentragcbes dentro da faixa de concentragcdo em que se
esta trabalhando, ou seja, um nivel de concentragcdo menor, um intermediario e outro
maior.

Uma limitacdo deste procedimento € o fato de que o analito adicionado pode
ndo estar necessariamente na mesma forma que a presente na amostra, e deste
modo, a presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilmente detectavel

pode levar a avaliagdes bastante otimistas da recuperagao (INMETRO, 2020).

A recuperacéo é calculada segudo a Equacéo 2:

R%=C, - C, x 100
Cs

Onde:

R% = Percentual de recuperacéo;

C, = Concentracdo do analito na amostra fortificada;

C, = Concentracao do analito na amostra nao fortificada;

C; = Concentracao do analito adicionado a amostra fortificada.

O DG-SANTE (2019) sugere intervalos de recuperacéo entre 70 e 120% para
analise de residuos de pesticidas, com precisdo menor ou igual a 20%, porém, caso

esses valores ndo sejam alcancados devido a complexidade analitica e/ou da
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amostra, valores de recuperacdo mais baixos serao aceitos, ficando entre a faixa de
30 e 140% (EUROPEAN COMMISSION, 2019).

No Brasil, de acordo com o INMETRO, faz-se necessario que os laboratorios
estabelegam critérios referentes aos niveis de concentragdo para aceitagcao da
recuperacao de acordo com documentos orientativos com normas previstas na

legislacao, atendendo a area relativa a pesquisa em andamento (INMETRO, 2020).

2.5.5 Precisao

Precisdo é a estimativa da dispersao dos resultados obtidos de analises
individuais, repetidas de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrodes,
analisadas sob condi¢des definidas. Existem trés formas mais comum para expressar
esta estimativa, repetitividade, precisao intermediaria e da reprodutibilidade, sendo
usualmente expressa pelo desvio padrdo. A precisdo, € um parametro normalmente
utilizado para circunstancias especificas de medigao (INMETRO, 2020).

Dependendo da complexidade da amostra, serdo aceitos valores de desvio
padrao relativo menor ou igual a 20% para metodos empregados para analises a nivel
de tracos ou impurezas (EUROPEAN COMMISSION, 2019). O desvio padréo relativo

(RSD, Relative Standard Deviation), pode ser calculado através Equagao 3.

RSD% =sx 100

Xm
Onde:
s = estimativa do desvio padrao absoluto;

Xm = médias das medidas em replicatas.

A repetitividade (RSDr) representa o grau de concordancia entre resultados de
medicdes sucessivas, de uma mesma amostra, efetuadas sob as mesmas condi¢des
de medicdo. As condicbes de repetitividade incluem: mesmo analista, mesmo
procedimento de medigcdo, mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢des e
mesmo local, com repeticdes em um curto intervalo de tempo (INMETRO, 2020).

A precisao intermediaria (RSDpi) expressa a precisao avaliada sobre uma

mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no



37

mesmo laboratério ou em laboratérios diferentes, com variacdo de algumas
condicdes, tais como: diferentes analistas, diferentes dias de analise e diferentes
equipamentos. A medida da precisao intermediaria representa a variabilidade dos
resultados em um laboratério (INMETRO, 2020).

2.6 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAGCAO DE DITIOCARBAMATOS

Varios métodos para determinacéo de DTC vém sendo desenvolvidos para auxiliar
as andlises em diferentes culturas. Muitos desses métodos estdo baseados na
hidrolise acida, em presengca de SnCl, e quantificagdo do CS, gerado por
Espectroscopia de Absor¢gédo Molecular ou por GC (MUJAWAR et al., 2014; VRYZAS,;
PAPADAKIS; MOURKIDOU, 2002).

O método desenvolvido por Clarke et. al. (1951), € o mais antigo encontrado na
literatura, e pode ser resumido em trés etapas: 1) decomposi¢ao acida dos DTC para
gerar CS,, Il) absorgao do CS, em solugéo alcodlica de KOH, onde ocorre a formagéao
de xanato e, Ill) determinagdo do xanato através da titulagdo com iodo (CLARKE;
HARRY BAUM; HESTER, 1951).

Cullen (1964) propés um método para determinagcdo de CS2 por
espectrofotometria. Este método consiste na determinacdo de complexo cuprico
formado apés liberagdo do CS2 durante hidrélise acida do DTC em SnCl2, empregado
como redutor. O CS2 liberado é complexado em solugdo de acetato cuprico,
dietanolamina e etanol e, posteriormente, analisado em espectrofotdmetro a 435 nm,
com resultados sendo expressos em mg CS2 kg™ de alimento (CALDAS et al., 2001;
CULLEN, 1964).

O método baseado na hidrolise acida dos DTC com HCI em presenca de SnCl, foi
proposto por Keppel, em 1971, no qual ocorre absor¢gdo do CS, em uma solugao
contendo amina com formagao de um complexo analisado por espectrofotometria UV-
Vis. Esse método sofreu modificagdes principalmente em relagéo ao pré-tratamento
da amostra, afim de reduzir o tempo de analise e as dificuldades com o método, por
ser trabalhoso, além da preocupagado com as questdes ambientais, ja que o método
original utiliza acetato de chumbo (KEPPEL, 1971). Outra variagdo no método de

Keppel foi com relagdo a adicdo de um solvente organico, como por exemplo,
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isoctano, o qual forma uma camada onde ocorre a dissolu¢gdo do CS, (CHAWLA et al.,
2019).

A maioria dos métodos para determinacédo do CS, baseia-se na hidrdlise acida de
algum DTC presente na amostra, ja que todos os DTC produzem CS, nenhum dos
métodos até agora estudados permitem a identificagcdo do composto aplicado a cada
cultura, por isso os resultados sdo expressos em mg kg™’ CS, (MOZZAQUATRO et al.,
2019).

De um modo mais pratico, pode-se dizer que, sob condi¢cdes acidas e de alta
temperatura, a partir de um mol de qualquer DTC, ocorre a formagao de dois mols de

CS,, conforme exemplificado na Figura 2, onde a quebra da molécula de tiram leva a

formagao de duas moléculas de CS, (WHO, 1988).

Figura 2: Hidrdlise acida da molécula de tiram formando amina e CS..

H-C - CH
’ N o TN g 2 meio acido
/HN —C—S§ S—C—I NH —_— 2 (CHs)oNH + 2 CS,
\
Hae ~— ! ‘L‘ " CH,
Tiram Amina

A conversao entre a massa de qualquer DTC em CS, pode ser obtida pela

Equagdo 4 (KEPPEL, 1971).

CS,;(9)=_MMp.a. = MM p.a.
2xMMCS, 152g

Onde:
MM = massa molecular;
p.a. = principio ativo da classe dos DTC, como por exemplo, tiram (Figura 2), cuja

massa molecular é 240 g.

Outros métodos foram propostos para determinagéo dos DTC em diversos tipos
de amostras, seja na forma de CS,, quanto de seus outros compostos. Muitos destes

métodos empregando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés
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High Performance Liquid Chromatography), GC-MS, e a Espectrofotometria UV-
Visivel. Apesar da HPLC permitir a determinacao de ditiocarbamatos, a GC-MS e a
espectrofotometria UV-Vis destacam-se por apresentarem melhor detectabilidade
para a determinacdo de DTC (ROSA; MARQUES; PEREZ, 2011).

Na literatura encontram-se alguns registros de estudos realizados utilizando
HPLC com deteccgao ultravioleta (UV) (LEMES et al., 2005), por deteccao de diodos
(DAD) (GARCINUNO; FERNANDEZ-HERNANDO; CAMARA, 2004; LOPEZ-
FERNANDEZ et al., 2012), e por espectrometria de massas (OELLIG; SCHWACK,
2017), espectrofotometria UV-Vis (BERRADA et al., 2010; MOZZAQUATRO et al.,
2019), analises por GC com detector por captura de elétrons (ECD), detector
fotométrico de chama pulsada (PFPD), detector de armadilha de ions (ITD), e com
detector fotométrico de chama (FPD) (MUJAWAR et al., 2014; PIZZUTTI et al., 2017;
SILVA et al.,, 2021), e por espectrometria de massas (CHAWLA et al., 2019;
MUJAWAR et al., 2014; VARELI et al., 2018a; VARGAS et al., 2018).

Um ponto importante a ser levado em consideragdo na determinagédo de DTC
€ com relagcédo a presenca natural de CS, em algumas culturas, como por exemplo,
vegetais pertencentes a familia das Brassicaceae, principalmente a couve-flor e o
repolho que, devido a presenga natural de compostos contendo enxofre, podem gerar
CS,, levando a um resultado falso positivo (ARSLAN et al., 2019). Essa formacao de
CS,, bem como outros compostos volateis contendo enxofre, deve-se a degradagéo
natural de isotiocianatos, derivados da degradacdo enzimatica de glicosinolatos,
substancia presente em plantas dicotiledéneas (PERZ; VAN LISHAUT; SCHWACK,
2000). Outra importante cultura que pode levar a presenga natural de CS2 e outros
compostos volateis de enxofre, € o mamao, pertencente a familia Carica papaya L.,
também devido a degradacgao natural de derivados de glucosinolatos, encontrados em

altos niveis nas sementes do mamao (ABAKERLI et al., 2015).
2.7 PURIFICACAO DE EXTRATOS E PRINCIPAIS SORVENTES

A interferéncia de alguns compostos presentes em matrizes complexas, muitas
vezes, torna-se um problema a ser contornado ao estudo de alguns analitos,
principalmente quando se trabalha com monitoramento de residuos de pesticidas.

