UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CENTRO DE ENERGIA NUCLEAR NA AGRICULTURA

GRAZIELA CRISTINA ROSSI DE MOURA ANDRADE

Analises multirresiduos de agrotoxicos em tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) utilizando CG-EM e monitoramento

Piracicaba

2009



GRAZIELA CRISTINA ROSSI DE MOURA ANDRADE

Analises multirresiduos de agrotoxicos em tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) utilizando CG-EM e monitoramento

Dissertacao apresentada ao Centro de
Energia Nuclear na  Agricultura da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do
titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de Concentracdo: Quimica na
Agricultura e no Ambiente

Orientador: Prof. Dr. Valdemar Luiz
Tornisielo

Piracicaba
2009



AUTORIZO A DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO
E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicagédo (CIP)
Secgao Técnica de Biblioteca - CENA/USP

Moura Andrade, Graziela Cristina Rossi de
Andlises multirresiduos de agrotoxicos em tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) utilizando o CG-EM e monitoramento / Graziela Cristina Rossi
de Moura Andrade; orientador Valdemar Luiz Tornisielo. - - Piracicaba, 2009.
115 p.: fig.

Dissertagdo (Mestrado — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias. Area
de Concentracdo: Quimica na Agricultura e no Ambiente) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo.

1. Analise de alimentos 2. Cromatografia gasosa capilar 3. Espectrometria
de massas 4. Inseticidas I. Titulo

CDU 635.64:632.95.028




Aos meus pais, José Carlos (in memoriam) e
Rosa, pelo carinho e pelo imensurdvel amor
que me dedicaram, e pelo exemplo de que
palavras amdveis ndo custam nada e
consequem muito.....

Ao meu marido Daniel, pelo apoio, amor e
por me ajudar a compreender que na

plenitude da felicidade , cada dia é

uma vida inteira.....



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Valdemar Luiz Tornisielo, pela paciéncia, atencdo e apoio

durante o desenvolvimento deste trabalho.
A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo pela concesséo
da bolsa de mestrado e pelo apoio financeiro para a concretizacao desta

pesquisa.

A Dr*. Rosana Maria Oliveira Freguglia, pela atencdo e ensinamentos sobre

cromatografia tdo fundamentais para a realizacao deste trabalho.

A amiga Carla Crispino Kamogawa, pelo incentivo e apoio.

Aos queridos amigos do Laboratério de Ecotoxicologia: Nadia, Giuliane,
Cidinha, Neide, Marilia, Manoela, Rafael, Franz, Aderbal, Paulo, Priscilla e
Marcela pelo agradavel convivio e apoio.

A Dr®. Lucimara Blumer, pelo auxilio nas analises estatisticas.

Ao Dr. Sady Aléxis Chavauty, pela apresentacdao ao método QUEChERS e

pelas correcoes e elogios.

Aos técnicos do Laboratorio de Ecotoxicologia: Dorelli, Rodrigo, Rosangela e

Silvania, pelo auxilio prestado a realizacao deste trabalho.

Ao pesquisador Dr. Jorge José do Vale Oliveira, do Ital — Campinas, pela

colaboracao na fase inicial deste projeto.

A pesquisadora Dr?. Regina Prado Zanes Furlani, pela elucidacdo de duvidas

sobre o método e pela atencao e carinho.



A todos os funcionarios da Bioagri Laboratérios Ltda, pelas dicas nas

analises cromatograficas, em especial ao Max pela ajuda prestada.

A todos os funcionarios do Cena/USP, que participaram de forma direta ou

indireta neste trabalho.

A todos os funcionarios da Biblioteca, em especial a Marilia Ribeiro Garcia

Henyei pela gentileza e atencao na correcao deste trabalho.

A minha eterna orientadora Dr?®. Maria Josefa dos Santos Yabe, da

Universidade Estadual de Londrina, pelo apoio e exemplo...

Ao Gilmar R. Souza da Thermo Scientific pela ajuda nas analises

cromatograficas.

A Claudia do Varejao Benjamim e Ronaldo e Claudete do Varejao Vale Verde

pela disponibilizacao das amostras e pela gentileza.

A toda minha familia e amigos, principalmente as minhas irmas Gi e Ani, e a
cada um que de alguma forma torceu por mim e assim ajudou-me a

fortalecer e concretizar esse sonho.

A Deus, que tanto me ajudou, dando-me saude, paciéncia, entendimento e
dirigindo meus caminhos, muitas vezes colocando pessoas especiais em

minha vida.



"Reparta o seu conhecimento. E uma forma de
alcangar a imortalidade."
Dalai Lama

'Comece fazendo o que é necessdrio, depois o
que é possivel, em breve estards fazendo o
impossivel."

Sdo Francisco de Assis



RESUMO

MOURA-ANDRADE, G. C. R. Analises multirresiduos de agrotoxicos em
tomate (Lycopersicon esculentum Mill) utilizando CG-EM e
monitoramento. 2009. 115 f. Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2009.

A preocupacao com os danos provocados a saude do trabalhador rural e ao
meio ambiente devido ao uso indiscriminado de agrotéxicos tem aumentado
nos ultimos anos. O uso generalizado e intensivo destas substancias tem
gerado diversos problemas relacionados a saude publica e ao desequilibrio
ambiental, incluindo: intoxicacoes de agricultores, contaminacao de
alimentos, agua e solos. O tomate € hoje, uma hortalica bastante conhecida
e de elevado consumo no mundo. Sua cultura €& bastante afetada por
quebras de rendimento e depreciacao da qualidade de matéria- prima, em
razao da ocorréncia de doencas, pragas e estresses abioticos. Apesar da
preocupacdo com o monitoramento dos residuos de agrotoxicos nos
alimentos, poucas metodologias analiticas podem alcancar resultados de alta
qualidade simultaneamente para uma gama extensiva de agrotoxicos. No
presente estudo, foi desenvolvida e validada a metodologia de analise de
multirresiduos QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe)
para quantificacao de residuos de agrotoxicos em tomate. Este método prové
resultados de forma rapida, facil, com custo acessivel e com alta qualidade.
Foram analisados agrotoxicos utilizados principalmente no controle de
insetos, sendo: buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, B-endossulfam,
sulfato de endossulfam e monocrotofés. Para isso, realizou-se a fortificacao
do tomate, previamente homogeneizado, com solucdes contendo os
agrotoxicos em 3 niveis de fortificacao (0,0625; 0,25 e 1,00 mg/Kg). A
purificacao dos extratos foi realizada através de clean-up dispersivo, e em
seguida os extratos foram analisados por CG-EM modo SIM. Neste estudo
avaliaram-se os seguintes parametros de validacao do método: linearidade
da curva analitica, sensibilidade, limite de deteccao (LD), limite de

quantificacao (LQ), o efeito matriz, bem como a precisdao e a exatiddao (em



termos de percentual de recuperacao). A faixa linear de concentracao das
curvas analiticas situou-se entre 0,25 a 4,0 ng.uL'! com valores de r2
maiores que 0,99 (na matriz). A técnica CG-EM modo SIM promoveu a
quantificacao (critérios de recuperacao entre 70 e 120% e valores de CV%
menores que 20%) de todos os agrotoxicos estudados. Portanto, conclui-se
que o método mostrou-se adequado as analises multirresiduos dos
agrotoxicos em tomate, apresentando sensibilidade e seletividade adequadas,
e todos os parametros de validacao encontram-se de acordo com os limites
sugeridos para validacao de métodos cromatograficos. Foram coletadas
amostras (n=33) em varejoes na cidade de Piracicaba e os niveis residuais de
agrotoxicos apresentaram-se abaixo dos limites de deteccao para os
produtos analisados. Os produtos acefato, deltametrina, difenoconazole e
fenpropatrina foram avaliados no sistema CG-EM e nao apresentaram
sensibilidade e seletividade nas condi¢coes cromatograficas aplicadas. A
implementacdo de novos métodos cromatograficos para analise de residuos
de agrotoxicos em alimentos devem ser fomentados para contribuir com o
monitoramento eficiente, visando avaliar a qualidade e seguranca dos
alimentos consumidos pela populacao, caracterizar as fontes de
contaminacdo e proporcionar uma avaliacdo quanto ao uso inadequado e

nao autorizado dos agrotoxicos.

Palavras-chave: Tomate. Agrotoxicos. CG-EM modo SIM. Meétodo
QuEChERS. Analises multirresiduos.



ABSTRACT

MOURA-ANDRADE, G. C. R. Multiresidue analysis of pesticides in tomato
(Lycopersicon esculentum Mill) using GC-MS and monitoring. 2009.
115 f. Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,

Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2009.

The concernment about the damage caused to the health of rural workers
and the environment due to indiscriminate use of pesticides has increased in
recent years. The commonly and intensive use of these substances has
created several problems related to public health and environmental
disequilibrium, including poisoning of farmers, contamination of food, water
and soil. Nowadays, the tomato is a well known vegetables and high
consumption in the world. Its culture is highly affected by loss of yield and
depreciation of the quality of raw material, due to the occurrence of diseases,
pests and abiotic stresses. Considering the concernment about the
monitoring of pesticide residues in food, few analytical methods can achieve
high quality results for both a wide range of pesticides. In this study, was
developed and validated the methodology of multiresidue analysis
QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe) for quantification
of residues of pesticides in tomatoes. This method provides results quick,
easy, inexpensive and high quality. Were analyzed mainly pesticides used to
control insects, are: buprofezina, carbofuran, a-endossulfam, -
endossulfam, sulphate endossulfam and monocrotophos. Then, performed a
spiking of tomatoes homogenized previously, with solutions containing
pesticides, in 3 of fortification levels (0.0625, 0.25 and 1.00 mg/kg). The
purification of the extracts was performed by dispersive clean-up, and then
the extracts were analyzed by GC-MS using SIM mode. This study evaluated
the following parameters for validation of the method: linearity, sensitivity,
limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), matrix effect, precision

and accuracy (in terms of percentage of recovery). The linear range of



concentration of the analytical curves was between 0.25 to 4.0 ng.puL-! with
r2 values of greater than 0.99 (in the matrix). The technique GC-MS SIM
mode promoted quantification (criteria of recovery between 70 and 120% and
RSD% values of less than 20%) of all pesticides studied. Therefore,
concluded that the method proved to be appropriate for multiresidue
analysis of pesticides in tomatoes, showing sensitivity and selectivity
adequate, and all parameters of validation are according with the limits
suggested for validation of chromatographic methods. Samples were
collected (n = 33) in the Piracicaba city in local market and the levels of
pesticide residues were below the limits of detection for the products
analyzed. The products acephate, deltamethrin, difenoconazole and
fenpropathrin were evaluated in the GC-MS and showed no sensitivity and
selectivity in the chromatographic conditions applied. The implementation of
new chromatographic methods for analysis of pesticide residues in food
should be encouraged to contribute to efficient monitoring to evaluate the
quality and safety of food consumed by the population, identify the sources
of contamination and provide an assessment as to the misuse and use

unauthorized pesticides.

Keywords: Tomato. Pesticides. GC-MS SIM mode. QUEChERS method.

Multiresidue analysis.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacao mundial e a consequente necessidade do
aumento da produtividade no setor agricola levaram a intensificacdo do uso
de agrotoxicos na producao de alimentos, cujas consequéncias para a saude
do homem e o impacto ambiental nao sao totalmente conhecidos. No Brasil,
a presenca de residuos de defensivos em alimentos, somada a contaminacao

da agua, constitui um problema de satide publica (ARAUJO et al., 2000).

A rapidez de acao, facilidade de uso, economicidade e eficiéncia dos
produtos quimicos aparentemente constituiram-se na solucao de inumeros
problemas agricolas, fazendo com que houvesse um incremento substancial
na producao e consumo de agrotoxicos nas ultimas décadas. Entretanto,
essa grande utilizacdo, muitas vezes de forma inadequada, pode
eventualmente trazer problemas de saude publica, com grande numero de

intoxicacoes (PESSINI, 2003).

A falta de orientacdo técnica na aplicacao dos agrotoxicos na cultura
de tomate revela também o fato de estes serem aplicados preventivamente.
Isto € um grave problema fitossanitario, porque possibilita o aumento da
resisténcia de pragas e requer um crescente uso de novos produtos e
misturas, o que pode acarretar em perdas de producao e elevacao de custos

(ARAUJO et al., 2000).

Na busca para eliminacdo deste problema, os ambientalistas
assumiram a defesa de uma agricultura sem a utilizacao de agrotoxicos.
Entretanto, sabe-se que culturas livres de agrotoxicos geram colheitas com
menor rendimento, o que conduz a maiores areas de cultivo para se obter a
mesma quantidade de alimentos, colocando em risco novos ecossistemas.
Por isso, os agrotoxicos sintéticos continuam sendo as alternativas mais

eficazes no controle de pragas (PINHO, 2007).
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A analise de residuos de agrotoxicos desempenha um papel
indispensavel na estimativa da exposicao dos seres humanos e do ambiente
a esses produtos e no controle do cumprimento dos agricultores as boas
praticas agricolas, visando facilitar as decisdes regulamentares e comerciais
e reforcar a confianca dos consumidores na seguranca alimentar. Para
suprir essas necessidades, fabricantes de instrumentos e analistas de
residuos ao redor do mundo estdo em constante desenvolvimento e
implementacao de novas técnicas analiticas e abordagens com o objetivo de
simplificar e acelerar os procedimentos, melhorar a qualidade da analise e
reduzir o consumo de reagentes e trabalho analitico (ANASTASSIADES;
SCHERBAUM, 2005).

Desde que a presenca de residuos de agrotoxicos em produtos
agricolas tornou-se evidente e, como consequiéncia dos riscos potenciais que
representam para a saude humana, diversas leis de protecao da saude
publica foram aprovadas em numerosos paises. Tal interesse, ndo apenas
dos governos, mas que também refletiu na opinido publica, levou a
intensificacao das acoes para assegurar a seguranca do fornecimento de
alimentos e para proteger os seres humanos dos residuos danosos. Neste
contexto, a quimica analitica tem wuma posicao fundamental, pois
desempenha um papel importante em varios dominios: a definicao de "niveis
seguros", bem como fornecer informacodes adicionais para o estabelecimento
dos mecanismos basicos de toxicidade; localizacao destes compostos na
cadeia alimentar; fornecer apoio para o estabelecimento dos niveis
regulamentares ou "limites maximos de residuos” (LMR); e a determinacao
da presenca de residuo de agrotoxicos e/ou seus metabolitos no

abastecimento alimentar (AGUERA; KOK, 2005).

Tradicionalmente, a cromatografia gasosa (CG) tem sido a técnica
analitica escolhida para analise de residuo em alimentos, e avancos nesta
area tém sido estreitamente associados a evolucao da técnica. O
acoplamento com a espectrometria de massa (EM) tornou-se viavel com a
introducao da coluna capilar. A introducao de detectores ion-trap, no final de

1980, representou uma melhora importante na analise dos residuos de
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agrotoxicos, consequéncia de sua excelente sensibilidade em niveis de

picograma (AGUERA; KOK, 2005).

Visto que a utilizacdo de agrotoxicos para o controle de doencas e
pragas na cultura de tomate no Brasil € expressiva, o monitoramento
detalhado e eficiente dos residuos nesta hortalica é de fundamental
importancia, principalmente para assegurar a qualidade dos alimentos que
chegam a mesa do consumidor. Para isso faz-se necessario um estudo no
qual sejam efetuadas analises multirresiduos de agrotoxicos com
metodologia analitica que possa alcancar resultados de alta qualidade

simultaneamente para uma ampla variedade de agrotoxicos.

Este estudo tem como proposito a validacdo do método multirresiduo
de extracao QUEChERS para amostras de tomate e analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) dos agrotoxicos:
acefato, buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, -endossulfam, sulfato de
endossulfam, deltametrina, difenoconazol, fenpropatrina e monocrotofos, de
diferentes grupos quimicos, bem como o monitoramento de agosto de 2007 a
outubro de 2008 em amostras (n=33) coletadas em varejoes da cidade de
Piracicaba-SP, visando facilitar e incentivar a investigacao de multirresiduos

nesta matriz.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tomate

O tomate € uma planta anual, que pode atingir uma altura de mais de
dois metros. A primeira colheita € realizada 45-55 dias apoés a florescéncia,
ou 90-120 dias depois da sementeira. A forma dos frutos difere conforme a
cultivar (variedade cultivada). O fruto nao maduro € verde, o maduro varia
entre amarelo, cor-de-laranja a vermelho. No geral, o fruto é redondo, com

uma superficie lisa ou canelada (NAIKA et al., 2006).