Para isso, devem ser usados métodos com procedimentos eficientes, que produzam
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resultados de qualidade e que atendam aos parametros de validacdo estabelecidos
por érgaos regulamentadores (HAN; SAPOZHNIKOVA; LEHOTAY, 2014).

Procedimentos de purificacdo de extratos, devem contornar essa problematica
e garantir melhor confiabilidade aos resultados analiticos. Alguns tipos de purificagéo,
como extragdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction), microextragéo
em fase solida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction), e extracado em fase
sélida dispersiva (d-SPE, do inglés Dispersive Solid Phase Extraction) sao aplicadas
a etapa de preparo de amostras, de modo a garantir a identificagao e quantificagdo do
analitos de interesse de forma exata e precisa (RODRIGUEZ-RAMOS et al., 2020).

A SPE é uma técnica bastante utilizada, em que os analitos contidos na matriz
aquosa sao extraidos, junto aos compostos interferentes, apds passagem por
cartucho contendo sorvente, ou seja, ocorre interagdo entre os compostos da amostra
e uma fase extratora (sorvente), onde os analitos ficam retidos. A fase extratora, é,
geralmente, um cartucho formado por compostos organicos ligados a suportes de
silica que possuem diferentes polaridades, garantindo a seletividade de diferentes
analitos. Nesta técnica, um solvente organico seletivo € utilizado para remogao dos
interferentes, enquanto um outro solvente é utilizado para eluicdo dos analitos de
interesse. A SPE requer varias etapas, como condicionamento dos cartuchos para
ativacao do sorvente, eluicdo da amostra e a eluigcdo de solventes para remoc¢ao de
interferentes e dos analitos dessorvidos aprisionados no cartucho (ALBUQUERQUE,
2019; BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

A SPME é uma técnica rapida e sensivel que se baseia na adsor¢cdo dos
analitos em fibra de silica recoberta por uma camada de sorvente, exposta
diretamente a amostra aquosa, concentrando o analito em sua superficie por particao,
para, posteriormente, serem dessorvidos termicamente ao GC. E, portanto, um
método rapido ndo necessitando de preparo de amostras com uso de solventes,
sendo necessario selecionar o tipo e espessura da fibra, determinar o tempo de
exposic¢ao do analito a mesma, adequando o volume de amostra, tempo e temperatura
de dessorgdo (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001; BORTOLUZZI, 2007).

Na d-SPE utiliza-se, em geral, um ou mais sorventes, com auxilio de
centrifugacgao, para remogao de compostos co-extraidos na fase organica do extrato
de diferentes tipos de matriz complexa, como por exemplo, amostras de origem animal
e vegetal, removendo agucares, lipidios, acidos organicos, proteinas, pigmentos e

residuos de agua (CABRERA et al.,, 2012). Essa técnica envolve duas etapas
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importantes. Primeiro, a homogeneizagao das amostras, com extragao dos compostos
de interesse utilizando solventes adequados e demais etapas de extracdo de acordo
com o método proposto. Apds esta, um pequeno volume do sobrenadante é
transferido para tubo de centrifuga para extracdo e remocéo de interferentes co-
extraidos junto ao extrato de matriz, contendo um ou mais sorventes. O extrato
purificado, € entéo, levado a analise (SCHENCK, 2002).

Varios sorventes podem ser utilizados, sozinhos ou uma combinagdo deles
para purificagao de extratos. Soma-se a combinagao de sorventes, a utilizagao de sais
secantes, como MgSO4 ou Na2S0O4 com a finalidade de remover residuos de agua
presente nos extratos. O MgSO4 mostra-se mais eficiente para remogédo de agua
quando comparado aos outros sais, além de sua hidratagdo ocorrer em temperaturas
entre 40 e 45 °C de aquecimento da amostra na etapa de extragdo, facilitando,
principalmente, a extragdo de compostos apolares (MEIRA, 2015; PRESTES et al.,
2009).

O PSA, atua como trocador aniénico capaz de interagir com outros compostos
por ligagdes de hidrogénio, pois sua estrutura bidentada possui forte efeito quelante
devido a presenga dos grupos amino primaria e secundaria, e por esse motivo, torna-
se eficaz na remogao de compostos polares da matriz, agucares, acidos organicos,
alguns pigmentos e, até mesmo, analitos que possam interferir nos resultados das
analises (CABRERA et al., 2012). Este sorvente tem demonstrado eficacia quando
associado a outros sorventes, como C18 (octadecilsilano) que possui bons resultados
na purificagao de diferentes tipos de amostras com interferentes apolares, em especial
aquelas com alto teor de gordura, como lipidios. Utiliza-se este sorvente em matrizes
aquosas com compostos orgéanicos através da SPE. Além da associagdo com C18,
PSA também tem sido aplicado junto ao GCB, o qual tem eficacia na remocéo de
pigmentos naturais presentes em algumas amostras vegetais e, assim como PSA
possui afinidade para formagao de ligagées de hidrogénio devido as estruturas com
alta polaridade presentes em sua superficie, retendo compostos planares, levando a
baixas recuperagdes para compostos com essas caracteristicas (ANASTASSIADES
et al., 2003; LEHOTAY et al., 2010; LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005;
PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Estudo realizado em maga, uva vinifera, alface, pimentdo, tomate e morango
para determinacédo de DTC através de HPLC-DAD, utilizaou procedimento SPE para

etapa de purificacdo das amostras, utilizando como sorventes silica, Florisil, Envi-Carb
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[I/PSA e d-SPE com PSA e MgSOs4. Os extratos purificados com Envi-Carb [I/PSA
baixas recuperagoes, indicando que neste sorvente ocorre a retengdo do fungicida
alvo, provavelmente devido a interagéo entre o fungicida e compostos de carbono do
sorvente. Para d-SPE e Florisil, apresentaram altas recuperacgdes, o que pode ser
explicado devido a baixa remog¢ao dos compostos interferentes presentes na matriz.
No entanto, as altas recuperagdes foram corrigidas quando utilizado como sorvente a
silica (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2012).

Mello (2014) desenvolveu e validou método para determinagdo de DTC em
repolho, couve, brocolis, goiaba e caju. Neste estudo foi aplicada metodologia
baseada na decomposicado dos DTC, metilacao, extracao por QhEChERS e etapa de
purificacdo dos extratos utilizando procedimento de particdo liquido-liquido e d-SPE
com analises por HPLC-UV e por método espectrofotométrico. Com relagao a etapa
de purificacdo dos extratos, foram realizadas oito fases de purificagdo dos extratos
com diferentes parametros de fase moével (pH, vazdo e gradiente) sendo que os
melhores resultados obtidos foram com PSA, GCB e MgSO4 com fase mdvel em
gradiente com agua:acetonitrila e vazao 1,1 mL/min (MELLO, 2014).

Silva et. al (2021) desenvolveu e validou método para determinagao de DTC
em soja por GC-ITD-MS e GC-PFPD utilizando PSA, C180H, C18, silica, 6xido de
aluminio e Florisil como sorventes para purificacdo dos extratos em d-SPE. A
eficiéncia desses sorventes foram avaliadas por HPLC-DAD e HPLC-ELSD devido a
componentes da matriz, como acidos graxos, interferirem nos resultados mas n&o
serem detectados por GC-ITD ou GC-PFPD. A detectabilidade de compostos de
acidos graxos por ELSD mostrou-se melhor do que com DAD e os sorventes que
apresentaram melhor remog¢do de acidos graxos e outros componentes da matriz
foram a silica, 6xido de aluminio e Florasil (SILVA et al., 2021).

A erva-mate € uma matriz de origem vegetal e apresenta em sua composigao
fitoquimica compostos complexos, como acidos organicos, agucares e clorofila, neste
sentido, faz-se necessario utilizar a técnica de purificacdo dos extratos através de d-
SPE, aplicando associagéo dos sorventes PSA, GCB, além de MgSO4 para remogao

de residuos de agua.
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento e a validagdo do método cromatografico para determinagao de
residuos de ditiocarbamatos em erva-mate, empregando GC-MS, foi realizado no
Centro de Pesquisa e Anadlise de Residuos e Contaminantes (CEPARC),
Departamento de Quimica da Universidade da Federal de Santa Maria (UFSM), em
parceria com o Nucleo de Tecnologia em Alimentos (NTA), Departamento de
Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da UFSM.

3.1 INSTRUMENTAGCAO

Neste estudo, foram empregados os seguintes equipamentos e materiais:

> cromatografo a gas Shimadzu QP2010 Plus (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japao);

- amostrador automatico AOC-20i (autosampler);

- coluna capilar de silica fundida SLBTM-5MS (30 m x 0,25 mm |.D. x 0,25um)
(Supelco, Bellefonte, PA, EUA) revestida com 5% difenil 95% dimetilsiloxano;
> espectrédmetro de massas e sistema de aquisicao de dados;

> sistema de purificagdo de agua Milli-Q Sistema da Millipore resistividade
com 18,2 MQ cm' MilliPore® (Barueri, Sdo Paulo);

> balanca analitica de precisdo com 4 casas decimais Sartorius
(Alemanha);

> balanca analitica de precisdo com 2 casas decimais Mettler Toledo
PM600 (Barueri, Sdo Paulo);

homogeneizador Vortex Scientific Industries (Nova lorque, EUA);
micropipetadores automaticos de varias capacidades;

pipetador Hand Step Brand (Alemanha);

dispensadores de volume, capacidades de 15, 25 e 30 mL,;

centrifuga Thermo Fisher Scientific (Alemanha);

YV V. V V V V

banho termostatizado com agitagcao, Dubnoff NI 1232 (Piracicaba, Sao
Paulo);
> frascos de vidro Duran com capacidade de 250 mL, com tampa

rosqueavel.