A cultura do tomate, nas regides tropicais e subtropicais, € geralmente
afetada por expressivas quebras de rendimento e depreciacdo da qualidade
de matéria-prima, em razao da ocorréncia de doencas, pragas e estresses
abioticos. Entre as pragas de maior preocupacdo na tomaticultura

destacam-se a mosca-branca e a traca-do- tomateiro (MELO; VILELA, 2005).

2.1.1 Origem

E originario da zona andina de Ameérica do Sul, mas foi domesticado
no México e introduzido na Europa em 1544. Mais tarde disseminou-se da
Europa para a Asia Meridional e Oriental, Africa e Oriente Médio. Mais
recentemente, o tomate silvestre foi distribuido para outras partes da

Ameérica do Sul e do México (NAIKA et al., 2006).
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2.1.2 Importancia economica

No ultimo relatorio divulgado em 2008 pelo United State Department
of Agriculture - USDA o Brasil nao importou tomates em 2007, mas ampliou
as exportacoes, devido a um periodo prolongado de geada na Argentina, de
praticamente zero para 10.000 toneladas. O maior consumo e exportacao de
tomate levaram a precos mais elevados em todas as areas. O clima mais seco
e quente manteve sob controle doencas e insetos, contribuindo para elevados
rendimentos da cultura em 2007 no Brasil, sendo que os maiores produtores
foram os estados de Goias, Minas Gerais e Sao Paulo, que juntos alcancaram

57% do total da producao (USDA, 2008).

As importacoes de tomate fresco no Brasil, que eram principalmente
provenientes de outros paises sul-americanos, cairam consideravelmente
nos ultimos anos. O Uruguai € tradicionalmente a maior fonte de

importacoes do Brasil de tomate fresco (USDA, 2008).

O preco médio do tomate entre abril e outubro de 2007 foi de R$19,59
(US$ 12) por caixa de 23 quilos em Minas Gerais e R$17 (US$10), em Sao
Paulo, equivalente a um aumento de 82% sobre os precos de 2006. A alta no
consumo e na exportacdo do tomate foi um incentivo para os produtores
brasileiros aumentarem os investimentos em maquinas e tecnologia fora da

estacao, o que tem causado impacto sobre o rendimento (USDA, 2008).

Os tomates podem ser cultivados em varias regidoes do Brasil, e o clima
favoravel permite producao durante todo o ano em muitas areas, mas a
principal temporada vai de junho a setembro. Os rendimentos sdo mais
elevados em regioes com inverno suave e baixa chance de geada. A producéao
no verao apresenta maiores riscos para doencas e problemas, e €
concentrada em altitudes mais elevadas. O custo de producao do tomate é
muito elevado, uma vez que implica a utilizacdo intensiva de mao de obra e
insumos importados, tais como sementes, fertilizantes e produtos quimicos

(USDA, 2008).
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2.1.3 Importancia nutricional e composicao

O fruto caracteriza-se por ser carnoso, macio, com dois ou mais
loculos, protegido por uma cuticula quase impermeavel a gases e a agua,
que contém internamente uma cavidade locular (Figura 1) com quantidades
variaveis de ar. O tomate € sensivel ao empilhamento, a quedas e a outros
impactos. Por isso deve-se atentar para os cuidados na pos-colheita. Quanto
menor o manuseio, melhor sera a manutencao dos atributos de qualidade da

matéria-prima (ANDREUCCETTI, 2005).

Cavidade locular
contendo gel e
sementes

Epiderme

Parede externa
do pericarpo

Parede interna
do pericarpo

Parede radial do
pericarpo

Fonte: Adaptado de ANDREUCCETTI (2005)

Figura 1 - Secao transversal do fruto do tomateiro.

O crescente consumo de tomate esta relacionado, entre outros fatores,
a solidificacao de redes de fast food, que utilizam essa hortalica nas formas
processada e fresca. Além disso, a necessidade de maior rapidez no preparo
de alimentos, elevou a demanda por alimentos industrializados ou

semiprontos — no caso do tomate, principalmente na forma de molhos pré-
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preparados ou prontos para consumo, como os catchups. Mais
recentemente, a demanda por tomate foi reforcada pela busca de alimentos
mais saudaveis, favorecendo também o crescimento da venda do produto
fresco (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007). De acordo com o IBGE (2003), no
periodo 2002-2003 a aquisicao alimentar domiciliar per capita anual no
Brasil foi de 13,413 Kg para hortalicas frutosas, sendo que destas, a
hortalica mais consumida foi o tomate com 37,27% seguida da cebola com

25,87% do consumo.

O consumo per capita de tomate no Brasil € bastante baixo comparado
a outros paises, especialmente para tomates frescos. Segundo a CEAGESP
no ano de 2007 o consumo per capita de tomate no Brasil foi de 6,5 quilos
por ano, enquanto o consumo per capita na Noruega, Grécia, Suica e outros
paises excedeu a 40 quilos por ano. O consumo do tomate fresco no Brasil
devera aumentar com o crescimento economico, a melhoria das variedades e

o controle de qualidade (USDA, 2008).

O tomate € um alimento funcional devido aos altos teores de vitaminas
A e C, além de ser rico em licopeno, vitamina B, ferro, potassio e fosforo.
Pesquisas apontam que o consumo de licopeno, um antioxidante que
combate os radicais livres, presente tanto no fruto fresco como no
processado, ajuda na prevencao de canceres, principalmente cancer de
prostata (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007). Os efeitos anticarcinogénicos do
licopeno se realizam através de varios mecanismos: como inibidor da
proliferacdo de células cancerigenas GO-G1 do ciclo reprodutivo celular e
impedindo a carcinogénese, protegendo importantes biomoléculas celulares
incluindo lipoproteinas e DNA. Estudos mostram que os produtos a base de
tomate podem desempenhar papel importante na prevencao do cancer de
prostata. No entanto, este efeito € modesto. O licopeno apresenta um
potencial interessante como agente terapéutico, no entanto até o presente
momento, nenhum beneficio clinicamente relevante foi encontrado em
pacientes que consumiram suplementos de licopeno em estagios avancados

da doenca (ETMINAN; TAKKOUCHE; CAAMANO-ISORNA, 2004).
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A composicao dos frutos, além de ser uma caracteristica da cultivar,
pode ser também influenciada pelas condicoes edafoclimaticas da regiao
produtora. Durante o processo de maturacdao dos frutos ocorrem grandes

transformacoes nas caracteristicas dos mesmos (EMBRAPA, 2003).

Na Tabela 1 apresenta-se a composicdo centesimal do tomate
(Lycopersicum esculentum Mill) cru, segundo a Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sao Paulo (USP/FCF, 2008).

Tabela 1 - Composicao centesimal do tomate (Lycopersicum esculentum Mill )

cru (em cada 100 g)

Composicao Centesimal Unidade Valor por
100g
Umidade g 94,86
Energia Kcal 15
Energia kJ 63
Proteinas g 1,20
Lipideos Totais g 0,33
Carboidratos Totais (por diferenca) g 3,16
Carboidratos “Disponiveis” (por diferenca) g 1,81
Cinzas g 0,45
Fibra Alimentar Total g 1,35

Fonte: Departamento de Alimentos e Nutricao Experimental (USP/FCF, 2008)
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2.1.4 Producao mundial

Segundo os ultimos dados divulgados pela FAO, em 2007 os dez
maiores produtores mundiais de tomate foram: China, Estados Unidos,
Turquia, India, Egito, Italia, Ird, Espanha, Brasil e México (Figura 2). Estes
paises respondem a mais de 72,96% da producao mundial desta hortalica

(FAO, 2009c).

A producao mundial de tomate em 2007 foi de 126,246 milhoes de
tonelada, aproximadamente 53,70% de todo o tomate produzido no mundo é
proveniente da Asia. A China é o principal produtor mundial de tomate com
33,645 milhoes de toneladas, ou seja, 26,65% do total produzido, seguido
pelos Estados Unidos com 9,11% (FAO, 2009c).

A producao global do tomate duplicou nos ultimos 20 anos. Um dos
principais fatores para a expansao da cultura € o crescimento do consumo.
Entre 1983 e 2003, o consumo mundial per capita aumentou de 11 Kg por
pessoa por ano para 16 Kg, um aumento de 45,5% de acordo com dados da
Organizacao das Nacoes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO,

2009b).

Apesar dos avancos na produtividade em muitos paises, o rendimento
meédio mundial pouco avancou, passando de 23,84 t/ha em 1987 para
apenas 27,28 t/ha em 2007 (FAO, 2009c). Parte dos maiores produtores
mundiais de tomate ainda apresenta pequeno rendimento, decorrente da
baixa tecnologia aplicada e do uso de variedades menos produtivas. Cerca de
80% da producao da China, maior produtor do mundo, € realizada com
plantas de polinizacdo aberta, que tem rendimento inferior ao dos hibridos.
A produtividade na China é de aproximadamente 23,12 t/ha, portanto é

inferior a média mundial (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007).
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Figura 2 - Maiores produtores mundiais de tomate em 2007 (FAO, 2009c)

2.1.5 Producao no Brasil

O Brasil destaca-se como o 9° maior produtor de tomate no mundo,
sendo que a producao de tomate, na safra de 2007 foi de 3,364 milhoes de
toneladas. A producao brasileira corresponde a 2,66% da producao mundial.
A producao média do pais cresceu 1,324 milhoes de toneladas do periodo 20

anos (FAO, 2009c).

De acordo com o IBGE, no ano de 2007 a area plantada no Brasil da
cultura de tomate foi de 58.575 ha, sendo que 23.705 ha foram plantadas na
regiao sudeste que se destacou como maior regiao produtora. A quantidade
total produzida foi de 3.431.232 t, dentre as quais 43,54% foram produzidas
na regiao sudeste e apresentaram uma producao de 944.421 mil reais

(IBGE, 2007).
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A distribuicao territorial da area plantada de tomate no Brasil esta

apresentada na Figura 3, para a safra de 2007 (IBGE, 2007).

Cor De Ate
260 4.630

4. 707 7.235
9.287 97.295
104.981 196.824
211.727 £501.960

Fonte: IBGE Producéao Agricola Municipal (2007)

Figura 3 - Cartograma da producao de tomate (em toneladas) no Brasil, na

safra de 2007

O maior estado produtor de tomate em 2007 foi Goias com 801.960 t
(Figura 4) seguido por Sao Paulo com producao de 763.227 t e Minas Gerais
com 421.455 t. A area plantada nesses estados foram respectivamente

9.820, 12.466 e 6.879 hectares (IBGE, 2007).
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No Brasil, a difusdo de técnicas de irrigacao, o uso intensivo de
insumos e a introducao de hibridos mais produtivos e com menores perdas
na pos-colheita foram os principais fatores que contribuiram para o aumento
da produtividade do tomate nacional. O rendimento médio do tomate no
Brasil em 2007 foi de 59,36 t/ha (FAO, 2009c), contudo produtores mais
tecnificados chegam a alcancar mais de 100 t/ha, valores muito maiores que

a média de rendimento mundial (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007).

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
- MAPA, em 2005 o Brasil exportou 476 toneladas de tomates frescos ou
refrigerados e 9.809 toneladas de tomates preparados ou conservados
(BRASIL, 2006). Esses dados mostram que o Brasil ainda apresenta baixa
insercao no mercado internacional, tanto no segmento de fruto destinado ao
consumo in natura quanto no de pasta de tomate. As razdes para essa baixa
insercao sao: alto custo do produto nacional, grande distancia dos principais
paises consumidores e barreiras ao comeércio externo (CARVALHO;

PAGLIUCA, 2007).
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Fonte: IBGE, 2007

Figura 4 - Quantidade produzida em tonelada no ano de 2007 para a cultura

de tomate nos estados brasileiros
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2.2 Agrotoxicos

Os agrotoxicos e o manejo quimico dos problemas fitossanitarios
enfrentados na agricultura constituem técnicas adotadas muito difundidas
nos padroes praticados nos principais centros mundiais de producao de
alimentos, nos ultimos 40 anos. Alguns autores sustentam que as perdas
globais nos cultivos decorrentes dos ataques de pragas e doencas poderiam
sofrer um aumento estimado em 42%, atingindo cerca de 70% de perdas na

auséncia das praticas de controle quimico (ALVES FILHO, 2002)

2.2.1 Definicao

O Codigo Internacional de Conduta para distribuicao e utilizacao de
pesticidas (FAO, 2002) define agrotéoxicos como qualquer substancia ou
mistura de substancias destinadas a prevenir, destruir ou controlar
qualquer praga, incluindo os vetores de enfermidades humanas ou de
animais, as espécies de plantas ou animais indesejaveis que causam
prejuizo ou que interfiram de qualquer outra forma na producao, elaboracao,
armazenamento, transporte ou comercializacdo de alimentos, produtos
agricolas, madeira e produtos de madeira ou alimentos para animais, ou que
possam ser administrados aos animais para combater insetos, aracnideos ou
outras pragas. O termo inclui as substancias destinadas como reguladoras
de crescimento das plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes para reduzir
a densidade de frutas ou agentes para evitar a queda prematura de frutas, e
as substancias aplicadas aos cultivos antes ou depois da colheita para
proteger o produto contra a deterioracdo durante o armazenamento e

transporte.
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O residuo de pesticida é definido pelo Coédigo Internacional, como
qualquer substancia especifica presente nos alimentos, produtos agricolas
ou alimentos para animais como consequéncia do uso de pesticida. O termo
inclui qualquer derivado de pesticida, como produtos de conversao,
metabolitos, produtos de reacdo, e impurezas consideradas de importancia
toxicologica. O termo “residuo de pesticida” inclui tanto os residuos de
procedéncia desconhecidas ou inevitaveis (por exemplo, ambientais), como

os derivados de usos conhecidos da substancia quimica (FAO, 2002).

No Brasil, a adocdao dos termos defensivos agricolas, produtos
fitossanitarios, pesticidas, biocidas e agrotoxicos tem sido marcada por
controvérsias ha anos. A legislacdo brasileira adotou e definiu o termo
agrotoxico segundo o decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que
regulamentou a lei no 7.802/ 1989, como: “produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de producao,
no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento” (BRASIL, 2002).

A principal diferenca observada entre as definicoes € que o Coddigo
Internacional também classifica como agrotoxicos as substancias utilizadas
apos a colheita, para a protecao do produto contra a deterioracdo durante o

armazenamento e transporte.

O emprego de agrotoxicos na agricultura tem seus beneficios
econdmicos, uma vez que asseguram o controle e combate de pragas e
doencas, protegendo a qualidade da producado. Por outro lado, os
consumidores destes produtos agricolas podem estar expostos aos
agrotoxicos, devido a presencas destes nos alimentos. Entre os efeitos

nocivos causados ao homem, por estas substancias, podemos citar: danos ao
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sistema nervoso central, problemas no sistema reprodutivo e locomotor,

deficiéncia mental, entre outros (ALDER et al., 2006).

2.2.2 Historico no mundo e no Brasil

O desenvolvimento da sintese organica durante a Segunda Guerra
Mundial e a consolidacdo da agricultura chamada moderna tiveram
importancia fundamental no desenvolvimento da industria mundial de
agrotoxicos. Em 1939, com a descoberta das propriedades inseticidas do
DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), um composto organico sintetizado por
Otto Ziedler em 1874, foi dado inicio a um marco revolucionario nas
tecnologias até entdo empregadas para o combate as pragas (ALVES FILHO,

2002; SPADOTTO et al., 2004).

No Brasil, os primeiros registros de compostos organoclorados foram
feitos no ano de 1946. Nesse mesmo periodo foram introduzidos os
inseticidas sistémicos e, em 1958, os antibioticos a base de sais de
estreptomicina. Durante os anos de 1954 a 1960, foi intenso o processo de
novos produtos junto ao Ministério da Agricultura. Os numeros divulgados
pelo servico de defesa sanitaria vegetal davam conta de que 2.045 produtos

haviam sido registrados no periodo (ALVES FILHO, 2002).

Ja na década de 60 comecaram a surgir novos produtos classificados
como de “terceira geracao” (produtos biologicos, fisiologicos, ferormonios e
piretroides), numa fase onde a busca por produtos menos toxicos para o
homem e o ambiente passaram a ocupar a estratégia da industria quimica.
Essa preocupacao ocorreu devido a graves problemas identificados, tanto
relacionados aos processos de intoxicacoes agudas e cronicas sofridas pelas
populacoes expostas direta ou indiretamente, como pelos acidentes

ambientais e problemas de eficiéncia agronéomica dos produtos, estes ultimos
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desencadeados pelos mecanismos de resisténcia das populacoes de pragas

aos produtos utilizados (ALVES FILHO, 2002).