44

3.2 GAS UTILIZADO

> Hélio 99,996% de pureza (White Martins, Brasil) — utilizado como gas de

arraste.

3.3 REAGENTES E SOLVENTES

Acido cloridrico p.a. - Synth (S&o Paulo, Brasil);

agua purificada em Milli-Q Sistema da Millipore (Barueri, Brasil);
cloreto de estanho Il diidratado p.a. - Synth (Sao Paulo, Brasil);

CS2 com pureza de 99,9% - Sigma Aldrich (S&o Luis, EUA);

tiram com pureza de 99,95% - Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha);

isoctano grau pesticida - J.T. Baker Chemicals (Nova Jersey, EUA);

YV V. V V V V V

tolueno grau pesticida - Mallinckrodt (Sao Luis, EUA).

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES

3.4.1 Preparo das solugdes estoque de tiram — Ensaios de fortificagcdo e

recuperacao

Preparou-se a solugdo estoque de tiram na concentragido de 1000,0 mg L
(solugdo A) através da dissolugdo do padrdao em tolueno. A partir da solugéo A,
preparou-se uma solugdo intermediaria de concentragao 100,0 mg L' (solugéo B) e,
a partir desta preparou-se uma solugdo de concentragdo 10,0 mg L' (solugdo C),
ambas em tolueno. As solugdes B e C foram empregadas nos ensaios de fortificagdo
e recuperacao do analito.

As solugdes foram estocadas em frascos ambar e armazenadas em freezer, a

temperatura de -18 °C.
3.4.2 Preparo das solugodes analiticas — Curva analitica
Para a confecgcdao das curvas analiticas, preparou-se, inicialmente, duas

solugbes estoque de CS2 em isoctano nas concentragdes de 4000,0 e 400,0 mg L.

A partir de diluicbes da solucao estoque, preparou-se as solucdes de trabalho nas
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concentragdes de 40,0 e 4,0 mg L', ambas em isoctano. As solugdes de trabalho
foram preparadas, mensal e semanalmente, respectivamente. As solucdes para o
preparo das curvas analiticas nas concentrag¢des de 0,05; 0,08; 0,1; 0,3; 0,6; 1,0e 2,0
mg L' CS2foram preparadas a partir das diluigdes das solugdes de trabalho.

A solugio de CS; na concentragdo de 2,0 mg L' CS,, foi preparada a partir da
solugéo de trabalho de concentragdo 40,0 mg L', as solugbes de concentragdes 1,0
e 0,6 mg L-' CS,, foram preparadas a partir da solugdo de trabalho de concentragao
4,0 mg L. As demais concentragdes, 0,3; 0,1; 0,08 e 0,05 mg L' CS, foram
preparadas a partir das diluigbes da solugédo de concentragdo 1,0 mg L' CS,. Na
Tabela 3 encontram-se as concentra¢des da solugao de partida para o preparo das
solucdes analiticas.

Tabela 3: Concentracdo das solugbes de CS, para a curva analitica e as

concentracdes das solucdes de partida.

Concentragao das

Concentragao solucdes para o preparo
(mg L' CS2) da solugao analitica
(mg L")

0,05 1,0

0,08 1,0

0,1 1,0

0,3 1,0

0,6 4,0

1,0 4,0

2,0 40,0

3.4.3 Preparo da solugao acida de cloreto de estanho

Preparou-se solugao de cloreto de estanho a 1,5% em &acido cloridrico 4,0 mol
L', a partir da dissolug&o de 15,0 g de SnCl2 em 1,0 L de solugdo de HCI 4,0 mol L.
O calculo para o preparo da solu¢ao acida encontra-se no Apéndice 1. Devido a perda
de agao do SnCl2, a solugao foi preparada semanalmente, de acordo com o que seria
utilizado. Apds o preparo, armazenou-se a solugao em frasco ambar, limpo e seco,

tomando-se os devidos cuidados para que o mesmo ficasse bem vedado.
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3.5 AVALIACAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS BRANCO DE ERVA-MATE

Para a validacdo do método foram utilizadas amostras de erva-mate do tipo
organica, embaladas a vacuo, comercializadas no Rio Grande do Sul, Brasil. Estas
foram avaliadas para o uso como amostras branco, ou seja, amostras sem a presenca
de residuos de DTC.

As amostras de erva-mate estavam dentro do prazo de validade e foram
devidamente identificadas e armazenadas em suas embalagens originais, pacotes de
500 g embaladas a vacuo, em freezer, a temperatura de -18 °C.

Importante destacar que, depois de abertas as embalagens, deve-se ter
cuidado durante o0 manuseio, armazenamento e preparo das amostras branco a fim
de evitar possiveis contaminacdes e alteragdes nas recuperacdes dos analitos.

Para a extragdo das amostras, foram pesadas 10,0 + 0,2 g de erva-mate, em
frascos de vidro Duran de 250 mL, com tampa de rosca, certificando-se de que os

mesmos encontravam-se devidamente higienizados e secos.

3.6 ANALISE DOS SOLVENTES E REAGENTES

A verificagcdo da pureza dos solventes e reagentes utilizados foi realizada
através da analise dos mesmos por meio dos procedimentos de extracdo, que serao
discutidos no item 3.7.2, sem adigdo da amostra.

Esta etapa garante que os solventes e reagentes estejam livres de possiveis
interferentes e que, deste modo, s&o apropriados para serem empregados no estudo

e desenvolvimento do método.
3.7 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO
3.7.1 Testes para o preparo da amostra
Para a etapa de preparo da amostra, foram testados diferentes volumes de
agua, entre 10 e 30 mL, aumentando em 5 mL cada adi¢gao de agua a fim de verificar

em qual dos volumes se conseguiria a hidratacdo ideal da amostra para a etapa
seguinte de extracéo.
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3.7.2 Procedimento de extragao

Para o procedimento de extragao, preparou-se extrato branco com 10,0+ 0,2 g
de erva-mate e 25 mL de agua de Milli-Q®, em frasco de vidro com tampa rosqueavel,
com capacidade de 250 mL.

As fortificagdes foram efetuadas adicionando-se 142 uL da solucdo estoque de
tiram na concentragdo 100 mg L' para o nivel 0,9 mg kg' CS2 de amostra. Na
sequéncia, foram adicionados 15 mL de isoctano e adicionou-se 90 mL de solugao de
SnCl2 1,5% preparada em solugdo aquosa de HCI 4 mol L.

Os frascos foram fechados, certificando-se de que as tampas ficassem bem
vedadas, e colocados em banho de agua a 80 °C, durante 1 h, sob agitacdo a 70 rpm.
Passado este periodo, os frascos foram retirados e resfriados em banho de agua fria
até que atingissem a temperatura ambiente.

Devido a alta volatilidade do CS, quando os DTC s&o expostos a condi¢des que
favorecam a hidrélise da molécula, apos fortificagdes e adicao dos reagentes, os
frascos devem ser fechados imediatamente, a fim de se evitar perda de CS..

Uma aliquota de 1,5 mL foi retirada da fase orgéanica superior, onde ficou
particionado o CS2, para o processo de purificagado do extrato.

3.7.3 Testes para purificagao do extrato

Para a realizacdo da etapa de purificacdo, via d-SPE, foram testadas
combinagdes de, respectivamente, dois sorventes e um sal secante, sendo eles PSA,
GCB e MgSOs4. Para avaliar a eficiéncia dos sorventes nesta etapa, foram testadas
combinagdes dos mesmos em trés testes (I, Il e lll), mudando apenas as quantidades
empregadas de PSA e GCB, mantendo-se a massa de MgSO4 para cada um dos
testes.

As quantidades utilizadas para as combinagdes de sorventes em cada um dos
testes foi: 1) 25 mg de PSA + 2,5 mg de GCB + 150 mg de MgSOx; Il) 25 mg de PSA
+ 7,5 mg de GCB + 150 mg de MgSO4 e 1ll) 50 mg de PSA + 50 mg de GCB + 150 mg
de MgSOa4. Cada um dos tubos contendo os extratos e as combinagdes de sorventes
foram agitados em vortex por 20 segundos.

Os extratos, ja purificados, foram levados para a centrifuga, em tubos tipo
falcon, a 3000 rpm por 3 minutos. Apos etapa de centrifugagdo, uma aliquota dos
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extratos purificados foram coletados com auxilio de micropipetador automatico,

tranferidos para vials e analisados por GC-MS.

3.8 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condi¢des do GC-MS utilizadas para a validagao do método foram de acordo
com Vargas et al. (2018) e estdo descritas abaixo (VARGAS et al., 2018).

A separagao cromatografica foi realizada em coluna capilar de silica fundida
SLBTM-5MS (30 m x 0,25 mm I.D x 0,25 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), revestida
com 5% difenil e 95% dimetilsiloxano. Como gas de arraste foi utilizado hélio a uma
vazao inicial de 1,78 mL min-' a pressao de 14,5 psi, no modo de injeg&o pulsada sob
alta pressao por 1 min, e ent&o o injetor foi mantido a uma pressao constante de 7 psi,
com vazédo de 1,0 mL min-'. O volume de injegéo foi de 1uL com auxilio de amostrador
automatico e programagao da valvula do split do injetor na razdo de 1:10, e a
temperatura do injetor foi definida em 250 °C. O programa de temperatura da coluna
teve inicio rapido a 40 °C durante 1,8 minutos, aumentando para 240 °C com elevagao
da temperatura de 50 °C min~" e mantida por 2 minutos. O tempo total de corrida foi
de 7,8 minutos, enquanto o tempo de retencdo do CS2foi de 1,1 minutos.