Os avancos nos estudos entomologicos permitiram a criacdo de
produtos da “quarta geracao” que possuem algumas vantagens, como alta
capacidade de degradacao ambiental e especificidade de acao. A utilizacao de
substancias quimicas para o combate de pragas a partir do desenvolvimento
de produtos sintéticos sempre causou conflitos sobre os reais prejuizos e

beneficios advindos dos agrotoxicos (ALVES FILHO, 2002).

No Brasil, a década de 70 foi a época de grande expansao da producao
e do uso dos agrotoxicos, principalmente pelos incentivos para a producao
agricola e para a politica de exportacao. Neste periodo, a elevacao do custo
da mao-de-obra no setor agricola e o éxodo rural estimularam o uso de
controle quimico na eliminacao de plantas daninhas e os herbicidas
passaram a ser cada vez mais utilizados. Isto justifica o aumento no
consumo de herbicidas no periodo de 1964 -1979 que foi de 5414%, ao
passo que o de inseticidas foi de 234% (LARA; BATISTA, 1992).

Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Agricola houve aumento nas vendas dos seguimentos de inseticida e
fungicida no ano de 2008, devido ao crescimento das culturas de soja, milho,
trigo, feijao, batata e tomate. As vendas de agrotoxicos de janeiro a outubro
de 2008, comparado ao mesmo periodo de 2007, apresentaram um
crescimento acumulado de 31%, totalizando um mercado de 10.246 milhoes

de reais indicando crescimento de aproximadamente 17% (SINDAG, 2008).

2.2.3 Classificacao

Os agrotoxicos podem ser classificados quanto a finalidade (aficida,

ovicida, larvicida, raticida, formicida, acaricida, inseticida, entre outros),
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toxicidade, ao modo de acao (ingestao, contato, microbiano e fumegante) e a
sua estrutura quimica, sendo classificados em clorados, fosforados,
carbamatos, piretroides, tiocarbamatos, benzimidazoéis, derivados de uréia,
tiadiazinona, triazoéis, etc. Quanto a origem, a divisao envolve os compostos
inorganicos (compostos de mercurio, bario, enxofre e cobre), os agrotéxicos
de origem vegetal, bacteriana e fungica (piretrinos, antibioticos e fitocidas), e

os agrotoxicos organicos (CELLA, 2002; SANCHES et al., 2003).

Quanto a persisténcia, os agrotoxicos sdo classificados segundo o
tempo de meia vida, que é o tempo necessario para que a concentracdo dos
agrotoxicos seja reduzida para a metade da quantidade aplicada, através de
processos de degradacdo biologica ou quimica. As persisténcias sao
consideradas: curta (até 90 dias); média (de 91 a 180 dias); longa (maior que
180 dias). O deslocamento dos agrotoxicos no perfil do solo durante sua
meia vida pode ser pequeno (até 20 cm), médio (de 21 a 60 cm) ou grande

(maior que 60 cm) (SANCHES et al., 2003; SHEN; HU; HU, 2009).

2.2.4 Toxicidade

Com o objetivo de distinguir seu grau de toxicidade, os agrotoxicos sao
classificados em quatro classes toxicologicas. Esta classificacao € baseada
na identificacao do componente de risco referente a uma substancia quimica
e diferencia a toxicidade dos agrotoxicos, com base no ingrediente ativo e sua
formulacao (SANCHES et al., 2003). A toxicidade da maioria dos agrotoxicos
é expressa em valores referentes a Dose Média Letal (DLso), por via oral,
representada por miligramas do ingrediente ativo do produto por quilograma
de peso vivo, que sao necessarios para matar 50% da populacao de ratos ou
de outro animal teste. A DLsp é usada para estabelecer as medidas de
seguranca a serem seguidas para reduzir os riscos que o produto pode

apresentar a saude humana (BARRIGOSSI, 20006).
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Os agrotoxicos sao agrupados em classes, de acordo com a sua
toxicidade, e no Brasil as formulacdes sao obrigadas a apresentar no rétulo a
cor correspondente a classe de sua toxicidade, conforme demonstrado na

Tabela 2.

A Portaria Normativa IBAMA N° 84, de 15 de outubro de 1996, no seu
Art. 3° classifica os agrotoxicos quanto ao potencial de periculosidade
ambiental baseando-se nos parametros bioacumulacdo, persisténcia,
transporte, toxicidade a diversos organismos, potencial mutagénico,
teratogénico, carcinogénico, obedecendo a seguinte graduacdo: Classe I -
Produto Altamente Perigoso, Classe II - Produto Muito Perigoso, Classe III -

Produto Perigoso E Classe IV - Produto Pouco Perigoso (IBAMA, 1996).

Tabela 2 - Classes toxicologicas dos agrotoxicos e respectivas cores

obrigatorias nos rotulos das formulacoes

Cor da faixa no

Classe Classificacao rotulo da
embalagem
II Altamente toxico Amarelo intenso

(DLso de 50 mg a 500 mg/kg de peso vivo)
Medianamente toxico Azul intenso

(DLso de 500 mg a 5.000 mg/kg de peso vivo)

Fonte: BARRIGOSSI, 2006



39

Em 1980 foi criado o Sistema Nacional de Informacdes Toxico-
Farmacologicas (SINITOX), pelo Ministério da Saude, a partir da constatacao
da necessidade de se criar um sistema abrangente de informacao e
documentacao em toxicologia e farmacologia de alcance nacional, capaz de
fornecer informacdes sobre medicamentos e demais agentes toxicos
existentes em nosso meio, as autoridades de saude publica, aos profissionais
de saude e areas afins e a populacao em geral (FIOCRUZ, 2006). Na Tabela 3
apresentam-se os ultimos dados divulgados pelo SINITOX sobre casos
registrados de intoxicacao humana por agrotoxicos no Brasil referentes ao

ano de 2003.

Tabela 3 - Casos de intoxicacao por agrotoxicos de uso agricola no Brasil em

2003, segundo circunstancias e evolucao

Circunstancias n Evolucao n
Intoxicacoes Intoxicacoes

Acidente Individual 1613 Cura 3053
Acidente Coletivo 113 Cura nao confirmada 808
Acidente Ambiental 23 Sequela 17
Ocupacional 1748 Obito 164
Ingestao de Alimentos 4 Obito outra circunstancia 7
Tentativa de Suicidio 2185 Outra 68
Tentativa de Aborto 9 Ignorada 1828
Violéncia/Homicidio 22
Uso Indevido 25
Outra 64
Ignorada 139
Total 5945 Total 5945

Fonte: Fiocruz, 2006
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2.2.5 Limites maximos de residuos (LMR)

A protecdo das lavouras contra o ataque de insetos, plantas daninhas
e doencas, utilizando agrotoxicos € uma pratica bastante comum na
agricultura. Porém, quando a utilizacao de agrotoxicos nao € realizada de
acordo com as Boas Praticas Agricolas, residuos destes compostos podem

ser encontrados nos alimentos.

O risco potencial que os agrotoxicos oferecem aos consumidores,
devido a uma exposicao cronica diaria, determinou que LMR’s fossem
estabelecidos para diferentes combinacoes cultura/ agrotoxico. Em funcao
disto, varios paises possuem programas de monitoramento dos niveis de
residuos de agrotoxicos, a fim de garantir a seguranca alimentar (STEPAN;

TICHA; HAJSLOVA, 2005).

O Limite maximo de residuos € definido, segundo o Codigo
Internacional de conduta para a distribuicao e utilizacao de pesticidas (FAO,
2002) como a concentracao maxima de um residuo de pesticidas que se
permite ou reconhece legalmente como aceitavel em um alimento, produto

agricola ou racao para animais.

No ambito nacional, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA € o orgao regulador responsavel pela avaliacao toxicologica dos
agrotoxicos, seus componentes e afins, definindo normas relativas ao
estabelecimento dos limites maximo de residuos, entendido como a
concentracdo maxima de residuos de agrotoxicos que pode estar presente
nos alimentos consumidos pela populacao sem trazer prejuizos a saude

(IMOTO, 2004).

Os LMR’s estabelecidos pelo Codex Alimentarius estao baseados nas
praticas agricolas internacionais com o objetivo de proteger e preservar a
saude humana, garantindo o comércio internacional de alimentos livres de

barreiras, com respeito aos residuos. Contudo, o nivel de residuos de
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agrotoxicos em alimentos depende também de fatores agrondémicos e
climaticos, e muitos paises estabelecem seus proprios limites baseados nas

boas praticas agricolas que sao praticadas localmente (IMOTO, 2004).

Provavelmente nao ha outra classe de compostos quimicos téao
regulamentada como a dos agrotoxicos, os LMR’s estabelecidos na maioria
dos paises, existem para impedir impactos adversos na saude publica e para
promover boas praticas na agricultura. Devido a estas razoes um grande
numero de laboratérios esta envolvido na vigilancia destes limites ou na
identificacdo e quantificacdo de agrotoxicos nos mais diversos tipos de

matrizes (ALDER et al., 2006).

2.2.6 Uso de agrotéxicos no cultivo de tomate

A principio, todas as culturas requerem o controle de plantas
daninhas, doencas e pragas. A escolha do método de controle de pragas
normalmente € feita baseando-se na informacdo disponivel sobre a
estimativa da perda, eficiéncia do método, custo de controle e impacto
ambiental. No caso do tomate, o controle de insetos e acaros nao se restringe
apenas ao controle quimico ou biologico. Um manejo eficiente € obtido com a
adocao das seguintes recomendacoes: adotar rotacao de culturas, destruir os
restos culturais imediatamente apos a colheita, manter a lavoura livre de
plantas daninhas e outras hospedeiras de insetos e acaros e utilizar

cultivares mais adaptados a regiao (EMBRAPA, 2003).

As plantas daninhas interferem diretamente no desenvolvimento do
tomateiro, competindo por agua, nutrientes, luz e liberando substancias
aleloquimicas que afetam a germinacao e o crescimento. Deve-se, por isso,
evitar o plantio de tomate em areas infestadas por espécies que possuam
substancias inibitérias, como a tiririca, o capim-macambara, a grama-seda e

o feijao-de-porco. Indiretamente, as plantas daninhas interferem como
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hospedeiras de um numero grande de pragas e de patégenos que atacam o

tomateiro (EMBRAPA, 2003).

Muitas doencas atacam o tomateiro, causando grande reducado da
produtividade e da qualidade do produto. O conhecimento da etiologia, da
sintomatologia e dos métodos gerais de controle permite a identificacao
precoce e o tratamento preventivo das doencas. Para isso, recomendam-se
vistorias freqlientes na lavoura, procurando identificar as anomalias — como
crescimento deficiente, murcha, manchas e mofos. Os principais causadores
de doencas sao: bactérias, fungos, virus, nematoides e danos fisiologicos

(EMBRAPA, 2003).

Devido ao grande numero de pragas que causam danos em hortalicas,
o agricultor se vé obrigado a utilizar métodos de controle preventivos,
aplicando uma série de defensivos. As principais pragas que ameacam O
tomateiro sao: traca-do-tomateiro, mosca branca, acaros, larva minadora,
tripes, pulgoes, lagarta-rosca, broca grande, broca pequena, lagarta-militar e

burrinho (EMBRAPA, 2003).

Os produtos analisados neste estudo sao utilizados para o manejo de
pragas e doencas com o intuito de diminuir as perdas de producao. De
acordo com a ANVISA (2000), a buprofezina tem aplicacao foliar na cultura
do tomate e é indicada para o controle da mosca branca e o carbofurano tem
aplicacdo no solo e é utilizado para controle de vaquinha-verde-amarela,
tripés, nematoide-das galhas e pulgao verde. Os produtos endossulfam e

monocrotofés tem sido utilizados indevidamente na cultura de tomate.

2.3 Analise de agrotoxicos em alimentos

Estatisticas indicam que a agricultura mundial, com uma eventual

producao de um bilhdo de toneladas, € anualmente acometida por pragas, e
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que a reducao da producao devido a invasao de pragas alcanca de 20-30%.
Os agrotoxicos tem desempenhado um papel muito importante no
desenvolvimento da agricultura desde a sua descoberta e sintese,
aumentaram significativamente a producado agricola e impulsionaram a
pecuaria, mas os perigos ocasionados pela sua aplicacao refletem na
preocupacao com a seguranca alimentar e na saude humana, sendo cada
vez mais o foco de atencao mundial. Assim, diversos paises tém estabelecido
seus proprios limites de residuos no comércio internacional e muitos
meétodos analiticos vem sendo desenvolvidos para serem aplicados a
determinacao de residuos de agrotoxicos em diferentes tipos de alimentos

(PANG et al., 2006).

As propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos podem variar
consideravelmente, uma vez que, podem apresentar carater acido, basico e
neutro. Estes compostos podem conter em sua estrutura, halogéneos,
fosforo, enxofre ou nitrogénio, heteroatomos que possuem uma grande
relevancia no método de deteccao destes compostos. Um grande numero de
agrotoxicos € muito volatil, outros nao, e esta grande diversidade provoca
sérios problemas no desenvolvimento de um método “universal” para analise

de residuos destes compostos (ALDER et al., 2006).

Existem muitos métodos para analises multirresiduos de agrotoxicos
em produtos agricolas, mas €& fundamental que a técnica possa extrair
dezenas ou mesmo centenas de substancias de matrizes complexas, que
grande quantidade de interferentes co-extraidos possam ser eliminados na
etapa do clean-up, e que as técnicas analiticas de deteccao adotadas sejam

indicadas para a determinacao (PANG et al., 2006).

A analise de residuos de agrotoxicos, além de ser um instrumento de
protecao a saude humana, esta também relacionada a fatores econémicos.
Atualmente, estima-se que no mundo, cerca de 200.000 amostras de
alimentos sdo analisadas anualmente para residuos de agrotéoxicos com uma

variedade de propositos (LEHOTAY, 2005).
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Nas ultimas décadas, os métodos para determinacao de residuos de
agrotoxicos mudaram consideravelmente. Desde 1970 as analises de
residuos de agrotoxicos de rotina eram conduzidas por cromatografia gasosa,
em combinacao com captura de elétrons, nitrogénio e fosforo, ou detector
fotométrico de chama. Para a confirmacao dos resultados era necessaria a
utilizacdo da cromatografia gasosa equipada com um tipo diferente de
coluna ou detector. Atualmente, utilizando cromatografia gasosa combinada
com espectrometria de massa, sao feitas simultaneamente a determinacao e
a confirmacao de residuos de agrotoxicos numa mesma corrida analitica. Na
maioria dos casos, a sensibilidade obtida com CG-EM é semelhante a de CG
com detectores classicos. A seletividade do sistema CG-EM pode ser ajustada
pela selecao adequada dos ions resultantes da fragmentacao das moléculas
para evitar interferéncias de materiais co-extraidos da amostra. Assim, a
importancia da CG com detector de captura de elétrons, nitrogénio e fésforo,
ou detector fotométrico de chama tem diminuido em laboratérios de residuos

de agrotoxicos (ALDER et al., 2006).

No passado, métodos baseados em cromatografia liquida (CL) eram
pouco aplicados para analise de residuos porque os detectores tradicionais
UV (ultravioleta), arranjo de diodo, e fluorescéncia sao menos seletivos e
sensiveis do que instrumentos CG. Mas nos ultimos anos, a disponibilidade
da ionizacao de pressao atmosférica (atmospheric pressure ionization - API)
causou uma espetacular mudanca, pois em combinacdo com o EM
aumentou a sensibilidade da deteccao CL em varias ordens de grandeza,
comparado aos tradicionais detectores eletrospray (electrospray ionization -
ESI) e ionizacdo quimica a pressao atmosférica (atmospheric pressure
chemical ionization - APCI). Além disso, as técnicas de troca de coluna da CL
e extensos processos de limpeza da amostra tornam-se desnecessarias se o
acoplamento EM-EM for utilizado e operado no modo de monitoracao de

reacao selecionada (selected reaction monitoring - SRM) (ALDER et al., 2006).

O monitoramento de agrotoxicos nos alimentos € uma ferramenta
importante para a caracterizacao e o gerenciamento dos riscos decorrentes

do uso desses produtos nas condicoes reais de aplicacdo. O monitoramento
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do uso de agrotéxicos no campo € uma pratica de dificil controle, podendo
ocorrer uso inadequado de ingredientes ativos nas culturas ou colheita
antecipada da matéria prima antes do término do periodo de caréncia do

produto aplicado (GODOY; OLIVEIRA, 2004).

Os dados obtidos em programas de monitoramento possibilitam
verificar a qualidade e a seguranca dos alimentos consumidos pela
populacdao com a identificacao das fontes de contaminacao, proporcionando
uma avaliacdo quanto ao uso inadequado e nao autorizado de agrotoxicos,
para estimular a adocdo de Boas Praticas Agricolas, além de fornecer

subsidios para uma possivel reavaliacao dos agrotéxicos (IMOTO, 2004).