As condi¢cdes do MS foram de 200 °C para o transferline e de 230 °C para a
fonte de ions. A quantificagao foi efetuada com uma fonte de impacto de elétrons (El,
do inglés Electron Impact) no modo de monitoramento de ions selecionados (SIM,do
inglés, Selected lon Monitoring), na faixa de interesse 76 e 78 m/z. Utilizou-se o ion
76 para quantificagdo e 78 para confirmagao.

A aquisicao de dados foi feita com auxilio do software LabSolutions GC-MS,

versao 4.20.

3.9 VALIDAGCAO DO METODO

Para este estudo, os residuos de ditiocarbamatos foram determinados na forma
de CS,, empregando-se GC-MS, nas condigdes descritas no item 3.8. Os parametros
avaliados no estudo da validagao do método estdo descritas nos proximos itens, de
acordo com os documento orientativos sobre qualidade analitica, procedimentos de

controle e validagdo de métodos para determinacéo de residuos de pesticidas.
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3.9.1 Linearidade e efeito matriz

As curvas analiticas foram obtidas através da diluigao de diferentes volumes da
solugao de trabalho para as seguintes concentragdes: 0,05; 0,08; 0,1; 0,3; 0,6; 1,0 e
2,0 mg L' de CS:e fator do método de 1,5. O célculo para o fator do método encontra-
se no Apéndice 2. As solugdes analiticas foram preparadas em isoctano e em extrato
de matriz em branco.

No estudo de linearidade foram feitas 7 replicatas de cada concentragao da
curva analitica preparadas tanto em solvente quanto em matriz.

Com auxilio do programa Microsoft® Excel versdo X, os valores das
concentragdes de CS2 foram colocados no eixo das abscissas (x) e as areas obtidas
no eixo das ordenadas (y), fornecendo o coeficiente angular (a), coeficiente linear (b)
e o coeficiente de determinagéo (r?) das curvas analiticas, onde pode-se observar, a
linearidade do método cromatografico em estudo, de acordo com as concentragdes
apresentadas na Tabela 3.

Para o estudo do efeito matriz, primeiramente, realizou-se uma avaliacdo a
partir do preparo de duas curvas analiticas, uma preparada a partir da solucéo
analitica em solvente organico e outra preparada em extrato branco de erva-mate, nas
concentragoes ja citadas.

A obtencao do valor do efeito matriz utilizando as duas variaveis, foi realizado
através de calculo a partir da Equacgao 5, em que se verifica o efeito matriz sobre o
resultado da analise, se houve aumento ou diminui¢ao do sinal, sendo que, resultados
fora da faixa de + 20% o efeito matriz comeca a interferir nas analises. Quando ocorre
esta interferéncia, recomenda-se a construgdo de curvas analiticas no extrato da
matriz, a fim de evitar erros nas analises e minimizar o efeito (EUROPEAN
COMMISSION, 2019). A Equagao 5 foi utilizada para o calculo do efeito matriz.

inclinacéo da curva analitica em matriz
Efeito Matriz (%)= inclinacéo da curva analitica em solvente | -1 x 100
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3.9.2 Limite de detecc¢ao e limite de quantificagao

O LOD e LOQ do método foram obtidos a partir da injecdo dos extratos
fortificados com solugéo de tiram 100,0 mg L', nas seguintes concentragdes: 0,1; 0,3;
0,5 e 1,0 mg kg™ CS2, com numero de replicatas igual a 7 para cada nivel de
concentracao.

O LOD foi definido como sendo a menor concentragcdo da curva analitica com
RSD <20%.

O LOQ foi definido como a menor concentragdo com recuperagao na faixa de
70-120% e RSD < 20%.

3.9.3 Exatidao e precisao

Para o estudo de exatiddo do método foram realizados ensaios de fortificacdo
e recuperacao. A recuperacao do CS:2 foi avaliada a partir da fortificagdo de amostras
branco de erva-mate com solugdes diluidas de tiram nas concentracdes 10,0 e 100,0
mg L-'. As fortificagdes foram feitas em diferentes niveis de concentragdo: 0,1; 0,3;
0,5e 1,0 mg kg™' CS2 (n=7). As extragdes foram feitas de acordo com descrito no item
3.7.2.

Para o estudo da precisdao com relagao a repetitividade foram calculados os
RSDr das 7 extracdes realizadas para cada concentracao estudada.

A precisdo intermediaria (RSDpi) foi avaliada utilizando-se o mesmo
procedimento de fortificacdo e extracéo utilizados para a RSDr, porém executado por

diferentes analistas, com intervalo de 15 dias entre as analises.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram estatisticamente tratados de acordo com a analise de
variancia (ANOVA), seguida pela comparagdo das diferentes médias entre cada
resultado e analise, através de Pared T-test, cujo nivel de confianca é de 95%. As

analises foram realizadas no suporte de software BioEstat, na verséo 5.3.
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3.11 LIMPEZA DO MATERIAL UTILIZADO

O procedimento de limpeza de toda a vidraria utilizada apds o procedimento de
extracdo foi feito com bastante cuidado para que nao ficassem com residuos de DTC,
a fim de se evitar possiveis contaminagdes de outras amostras.

Todas as vidrarias utilizadas foram deixadas de molho de um dia para o outro
em uma solugdo aquosa de Extran® alcalino 5% (v/v). Apds o molho, lavadas em agua
corrente para retirada da solugdo de limpeza e, posteriormente, enxaguadas com
acetona e secas em temperatura ambiente.

Os frascos de vidro Duran utilizados no procedimento de extragao, depois de
secos, foram armazenados separadamente de outras vidrarias, para que fossem

utilizados novamente neste mesmo estudo.

3.12 ANALISE DAS AMOSTRAS COMERCIAIS

No que se refere a produgao e exportacdo de erva-mate, o Rio Grande do Sul
€ responsavel por 45% desta atividade, sendo ela afetuada a 39 paises, com destaque
para Chile, Estados Unidos, Alemanha e Uruguai (IBRAMATE, 2018; PEREZ-
PARADA et al., 2010; SINDIMATE, 2021). A Figura 3 demonstra os maiores paises
produtores, exportadores e consumidoresde erva-mate da América do Sul, bem como
as regides de cultivo de erva-mate no Brasil.

Dados da Secretaria de Comércio Exterior do Ministério da Economia do Brasil,
no ano de 2019, 93,7% da erva-mate produzida no estado do Rio Grande do Sul foi
exportada para o Uruguai, onde se tem maior consumo do produto, atingindo 8
kg/habitante ao ano (PEREZ-PARADA et al., 2010; SINDIMATE, 2021).
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Figura 3: Maiores paises produtores, exportadores e consumidores de erva-mate da

América do Sul (A) e regides de cultivo de erva-mate no Brasil (B).
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Uma das principais formas de consumo da erva-mate é através de infusdes,
por habito, ingerida varias vezes ao dia, levando os consumidores a ingerir até 1 L da
bebida a cada 1 hora, levando o mesmo ao contato direto ndo sé com os compostos
fitoquimicos presentes na erva-mate, mas também com possiveis residuos de
pesticidas, entre eles os DTC (BRACESCO et al., 2011).

Devido a este elevado consumo de erva-mate na América do Sul e por néo
haver registros sobre uso de DTC na mesma, faz-se necessario analisar amostras
comerciais do produto através de método analitico confiavel, exato e preciso.

Para isso, apds a validacdao do método, realizou-se o monitoramento de 65
amostras de erva-mate comercial dos tipos nativa, tradicional, artesanal e blend,
sendo que, 58 amostras foram produzidas e comercializadas em estados do sul do
Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana), 3 produzidas e comercializadas
no Brasil com exportacdo ao Uruguai, e 4 amostras produzidas na Argentina e
comercializadas no Brasil.

As amostras foram coletadas entre os meses de agosto de 2020 e julho de
2021, todas em suas embalagens originais de, no minimo 0,5 kg. Para a determinagéo
de residuos de pesticidas, de acordo com métodos recomendados de amostragem, a
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quantidade de alimentos processados de origem vegetal e derivados de produtos de
origem vegetal, como chas, é no minimo de 0,2 kg (CODEX ALIMENTARIUS, 1999).

As amostras de erva-mate estavam dentro do prazo de validade, foram
devidamente identificadas e armazenadas em local limpo, seco e abrigado da
exposicao solar, a uma temperatura de 20 °C até o momento das analises. Para cada
amostra foram registadas informagdes importantes com relagdo a data de compra,
lote, tipo, prazo de validade e cidade/estado de origem.

Os parametros de validacédo estudados e aplicados as amostras de erva-mate
organica foram, também, aplicados as amostras comerciais a fim de realizar o

monitoramento da analise de DTC nas mesmas.



54

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme abordado no item 2.3, os fungicidas da classe dos DTC apresentam
grande complexidade ao serem analisados, devido a alta instabilidade em presenca
de umidade e oxigénio e baixa solubilidade na maioria dos solventes e, por este
motivo, torna-se dificii a analise desses compostos através de métodos
multirresiduais. Por isso, os DTC necessitam ser analisados através de método
individual.

Na literatura, ndo foram encontrados métodos para determinacdo de DTC em
erva-mate, apenas para a determinagao destes compostos em algumas matrizes, tais
como, frutas e hortaligas (DE KOK, A & VAN BODEGRAVEN, 2000; MUJAWAR et al.,
2014; PIZZUTTI et al., 2017), graos (CHAWLA et al., 2019), biobeds (VARELI et al.,
2018b), e vinho (VARGAS et al., 2018).