2.3.1 Extracao de agrotoxicos

Nos ultimos anos, a preocupacdo com a seguranca alimentar provocou
um rapido desenvolvimento de métodos analiticos necessarios para a
determinacao de residuos de agrotoxicos. A pesquisa sobre residuos na area
ambiental e na saude publica €& direcionada para a identificacao e
quantificacdo de centenas de substancias com diferentes propriedades fisico-
quimicas em diferentes tipos de matrizes. Assim, uma das principais tarefas
da pesquisa analitica € fornecer métodos confiaveis, de facil aplicacao e com

baixo custo.

O desenvolvimento de um método para analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos € dificultado por diversos fatores, tais como tempo,
necessidade de grandes volumes de solvente organico, varias etapas de
extracdo, tornando a analise extremamente laboriosa (FRENICH; BOLANOS;

VIDAL, 2007).

Os métodos multirresiduos sao comumente preferidos para

determinacao de residuos de agrotoxicos porque permitem a determinacao
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de varios compostos em uma Unica corrida. Diversas pesquisas relativas a
determinacao de residuos em frutas e legumes indicam que novos métodos
estdao sendo desenvolvidos para a extracdo e quantificacao de agrotoxicos.
Estes métodos envolvem: homogeneizacao; extracao; clean-up dos analitos da
amostra com solventes adequados; concentracao; e determinacao analitica.
O passo do clean-up € o mais trabalhoso e demorado e € crucial na analise
de residuos em alimentos. Se nao for executado com precisao, os problemas
relacionados com a presenca de interferentes na matriz tornam dificil a
identificacao dos compostos. O clean-up deve ser realizado a fim de evitar
perdas de analitos mais volateis, mas deve ser suficientemente abrangente
para eliminar compostos co-extraidos da matriz; evitar falsos positivos; e
permitir a identificacao, quantificacao e confirmacado do analito (LACORTE;

FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Dentre as técnicas de extracao normalmente utilizadas para analises
de residuos destacam-se a extracao liquido-liquido (liquid-liquid extraction -
LLE), a extracao com fluido supercritico (supercritical fluid extraction - SFE),
a extracao em fase solida (solid phase extraction - SPE), dispersao da matriz
em fase so6lida (matrix solid phase dispersion - MSPD) e, mais recentemente,
a micro extracao em fase soélida (solid phase micro-extraction - SPME) e
extracao em fase solida dispersiva (dispersive solid-phase extraction - dSPE)

(BARRIONUEVO; LANCAS, 2001; ANASTASSIADES; SCHERBAUM, 2005)

A técnica de extracdo mais frequentemente usada é a Extracao
Liquido-Liquido (LEE). Entretanto, € um método tedioso, de elevado custo,
de dificil automacdao e que consome grandes quantidades de solventes

organicos (LANCAS, 2004).

A SFE se assemelha a extracdao de Soxhlet, mas o solvente utilizado é
um fluido supercritico, ou seja, uma substancia acima da sua temperatura
critica e pressao, que proporciona uma combinacao rara de propriedades.
Fluidos supercriticos espalham-se através dos soélidos como gases, mas
dissolvem os analitos como liquidos, de modo que a taxa de extracao é

melhor e ocorre menos degradacao térmica. Além disso, muitos preé-
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tratamentos das amostras podem ser feito com fluidos supercriticos nao
toxicos, como o dioxido de carbono, que € uma excelente alternativa aos
caros e potencialmente perigosos solventes utilizados na extracao Soxhlet

(BULDINI; RICCI; SHARMA, 2002).

A SPE é uma das técnicas de extracdo mais utilizadas. Nesta técnica,
os analitos contidos numa matriz aquosa sao extraidos, juntamente com os
compostos interferentes, apdés passarem por um cartucho contendo sorvente.
Um solvente organico seletivo € geralmente utilizado para remover os
interferentes e entdo, outro solvente é usado para lavar os analitos de
interesse. Apesar da SPE apresentar vantagens com relacdo aos métodos
mais classicos, tais como praticidade e maior sensibilidade, esta técnica tem
algumas limitacoes. Uma delas refere-se a etapa de dessorcao do analito
aprisionado no cartucho de SPE que requer geralmente, o uso de solventes

toxicos (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

A MSPD envolve a homogeneizacdao e dispersao de uma pequena
quantidade de matriz com adsorvente geralmente Cis (octadecilsilano),
seguido por lavagem com uma pequena quantidade de solvente e eluicao
adequada para extrair uma vasta gama de compostos (DOREA; LANCAS,
1999).

A SPME baseia-se originalmente na adsorcao dos analitos em uma
fibra de silica coberta com uma camada de sorvente. A fibra é introduzida
diretamente na amostra aquosa e, por particdo, concentra o analito em sua
superficie (sorvente). Posteriormente, os analitos sao dessorvidos
termicamente em um cromatégrafo gasoso. E um método rapido, que nao

requer o uso de solventes (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).
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2.3.2 Método QUEChERS - extracao em fase solida dispersiva (dSPE)

A utilizacado de uma etapa de clean-up anterior a analise
cromatografica € importante, uma vez que reduz o background e o efeito-
matriz, além de diminuir as manutencoes no sistema cromatografico. Em
2003, ANASTASSIADES et al. introduziram um método para extracao de
residuos de agrotoxicos denominado QuEChERS (quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe). Este método envolve uma unica extracao inicial
de 10g de amostra com 10 mL de acetonitrila (MeCN), seguida pela particao
liquido-liquido formada pela adicao de 4g de sulfato de magnésio anidro
(MgS04) mais 1g de cloreto de sodio (NaCl). A remocao de agua residual e o
clean-up sao realizadas simultaneamente por meio de um procedimento
rapido chamado extracao em fase soélida dispersiva, em que 150 mg de
MgSO4 anidro e 25 mg de sorvente PSA (amina primaria secundaria) sao
simplesmente misturados com 1 ml do extrato em MeCN. A extracdo em fase
solida dispersiva com PSA efetivamente elimina muitos componentes polares
da matriz, tais como acidos organicos, certos pigmentos polares e acucares.
A CG-EM é entao utilizada para a confirmacao e quantificacao dos
agrotoxicos. Recuperacoes entre 85 e 101% (comumente > 95%) e
repetitividade tipicamente <5% foram atingidos para uma vasta gama de
agrotoxicos analisados, incluindo muito polares e compostos basicos, tais
como metamidofés, acefato, ometoato, imazalil e tiabendazol. Usando este
método, um Unico analista pode preparar um lote de 8 amostras
anteriormente homogeneizadas em menos de 30 min, com aproximadamente

$ 1 dolar de materiais por amostra.

Porém, a degradacao de certos agrotoxicos, como por exemplo folpete,
captana, diclofluanida e clorotalonil, pode ocorrer durante a etapa de
extracao devido ao meio basico. A fim de minimizar este problema, uma
etapa de tamponamento do extrato foi adicionada o que promoveu um
melhora nos resultados obtidos para aqueles agrotoxicos dificeis de serem

analisados. O método QUEChERS com etapa de tamponamento envolve a
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extracao com MeCN contendo 1% de acido acético (v/v) e simultaneamente
particao liquido-liquido promovida pela adicao de acetato de sodio (NaAc) e
MgSO4, o qual € conhecido como método QUEChERS modificado (LEHOTAY;
MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005).

Uma vantagem do emprego da MeCN na etapa da extracao € que
quando comparada com outros solventes misciveis em agua, a MeCN é
superior principalmente porque oferece melhor separacao na presenca de
NaCl e MgSO4. A presenca de agua nos extratos conduz a uma maior
porcentagem de componentes polares co-extraidos, tais como proteinas e
carboidratos. Assim, a MeCN minimiza a extracao de proteinas e
carboidratos que serao eliminados na fase aquosa da extracao. O MgSO4 foi
apontado como melhor dissecante para remocado de agua em solucdoes com
MeCN, sua hidratacao € altamente exotérmica (aproximadamente 40°C), e o
calor gerado durante a extracao demonstra que a agua reagiu com o
desidratante do extrato. O aumento de temperatura durante a extracdo nao
€ suficiente para volatizar ou degradar os agrotoxicos, tornando a extracao
mais efetiva e auxiliando na remocao de agua (LEHOTAY, 2000; LEHOTAY et
al., 2001)

A dSPE depende apenas do processo de extracdo para fornecer uma
aliquota homogénea a partir de uma amostra original de qualquer tamanho,
sendo que apenas uma pequena quantidade de sorvente € utilizado. Ao
utilizar uma quantidade muito menor de sorvente, a dSPE economiza tempo,
trabalho, dinheiro e solvente, em comparacao com a tradicional abordagem
SPE. Nao € necessario o condicionamento de cartuchos, nao exige
capacidade analitica e diferentemente do formato dos cartuchos, todo o
sorvente interage igualmente com a matriz em dSPE, e uma maior
capacidade por miligrama de sorvente é alcancada (ANASTASSIADES et al.,
2003).