Desta forma, o presente estudo foi baseado no método tradicional ja descrito
na literatura apresentado por de Kok & Van Bodegraven (2000), o qual foi otimizado e
validado para a matriz erva-mate e, posteriormente aplicado as amostras de erva-

mate comercial no estudo do monitoramento.

4.1 AVALIAGAO DA SEPARAGCAO CROMATOGRAFICA

O procedimento para verificar o tempo de retencédo do CSz, foi estimado através
da injecao de vapores no GC-MS. Nas mesmas condi¢cbes cromatograficas descritas
no item 3.8, a fim de se confirmar o tempo de retengdo do composto, injetou-se uma
solucdo analitica de CS2 na concentragcdo de 1 ppm. O tempo de retencao estimado
para o CS:2 foi entre 1,18 e 1,2 minutos, com tempo de analise de 1,9 minutos, de

acordo com cromatograma representado na Figura 4.
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Figura 4: Cromatograma com tempo de retengéo da solugéo analitica de CS21 ppm.
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4.2 ANALISE DOS SOLVENTES E REAGENTES

Para verificar a pureza e avaliar a presencga de interferentes com mesmo tempo
de retencdo do CS2 nos solventes e reagentes, os mesmos foram submetidos aos
procedimentos de extracdo, sem adicdo da amostra, como discutido no item 3.7.2.

Nesta avaliagdo ndo foram encontrados interferentes no mesmo tempo de
retencado do CSz, o que demonstra que os solventes e reagentes estavam isentos de
contaminagao por CS2 e, deste modo, apropriados ao uso e desenvolvimento do
estudo do método.

Na Figura 5, pode-se verificar o tempo de retengéo da solugéo analitica de CS2

1 ppm, do branco solvente e branco matriz.

Figura 5: Cromatograma da avaliacdo de interferentes com mesmo tempo de
retencdo do CS2 em (A) solugao analitica de CS2 1 ppm; (B) branco solvente e (C)
branco matriz.
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4.3 OTIMIZAGAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO DAS AMOSTRAS

No método tradicional, encontrado na literatura, descrito por de Kok & Van
Bodegraven (2000), que utiliza como solvente isoctano para partigdo de CS2 na
determinacao de DTC em frutas e hortalicas a quantidade de amostra e o volume de
isoctano e da solucao acida de cloreto de estanho, bem como o tempo de extracéo
em banho-maria sob agitagdo demandam maior tempo para extragdo e maior
consumo de amostra e reagentes, além de gerar mais residuos quimicos. Neste
método, sado utilizados 50 + 0,5 g de amostra, 25 mL de isoctano, 150 mL de solugao
acida de cloreto de estranho e 120 minutos em banho-maria sob agitag¢ao, além de os
extratos serem analisados por GC sem passar pelo procedimento de limpeza e
purificacao.

No método oficial descrito pela Unido Europeia para analise de residuos de
DTC em alimentos de origem vegetal, no que se refere ao procedimento de extragao
em matrizes secas, sao utilizados 10,0 £ 0,1 g da amostra, seguido da adicdo de 50
mL de agua e 25 mL de isoctano. O volume de solu¢do acida de SnCl2 utilizada neste
procedimento € 150 mL e o tempo de permanéncia dos frascos, sob agitagdo, em
banho de agua sob temperatura de 80 °C é de 120 minutos. Os extratos s&o, entao,
resfriados a temperatura de 30 °C, e uma aliquota coletada para analise por GC
(CVUA, 2009).

Na pratica, sabe-se que, os métodos para determinacédo de pesticidas devem
ser rapidos, de baixo custo, eficazes e gerar o minimo possivel de residuos quimicos.
Desse modo, para esse estudo, optou-se por otimizar a etapa de extragcdo das
amostras do método tradicional.

Para amostras com baixo teor de umidade, faz-se necessario uma etapa de
hidratacdo antes do processo de extracao, a fim de facilitar a extracdo dos compostos
através da hidratagcao dos poros da amostra, deixando-os mais acessiveis a agao do
solvente extrator e, deste modo, melhorando os percentuais de recuperagéao (DIEZ et
al., 2006; PI1ZZUTTI et al., 2007; WALORCZYK, 2007, 2008). Deste modo, na erva-
mate por ser uma matriz com baixo teor de umidade, foram realizados testes de
hidratagdo para o preparo da amostra com diferentes volumes de agua adicionados
com o objetivo de hidratar a mesma e facilitar, assim, a extracdo do analito de
interesse para se chegar a bons percentuais de recuperagdo sem que houvesse

qualquer interferéncia desta etapa na detectabilidade do método (SILVA, 2011).
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Conforme mostra a Figura 6, os testes foram realizados em 10 g de erva-mate
com diferentes volumes de agua, onde ao adicionar 10 mL de agua nao se obteve
umidade necessaria na amostra para a etapa seguinte de fortificagdo, ficando a erva-
mate praticamente seca. Com 15 e 20 mL de agua, a amostra apresentou-se um
pouco mais umida, porém, ainda assim, com uma consisténcia pastosa e de dificil
homogeneizagao. Ao adicionar 25 mL de agua, chegou-se a uma mistura com textura
mais liquida, de facil homogeneizag&o, com boa hidratacdo da erva-mate, diferente
de quando se adicionou 30 mL, em que ficou com uma textura muito liquida, com
quantidade maior de agua em relagado a erva-mate, além de ficar um volume total
elevado para o frasco, levando-se em consideracdo que ainda serao adicionados 15
mL de isoctano e 90 mL de solugao acida.

Ainda na Figura 6, para melhor visualizagdo das proporgdes entre os 10 g de
erva-mate e os volumes de agua adicionados, a mesma sequéncia de fotos foi
realizada em copos de béquer, onde se pode observar a hidratagdo da erva-mate.

A quantidade de amostra utilizada para a otimizacdo desta etapa do
procedimento de extragdo foi reduzida para 10 + 0,2 g da erva-mate, pesada
diretamente em frasco Duran de 250 mL, com tampa de rosca seguido da adi¢ao de

25 mL de agua ultrapura em uma proporgao de 1:2,5 p/p.

Figura 6: Teste realizado para o preparo de 10 g de erva-mate com volumes de agua
de A) 10 mL; B) 15 mL; C) 20 mL; D) 25 mL e E) 30 mL.
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Na sequéncia, apos a etapa de fortificagao das amostras, adicionou-se 15 mL
de isoctano e 90 mL de solugéo acida de cloreto de estanho, seguidos dos testes de
purificacdo e limpeza dos extratos, a fim de avaliar a recuperagao do analito apos
fortificacdo das amostras de erva-mate.

O tempo de extragdo, ou seja, permanéncia dos frascos sob agitagcdo, em
banho de agua, a temperatura de 80 °C, também foi reduzido de 120 para 60 minutos.
Para o método de extracdo em frutas e hortalicas, o tempo de permanéncia dos
frascos no banho sob agitag&o foi de 120 minutos (PIZZUTTlI et al., 2017), porém, para
o procedimento de extragdo em graos e derivados (SILVA, 2011), foram testados os
dois tempos de extracdo, obtendo bons resultados de recuperagao tanto para 120
quanto para 60 minutos. Vargas et al. (2018), também utilizou o mesmo tempo para o
método de extragdo de DTC em vinho, obtendo resultados satisfatorios. O tempo de
extracdo de 60 minutos em banho sob agitagcdo também foi utilizado para o
procedimento de extracdo em maca, alface, batata, morango e tomate e, de acordo
com a estudo, pode também ser aplicado a outras frutas, legumes e cereais, pois 0s
resultados foram satisfatérios (CESNIK; GREGORCIC, 2006).

Portanto, para este estudo, optou-se por deixar os frascos em banho de agua
a temperatura de 80 °C por 60 minutos, ja que os resultados obtidos em estudos
anteriormente desenvolvidos haviam sido satisfatérios utilizando este tempo para a
extracao.

Na Figura 7 estao representados o método tradicional e o método otimizado
proposto para determinagéo de CS2 em erva-mate com as respectivas modificagdes

efetuadas.
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Figura 7: Representacdo esquematica do método tradicional para determinacao de

CS:2 em frutas e vegetais e o método otimizado proposto para determinagao de CS2

em erva-mate com as respectivas modificagdes, indicadas pelas cores.

50 g +0,5gdefrutase
vegetais

10 g erva mate + 25 mL de agua
ultrapura

25 mL de isoctano

15 mL isoctano

150 mL de solucéo acida
SnClz 1,5% em HCI 4 mol L'

90 mL solucéo acida SnCl; 1,5% em
HCI 4 mol L™

120 minutos banho a 80 °C
sob agitagéo

60 minutos banho a 80 °C sob
agitacao

Purificagao de 1,5 mL do extrato frio

Analise de 1 mL do extrato
frio sem etapa de purificagao

Agitacao vortex 20 segundos

Centrifugagao a 3000 rpm/3min

Analise cromatografica

Analise cromatografica

A validacdo da otimizacdo das condicbes para a etapa de extracido das

amostras, em comparagao ao método tradicional, apresentou algumas vantagens,

como o0 aumento no numero de analises utilizando o mesmo volume de isoctano do

método tradicional, ou seja, com 1 L de isoctano o numero de extragbes aumentou de

40 para 66, assim como no volume utilizado da solugao acida de cloreto de estanho,

com 1 L de solugdo houve um aumento de 6 para 11 analises.

Outro ponto positivo a ser destacado com relagcao a otimizacdo das condigcdes

de extracdo é com relagcdo a velocidade das extracdes e numero de amostras
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extraidas. O tempo de extracdo foi reduzido de 120 minutos para 60 minutos,
garantindo a extragdo do dobro de amostras no mesmo tempo.

Otimizar as condicbes de extragdo das amostras de erva-mate para
determinacéao de residuos de DTC proporcionou a utilizagdo de menores quantidades
de amostra e, com isso, uma menor quantidade de reagentes, diminuindo custos,
garantindo rapidez e eficacia nas analises e menor volume de residuos gerados.

A etapa posterior a conclusdo dos testes e avaliagbes necessarias ao
desenvolvimento do método foi a de validacdo do mesmo utilizando as condicbes

otimizadas de extragcdo das amostras.

4.4 PROCEDIMENTO DE PURIFICAGAO DOS EXTRATOS

Uma das etapas cruciais para determinacao de residuos de pesticidas em
matrizes complexas €& a purificacdo dos extratos, para evitar que compostos
interferentes presentes na mesma levem a possiveis resultados incorretos, como
mascaramento de compostos por componentes co-extraidos da matriz, resultados
falsos positivos e quantificagdes imprecisas. Deste modo, deve-se avaliar a remogao
de compostos co-extraidos, a fim de garantir melhora na seletividade da detecg¢ao dos
analitos em estudo, além de evitar danos ao sistema cromatografico, tanto no detector,
como no injetor, uma vez, o bloqueio de sitios ativos presentes no injetor, devido a
presenca do extrato de matriz complexa, pode levar a transferéncia de compostos
interferentes presentes na mesma a coluna cromatografica, ocasionando a
degradacéo ou adsorcdo térmica dos analitos em estudo (HAJSLOVA et al., 1998).

No entando, deve-se ter cautela nesta etapa de purificagdo dos extratos, pois
alguns sorventes, quando utilizados em grandes quantidades ou aplicados de modo
geral a qualquer tipo de matriz, sem estudo prévio, podem acarretar perdas parciais
de alguns analitos, consequentemente obtém-se baixas recuperag¢des dos analitos e
resultados errdbneos, como no caso do GCB que, quando aplicado em excesso, pode
adsorver também os analitos presentes nos extratos (FU et al., 2019; HAJSLOVA et
al., 1998).

Esses sorventes s&o aplicados como agentes protetores dos analitos, como no
caso dos carbamatos (-O—CO-NH-), por realizarem ligagdes de hidrogénio, podendo
interagir com grupos silanol (=Si-OH) presentes na coluna cromatografica. A resposta

da aplicagcdo desses agentes depende do numero de sitios ativos a serem
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preenchidos no sistema cromatografico, bem como a afinidade entre estes e os
agentes, além de estarem, ao mesmo tempo, interagindo com os sitios ativos do
injetor e da coluna e o analito de interesse. Para isso, os sorventes devem ter
propriedades semelhantes as do analito estudado, como volatilidade, ndo podem
reagir com os analitos em solugéo ou com o sistema GC, devem preservar coluna e
detector nao interferindo no desempenho dos mesmos (ANASTASSIADES;
MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003).

O PSA é um sorvente com capacidade de interagdo por meio de ligagbes de
hidrogénio devido a presenga dos grupos amina primaria e secundaria, é eficaz na
purificagdo de extratos auxiliando na remogao de acidos organicos, agucares e alguns
pigmentos polares. O GCB, tem afinidade com moléculas de pigmentos, como por
exemplo, a clorofila. A combinacdo entre PSA e GCB é eficaz a purificagdo dos
extratos de matriz complexa, pois cada um deles é responsavel pela remocao de
diferentes compostos interferentes (ANASTASSIADES et al., 2003), como no caso da
matriz utilizada neste estudo, que possui em sua composi¢cao clorofila, acidos
organicos e outros pigmentos naturais.

A avaliacido da etapa de purificacdo dos extratos foi realizada através da
comparacao dos resultados entre os testes, em termos de recuperacéo do analito, em

amostras fortificadas com 0,9 mg kg™ CSz (n=3), conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Testes de purificagdo dos extratos com suas respectivas recuperacoes.

Teste Recuperagdo Média SD RSD%

54,0

I. 25 mg de PSA + 2,5 mg de GCB +
57,3 54,8 2,2 4,0

150 mg de MgSO4

53,1
86,8

II. 25 mg de PSA + 7,5 mg de GCB
83,6 82,5 49 5,9

+ 150 mg de MgSO4

77,2
23,1

l1l. 50 mg de PSA + 50 mg de GCB
25,7 23,6 1,9 8,1

+ 150 mg de MgSO4.
22,0
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O resultado para o teste I, em termos de recuperacdo média, foi de 54,8 + 4%,
demonstrando que a baixa quantidade de GCB (2,5 mg) permitiu a presenga de alguns
co-extratos, o que possivelmente levou a supressao do sinal de CS2. Em comparagao
ao teste lll, onde foram utilizados 50 mg de GCB, os resultados da recuperagao média
foram mais baixos, apenas 23,6 + 8,1%, indicando que, possivelmente, uma parte do
CS2tenha ficado adsorvido irreversivelmente no GCB, uma vez que este foi utilizado
em maior quantidade.

Ao analisar os resultados obtidos para o teste Il, onde foram utilizados 25 mg
de PSA e 7,5 mg de GCB mais 150 mg de MgSOs4, observou-se uma recuperagao
média de 82,5 + 5,9%, valor este dentro do intervalo de recuperagao aceitavel (70-
120%) sugerido pelo DG-SANTE (2019). Portanto, o teste Il demonstrou ser eficaz na
remogao de compostos da erva-mate que foram co-extraidos, sem que houvesse
perdas significaticas de CS..

Na Figura 8, podemos observar a comparagao visual com relagdo a remogao
dos pigmentos presentes na matriz, entre o extrato sem a etapa de purificagéo (Figura
8 A), o qual ficou com uma cor bem mais intensa, escurecida, e os testes realizados
com os sorventes (Figura 8 B, C e D), onde a diferenga de coloragdo entre eles n&o

muda muito quando observados apenas visualmente.

Figura 8: Comparagao entre os extratos de erva-mate (A) sem etapa de purificagao;
(B) 25 mg de PSA + 2,5 mg de GCB + 150 mg de MgSOg4; (C) 25 mg de PSA + 7,5 mg
de GCB + 150 mg de MgSO4; (D) 50 mg de PSA + 50 mg de GCB + 150 mg de MgSOa.

Por mais que, visualmente ndo se observe muita diferenga entre os extratos ja

purificados, ao se analisar a Figura 9, onde se tem a comparagdo do sinal
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cromatografico para cada um dos teste realizados, conseguimos verificar as
recuperacdes dos analitos em amostras fortificadas a 0,9 mg kg™ CS2, demonstrando
qual dos testes foi mais eficiente nesta etapa de purificagdo dos extratos de erva-mate
nesse nivel de concentragao. Neste caso, devido a melhor remogédo dos compostos
interferentes da matriz que foram co-extraidos, como acidos, acucares, carotendides
e clorofila, o teste realizado com 25 mg de PSA + 7,5 mg de GCB + 150 mg de MgSO4,
demonstrou ser o mais eficiente nos extratos de erva-mate fortificados a 0,9 mg kg™

CS2, conforme cromatograma apresentado a seguir.

Figura 9: Cromatograma obtido para os extratos de erva-mate fortificados a 0,9 mg
kg™ CS2 apods etapa de purificagao dos extratos por d-SPE empregando (A) 25 mg de
PSA + 7,5 mg de GCB + 150 mg de MgSOgq; (B) 25 mg de PSA + 2,5 mg de GCB +
150 mg de MgSO4 e (C) 50 mg de PSA + 50 mg de GCB + 150 mg de MgSOa.
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Estudos realizados com erva-mate e outras matrizes semelhantes a mesma,
abordam diferentes metodologias utilizadas para purificagdo dos extratos, detecgéo e
quantificacdo de analitos alvo para determinacao de residuos de pesticidas.

De acordo com estudo realizado por Pareja et al. (2015), dois métodos foram
comparados e validados para determinagdo de 42 pesticidas organofosforados em
erva-mate, utilizando como procedimentos de extragcdo e limpeza dos extratos, a
extracao assistida por microondas (MAE, do inglés Microwave Assisted Extraction) e
CEN-QUEChERS modificada, ambos com detecc¢ao e quantificagdo por GC-FPD.

A MAE utiliza como solvente extrator acetonitrila (MeCN) com auxilio de
microondas a 800 W, pressdo de 10 psi, aquecimento a 80 °C em 10 minutos e

mantido por 15 minutos, filragdo a vacuo do extrato com MeCN, levado a evaporador
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para concentragao. A purificagao ocorre com a redissolugao do extrato seco em MeCN
em cartucho de silica com adicdo de tolueno, eluicdo dos analitos com acetona-
tolueno para cartucho de ENVI-carb e, finalizado com eluicdo em MeCN. O extrato
final coletado, com evaporacgéo do solvente, e o analito dissolvido em acetato de etila
(EtOAC) para analise em GC-FPD (PAREJA et al., 2015).

No CEN-QUEChERS na etapa de extracéo junto a amostra, adiciona-se gelo e
MeCN em tubo PTFE, com MgSOs4, NaCl, e citrato de sodio, levando para
centrifugagédo por 10 minutos a 3000 rpm, seguido da etapa de limpeza com PSA,
GCB e MgSOs4, agitacao por 20 segundos em vortex e centrifugagcdo nas mesmas
condi¢des anteriores, em seguida, adicao de acido formico em MeCN, finalizando com
evaporagao e dissolugdo em EtOAc para analise em GC-FPD. De acordo com os
resultados apresentados no estudo, o método que utilizou QUEChERS apresentou
menor efeito matriz do que o MAE, devido a utilizacdo dos sorventes PSA e GCB
serem eficazes na remocg¢ao de compostos interferentes presentes nos extratos de
erva-mate, porém, de modo geral, o MAE apresentou melhor extragdo para os
residuos dos pesticidas estudados devido a utilizagdo de microondas no procedimento
de extracao e, portanto, melhor desempenho nas condi¢des experimentais testadas
de acordo com os parametros de validagao proprios (PAREJA et al., 2015).

Estudos com chas produzidos a partir de folhas secas semelhantes a erva-
mate, foram avaliadas para determinagcdo de pesticidas utilizando diferentes
metodologias, incluindo extragdo por diferentes solventes, como EtOAc, cicloexano e
MeCN, combinando diferentes procedimentos de purificagdo dos extratos como SPE
com cartuchos Carb-NH2, SPE com cartuchos Envi-Carb e cromatografia de
permeacédo em gel (GPC), d-SPE com PSA, GCB e florisil, aplicando LC-MS/MS e
GC-MS para detecgéo e quantificagdo dos analitos estudados (HUANG et al., 2007,
2009; KANRAR; MANDAL; BHATTACHARYYA, 2010). Os resultados apresentados
para essas metodologias foram satisfatérios, atendendo aos parametros de validagao
estabelecidos pelos 6rgado regulamentadores proprios. O método que utilizou d-SPE
com PSA, GCB e florisil foi bastante eficiente, devido aos compostos presentes nos

extratos de cha serem de origem vegetal, assim como erva-mate.
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4.5 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Os resultados da avaliagdo do método cromatografico para determinagao de
DTC, em termos de CS2, em erva-mate, conforme os parametros de validagao estéao
descritos abaixo. Esses resultados foram obtidos empregando-se as condigdes

cromatograficas descritas anteriormente, no item 3.8.

4.5.1 Linearidade e efeito matriz

As equacdes das solucdes das curvas analiticas para o CS2, apresentadas no
grafico da Figura 10, mostram os coeficientes angulares (a), coeficientes lineares (b),
o coeficiente de determinagéo (r?) e a faixa linear de concentragdo de 0,05 a 2,0 mg
L-' de CS2 (n=7) das solugbes das curvas analiticas preparadas tanto em solvente

quanto em extrato branco de erva-mate.

Figura 10: Curvas analiticas obtidas no estudo de linearidade para solu¢des analiticas
preparadas em solvente e em extrato branco de erva-mate, na faixa linear de

concentragdo de 0,05a 2,0 mg L' de CSa.
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De acordo com a equacgao da reta obtida para solugbes das curvas analiticas
preparadas em extrato branco de erva-mate, dentro das condi¢gdes cromatograficas
estabelecidas no item 3.8, verificou-se que o método apresenta resposta linear no
intervalo de concentragdes estudadas para a solugéo analitica preparada em extrato
de matriz, uma vez que, o coeficiente de determinagao (r?) obtido foi maior que 0,999,
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valor este considerado satisfatorio segundo DG-SANTE (2019) e que a faixa linear de
trabalho € a mesma fixa linear, ou seja, sdo as mesmas concentragdes da curva.

Na Tabela 5, estdo apresentados os dados referentes ao estudo da linearidade,
com as respectivas médias das areas e os RSD% para as solugdes das curvas
analiticas preparadas em solvente e em extrato branco de erva-mate, nas

concentracdes estudadas.

Tabela 5: Média das areas e seus respectivos RSD% obtidos apos inje¢cao (n=7) das
solucdes das curvas analiticas preparadas em solvente e em extrato branco de erva-

mate, nas concentragdes de 0,05 a 2,0 mg L' de CSa.

Curva analitica em solvente Curva analitica em extrato

Concentragao )
isoctano branco de erva-mate
(mg L' de
Média das areas Média das areas
CS2) RSD% RSD%
(n=7) (n=7)

0,05 2184 4.4 2455 12,7
0,08 3440 3,1 3464 8,5
0,1 4409 2,9 4034 8,2
0,3 11848 3,7 11640 8,5
0,6 35269 2,0 29331 11,3
1,0 41239 1,6 48194 11,4
2,0 106760 2,5 98940 9.1

Efeito matriz -5,1%

O valor calculado para o efeito matriz através dos coeficientes angulares das
retas das curvas analiticas, demonstrado na Tabela 5, mostra que o efeito matriz
observado foi relativamente baixo (-5,1), uma vez que, de acordo com DG-SANTE
(2019), os resultados para o efeito matriz = - 20% a < + 20% estao dentro dos valores
aceitaveis para determinag¢ao de contaminantes em niveis trago. Este valor indica uma
tendéncia a supressao do sinal dentro da faixa aceitavel, comprovando eficiéncia da
etapa de purificagao do extrato.

Além disso, os valores obtidos para os RSD%, tanto para a solugao analitica

preparada em solvente quanto preparada em extrato de matriz, também ficaram
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dentro da faixa de valores descritos como satisfatérios (entre 1,6 e 12,7%) pelo DG-
SANTE (2019), que devem ser < 20%.

O teste t, ou seja, a comparagéao estatistica entre os resultados obtidos para o
efeito matriz, indicou ndo haver diferengas significativas (p = 0,895) entre as solugdes
preparadas em solvente organico daquelas preparadas em extrato de erva-mate,
indicando que a purificagcdo dos extratos teve bons resultados para a remogao dos
interferentes co-extraidos e que n&o houve aumento ou diminuicdo significativas na
resposta do detector ao analito em estudo, preservando também a vida util do sistema
cromatografico.

Portanto, a avaliagdo da etapa de limpeza do extrato de matriz complexa é
indispensavel para reducao dos efeitos causados pela mesma, como alteracdes nas
porcentagens de recuperagao, mascaramento do pico do analito de interesse, levando
a resultados errdneos, podendo ocorrer erros de identificacdo do analito, mesmo este
estando ausente, devido aos interferentes presentes na matriz apresentarem
semelhanca, gerando um resultado falso positivo. Outra alteragéo € a superestimagéo
do resultado devido a um aumento do sinal do detector, quando impurezas volateis
sao eluidas com mesmo tempo de retencao dos pesticidas. Para minimizar esses
efeitos, pode-se fazer uma calibragao utilizando, inicialmente, extrato da matriz em
branco, afim de compensar os efeitos causados por interferentes presentes na matriz
(PINHO et al., 2009).

4.5.2 Limite de deteccgao e limite de quantificagao

Os valores estimados para o LOD e LOQ do método para CS2, foram,
respectivamente, 0,05 mg L' CS2e 0,1 mg kg' CS2, conforme Figura 11, e estes
valores foram obtidos de acordo com os procedimentos ja descritos no item 3.9.2.

Deste modo, o LOQ do método foi considerado como sendo a concentragéo
0,1 mg kg-'de CSz, por ser a menor concentragao validada, que atende aos critérios
descritos no DG-SANTE (2019) para um método quantitativo, sendo esses,
recuperacgao entre 70-120% e RSD < 20%, e o LOD 0,05 mg L' CS2 como sendo o
menor nivel de concentracao detectado pelo método a partir das 7 inje¢des de padrao

de CS2 preparado em extrato de matriz e com RSD < 20%, correspondendo a 0,08 mg
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kg™' CS2 na matriz. A Figura 11 apresenta o cromatograma para o LOD e LOQ do

método.

Figura 11: Cromatograma com LOD (A) e LOQ (B) do método.
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4.5.3 Precisao e exatidao

Para o estudo da exatiddo em termos de recuperacao, realizou-se a fortificacédo
das amostras em erva-mate com tiram em quatro niveis de concentragao 0,1; 0,3; 0,5
e 1,0 mg kg' CS2, realizado em 7 replicatas (n=7) para cada nivel de concentracgio,
conforme descrito no item 3.9.3.

Para avaliagcdo do método em termos de precisio relacionada a repetividade
(RSDx), foram realizados os mesmos procedimentos descritos para estudo da
recuperacdo. Para o estudo da precisao intermediaria (RSDyi), realizou-se 0 mesmo
procedimento utilizado na RSDr, porém executado por diferentes analistas com um
intervaldo de 15 dias.

Os resultados para esses parametros estdo demonstrados a seguir, na Tabela
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Tabela 6: Recuperacdes médias, precisdo em termos de repetitividade (RSDr), e de
precisao intermediaria (RSDpi) obtidos para a fortificagcdo das amostras de erva-mate
com tiram nas concentragdes de 0,1; 0,3; 0,5 e 1,0 mg kg™' CSz, realizadas por dois
analistas diferentes com intervalo de tempo de 15 dias.

Nivel de

fortificagdo em Recuperagéao % + RSD (%) Média das Valores de
(n=7) recuperacgoes (%) +
termos de CS2 RSD (%) (n=14) p
(mg kg™") Analista1  Analista 2

0,1 118,2+53 83,4+95 100,8 + 19,4 <0,0001
0,3 98,9+11,2 86,4 +8,1 925+114 0,03
0,5 93,0+6,8 96,0 +5,0 94,5+5,8 0,20
1,0 73,1+45 71,3+57 72,2+51 0,51

Os resultados obtidos para fortificagao e recuperacao de CSz ficaram entre 71,3
e 118,2%, com repetitividade e precisao intermediaria, respectivamente, RSDr <
11,2% e RSDypi < 19,4%, ou seja, resultados satisfatérios para as concentragdes
estudadas, uma vez que estido dentro dos limites aceitos e recomendados para
processos de validagdo de métodos cromatograficos, conforme descrito pelo DG-
SANTE (2019).

Mesmo a exatidao e precisdo estando dentro dos limites recomendados, ao se
comparar os resultados de exatidao e precisdo nas amostras fortificadas observa-se
que nas concentragdes 0,5 e 1,0 mg kg™! CSz, realizadas por diferentes analistas, ndo
ha grandes diferengas entre os valores obtidos. Porém, ao comparar com 0s
resultados obtidos nas amostras fortificadas, em mesmas condigbes, nas
concentragdes 0,1 e 0,3 mg kg™' de CSz, ou seja, concentragbes mais baixas, verifica-
se que ha diferenca entre os resultados.

Esta diferenca indica a importancia em se ter analistas devidamente treinados
e experientes para este tipo de analises, principalmente quando se trabalha em

concentracdes mais baixas.
4.5.4 Aplicagao do método em amostras comerciais
ApoOs estudo e validacdo do método miniaturizado para determinacdo de

residuos de DTC em erva-mate, foi aplicado o método para analisar amostras

comerciais.
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Ao todo foram analisadas 65 amostras de erva-mate, destas, 61 amostras
produzidas e comercializadas no sul do Brasil, nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parana, 3 amostras de erva-mate produzidas no Brasil e exportadas
para o Uruguai e, 4 amostras de erva-mate produzidas na Argentina e comercializadas
no Brasil. As amostras coletadas para o monitoramento eram de diferentes tipos,
sendo, tradicional, nativa, artesanal e blend.

Ao analisar os resultados das 65 amostras estudadas neste monitoramento, em
33,8% delas foram detectados residuos de CSz, com valores inferiores ao LOQ. A
nivel de quantificagdo, foram obtidas 10,8% das amostras de erva-mate com
concentragdo de CS2 variando entre 0,14 e 0,92 mg kg™'.

A seguir, na Figura 12 estao os resultados do monitoramento obtido para os
quatro tipos de erva-mate utilizados neste estudo.

Figura 12: Resultados do monitoramento obtidos para os quatro tipos de erva-mate

utilizadas neste estudo quanto a presenca de residuos de DTC.
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A legislagao brasileira ndo prevé uso de pesticidas em erva-mate durante seu
cultivo e, por isso, ndao ha um LMR estabelecido para este produto no Brasil. Porém,
de acordo com o Regulamento da Comissdo da Unido Europeia 2017/171, o qual
estabelece como LMR de DTC 0,1 mg kg' de CS2 em chas produzidos a partir de
erva-mate, para o uso de fungicidas da classe dos ditiocarbamatos, como manebe,

mancozebe, metiram, propinebe, tiram e ziram (EUROPEAN COMMISSION, 2017),

os niveis quantificaveis de residuos de CS2 para as amostras comerciais de erva-mate
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monitoradas neste estudo, estariam acima do LMR para DTC por ele estabelecido,
com os niveis de residuos mais altos quantificaveis de DTC para as amostras
produzidas na Argentina, em uma concentragdo 0,79 e 0,92 mg kg-' CSz2 e Brasil com
0,73 mg kg' CS2. Na Tabela 7, podem ser observados os resultados obtidos para o

monitoramento das amostras de erva-mate.

Tabela 7: Niveis de concentracdo de CS2 obtidos apds monitoramento em amostras

de erva-mate produzidas no Brasil e Argentina e comercializadas no Brasil e Uruguai.

Origem de Origem de Concentragao de
Amostra
producgao mercado CS:2 (mg kg™)
Artesanal RS/Brasil RS/Brasil 0,73
RS/Brasil 0,14
Nativa RS/Brasil
RS/Brasil 0,26
RS/Brasil Uruguai 0,59
o Argentina RS/Brasil 0,79
Tradicional
Argentina RS/Brasil 0,92
SC/Brasil SC/Brasil 0,40

Para que ndao houvessem erros na identificacdo do analito em estudo, foram
utilizadas as mesmas referéncias do estudo de quantificacdo, como o tempo de
retencdo de * 1,8 minutos, bem como as referéncias das formas dos picos
cromatograficos e razdo isotdpica 10:1 entre m/z 76 e 78. A Figura 13 mostra o

espectro de massas dos ions monitorados.

Figura 13: Espectro de massas dos ions monitorados na faixa de interessa 76 e 78
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Na Figura 14 estao representados os cromatogramas das amostras de erva-
mate com niveis quantificaveis de CS2 em amostras de erva-mate comercializadas

na Argentina, Brasil e Uruguai.

Figura 14: Cromatogramas das amostras de erva-mate comercial com niveis
quantificaveis de CS2 da (A) Argentina (0,92 mg kg' CSz2), (B) Brasil (0,73 mg kg
CS2), (C) exportadas para o Uruguai (0,59 mg kg™ CSz2), (D) erva-mate correspondente
ao LOQ 0,1 mg kg™' CSo.
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Em 33,3% das amostras monitoradas de producéo no Rio Grande do Sul/Brasil,
foram encontrados residuos de DTC, sendo que, em 21,4% destas foi possivel a
quantificacdo dos residuos de DTC. As amostras de erva-mate monitoradas,

produzidas no Brasil e exportadas ao Uruguai, também obtiveram resultados positivos
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quanto a presenca de residuos quantificaveis de DTC, em uma concentragao de 0,59
mg kg CSa.

A erva-mate, por se tratar de um produto muitas vezes de uso diario por uma
grande parte da populagao, principalmente na porgéo sul do Brasil, por questdes de
tradicao e habito e, por ndo termos na legislagéo brasileira nenhuma lei em vigor que
sustente o uso de pesticidas nesse tipo de cultivo, ndo havendo assim, um limite
maximo para estes residuos, e com base nos resultados apresentados neste estudo,
fica o alerta para a presenga de residuos de DTC na erva-mate comercializada no
Brasil, caracterizando uma possivel contaminagao aquelas pessoas que a consomem

diariamente e em grandes quantidades.
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5 CONCLUSAO

O estudo, desenvolvimento e validacdo do método para determinacdo de
residuos de ditiocarbamatos em amostras complexas como a erva-mate, desde a
otimizagao do procedimento de extragao através da miniaturizacao até a analise por
GC-MS, foram, sem duvidas, imprescindiveis para que fossem obtidos os resultados
acerca da avaliacéo de residuos de ditiocarbamatos nas amostras de erva-mate dos
tipos tradicional, nativa, artesanal e blend, produzidas e comercializadas no Brasil.

Deste modo, os resultados apresentados neste estudo, permitem concluir que,
o método para determinacdo de ditiocarbamatos em erva-mate, é eficiente e de
grande importéncia para que se tenha um adequado controle de qualidade dos
produtos que chegam a mesa dos consumidores.

O desenvolvimento da etapa de purificagao utilizada para os extratos de erva-
mate, além de ser um procedimento pratico e de baixo custo quando comparado ao
valor dos componentes de um sistema cromatografico, apresentou resposta positiva
quanto a retirada de pigmentos co-extraidos pelo solvente organico, uma vez que a
matriz em estudo é bastante complexa.

Os resultados dos parametros de validagao obtidos ao longo deste estudo para
o método individual de determinacdo dos residuos de DTC em erva-mate, foram
satisfatorios para analise de residuos de pesticidas, demonstrando ser eficiente, exato
€ preciso.

Fica o alerta sobre a importancia no preenchimento das lacunas da legislagao
brasileira quanto ao uso de pesticidas, beneficiando, assim, a cadeia produtiva da
erva-mate, a fim de garantir seguranca alimentar aos consumidores do produto final

uma vez que residuos de ditiocarbamatos foram encontrados nas amostras avaliadas.
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APENDICE A — CALCULO PARA O PREPARO DA SOLUCAO DE CLORETO DE
ESTANHO A 1,5% EM ACIDO CLORIDRICO 4 MOL L.

- Para preparar 1 L de HCl 4 M partindo do HCI puro com 37% de pureza e
densidade de 1,19 g mL-:

1mol —————-3646g
4 mol —-----—-- X 3| X=145.84 g de HCl puro

100 g HCI ----------- 37 g de HCI puro

X - 14584 gde HCl puro =|X = 394,16 g de HCI comercial

m (g) 1 19i_394,16g

Densidade = D = e R

v =331 22 mL do produto comercial para preparar

1L de solucio de HC1 4 M

- SnClz 1,5%:
1.5 gde 5nClz ------—--- 100 mL

X - 1000 mL =|X =15 g de 5nCl: para preparar 1 L de solugio

Preparo da solugao:

Pesou-se 15 g de SnCl2em um béquer de 500 mL e, logo em seguida, adicionou-
se 331,22 mL de HCI concentrado. Em uma proveta de 1 L, adicionou-se 600 mL de
agua ultrapura, adicionando-se, vagarosamente, a solugdo acida de SnClz sobre a
agua. Completou-se o volume a 1000 mL.

Apés preparo da solugdo, armazenou-se a mesma em frasco de cor ambar,

certificando-se da vedacgao e devidamente rotulado.



APENDICE B - CALCULO DO FATOR DO METODO

Calculo fator do método:

3,0 mg CSz kgl em matriz
3,0 mg CSz ------------ 1000 g de matriz (erva-mate)
¥ --------—---—----—- 10 g de matriz utilizada no procedimento

¥X=0,03 mg CSz em 10 g de erva-mate

Essa massa de C5:z presente em 10 g de erva-mate vai estar
no volume adicionado de isoctano utilizado no procedimento, ou seja, 15 mL.

0,03 mg CSz -------- 10 g erva-mate ------—- 15 mL isoctano
X 1000 mL

X = 2,0 mg C5z L em solucio

Logo: 3,0 mg CS: kgl em matriz corresponde a 2,0 mg CSz L'l em solucdo. Para esta
relacio, tem-se que o fator do método & 1,5.
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