Diez et al. (2006) realizaram uma comparacao entre os métodos de
QuUEChERS empregando MeCN na extracado; o método mini Luke; o método

de extracao com acetato de etila, que envolve um posterior clean-up por
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cromatografia de permeacao em gel (gel permeation chromatography - GPC) e
que € o meétodo de extracao oficial utilizado por algumas agéncias
regulamentadoras européias; e ainda com uma simples extracdo em acetona
para verificar as diferencas entre os métodos. Os extratos foram analisados
por CG com detector de espectrometria de massas por tempo de voo (time of
fligth - TOF) e por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas (liquid chromatography-tandem mass spectrometry - LC-MS/MS).

Nesta comparacdao, em todos os procedimentos foi encontrado efeito
induzido pela matriz, incluindo ou nao a etapa do clean-up, sendo necessario
quantificar os agrotoxicos com solucdo padrao nos extratos. Os extratos
obtidos pelo método QUEChERS nao foram tao limpos quanto os realizados
por GPC, mas nao diferiram tanto, considerando que o clean-up pelo
QuEChERS é muito mais facil e menos demorado. Enfim, os resultados
apresentados pelo método QUEChERS com menor tempo de extracdao e
pequeno volume de solvente organico utilizado, mostraram-se muito
promissores em comparacao a extracoes por procedimentos mais

complicados (DIEZ et al., 2006).

O método mini-Luke mostrou-se mais eficiente para a extracao de
compostos mais apolares e medianamente polares, enquanto as melhores
recuperacoes para compostos polares foram obtidas pelo método QUEChERS
e pelo método com acetato de etila na extracao. QUEChERS foi o unico
método que apresentou recuperacoes entre 60 e 70% para todos os
compostos, com algumas excecoes devido a interferentes na matriz. O clean-
up por extracao em fase sélida dispersiva foi eficiente e nao diferiu muito dos
extratos obtidos pelo método de extracdo com acetato de etila (DIEZ et al.,

2006).

Modificacoes do método original QUEChERS ja foram recentemente
realizadas com o principal objetivo de analisar matrizes com alto teor de
gordura utilizando na etapa do clean-up Cis e carvao ativo grafitizado

(graphitized carbon Black - GCB) (LEHOTAY; MASTOVSKA; YUN, 2005).
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Na Tabela 4 estao descritos alguns estudos recentes utilizando o

método QUEChERS para analise de residuos de agrotoxicos em diferentes

matrizes.

Tabela 4 - Recentes publicacoes de analises multirresiduos utilizando o

método QUEChERS em diferentes matrizes

Agrotoéxicos
Artigo Autores Matriz
selecionados
HERNANDEZ-
Analysis of pesticide residues in bananas
BORGES et al., Banana 11
harvested in the Canary Islands (Spain)
2009
Development of a matrix solid-phase
dispersion method for the simultaneous FERNANDEZ-
determination of pyrethroid and ALVAREZ et al.,  Racao bovina 36
organochlorinated pesticides in cattle feed 2009
Fast low-pressure gas chromatography-
mass spectrometry method for the CUNHA et al., Uva, mosto e 27
determination of multiple pesticides in 2009 vinho
grapes, musts and wines
HUSKOVA;
Fast GC-MS Pesticide Multiresidue 3
MATISOVA,; Maca 61
Analysis of Apples
KIRCHNER, 2008
Aveia, arroz,
Determination of pesticides in cereals using HERRMANN;
centeio e 83
the QUEChERS method and GC-ITD POULSEN, 2007 )
trigo
Evaluation of Two Fast and Easy Methods LEHOTAY;
Ovos, leite e
for Pesticide Residue Analysis in Fatty Food MASTOVSKA; 32

Matrixes

YUN, 2005

abacate
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2.3.3 Analise de agrotoxicos por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas

Atualmente, a espectrometria de massa é uma das técnicas mais
frequentemente empregadas na execucao de analises quantitativas. A sua
especificidade, seletividade e limite de deteccao caracteristicos sao mais que
suficientes para enfrentar a maioria dos problemas analiticos. O
desenvolvimento da EM nos ultimos 30 anos tem levado esta técnica a ser
aplicada em praticamente todos os campos analiticos. A espectrometria de
massas € baseada na producao de ions do analito, na analise com relacédo a
razao massa/carga (m/z) e nos valores de deteccao. Consequentemente, a
nivel instrumental trés componentes sao essenciais: fonte de ions,
analisador de massa e detector, e a performance destes trés componentes
reflete sobre a qualidade dos dados quantitativos e qualitativos (LAVAGNINI
et al., 20006).

A producao de ions € um fenémeno que afeta fortemente a qualidade
dos dados obtidos. A escolha do método de ionizacdo a ser empregado €
dependente das propriedades fisico-quimicas dos analitos de interesse
(volatilidade, peso molecular, termolabilidade, e a complexidade da matriz)

(LAVAGNINI et al., 2006).

As fontes de ions normalmente utilizadas podem ser subdivididas em
duas classes principais: as que exigem amostra na fase gasosa antes de
ionizacao; e aquelas capazes de gerir amostras de baixa volatilidade e alto
peso molecular. A primeira categoria inclui ionizacado por impacto de elétrons
(electron impact ionization - EI) e ionizacdo quimica (chemical ionization - CI)
que representam as fontes mais difundidas no mundo inteiro, devido a sua
ampla utilizacao em sistemas CG-EM. A segunda categoria pode ser dividida
em as que operam com solucoes de amostra [ionizacdo electrospray
(electrospray ionization - ESI), ionizacdo quimica a pressao atmosférica,

fotoionizacao a pressao atmosférica (atmospheric pressure photoionization -



53

APPI)] e aquelas baseadas em amostras dessorvidas e ionizadas de um
substrato solido [ionizacdo/dessorcao a laser de matriz assistida (matrix-
assisted laser desorption/ionization - MALDI) e ionizacdo/dessorcao com

laser (laser desorption ionization - LDI)] (LAVAGNINI et al., 2006).

A EI é baseada na interacao de um feixe de elétrons energético (70 eV)
com a amostra vaporizada (a uma pressao na faixa de 107-10-5 Torr). Esta
interacdo leva a producao de uma série de ions relacionados com as
propriedades quimicas do composto em estudo. Conduz a formacao de um
ion molecular, originado pela perda de um elétron a partir da molécula
neutra (M + e —» M** + 2 e, e a uma série de fragmentos (LAVAGNINI et al.,

2006).

Atualmente, pode-se argumentar que a quantificacao do analito nao
tem sentido sem a confirmacao de sua identidade. Tradicionalmente, para a
confirmacao dos resultados positivos para os residuos de agrotoxicos nos
alimentos ou em qualquer compartimento ambiental, diferentes abordagens
eram adotadas, como CG com dois diferentes detectores ou duas colunas de
diferentes polaridades, combinacao de duas técnicas cromatograficas ou de
reacao quimica seguida pela analise de derivatizacao. No entanto, estas
técnicas classicas de confirmacao nao fornecem a informacao estrutural
suficiente sobre o analito. De acordo com as recentes normas divulgadas na
Comunidade Européia e Estados Unidos, a informacéao estrutural necessaria
para a confirmacao do analito somente € alcancada aplicando-se técnicas
espectrométricas (EM, IR- infrared). A combinacado de CG com EM, tornou-se
a ferramenta principal de confirmacao para analise de residuos de

contaminantes (SOBOLEVA; KARAM; AMBRUS, 2004).

Na técnica de EM, o modo de monitoramento do ion selecionado
(selected ion monitoring - SIM) tem sido o modo mais utilizado na analise de
residuos de agrotoxicos, fornecendo a seletividade e sensibilidade requeridas.
Atualmente instrumentos por tempo de voo fornecem possibilidades

adicionais (SOBOLEVA; KARAM; AMBRUS, 2004).
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Nos detectores ion-trap modo SIM, somente os ions de razdao m/z de
interesse sao selecionados e confinados, reduzindo drasticamente o
background, ou seja, componentes interferentes com tempo de retencao

similares nao sao detectados (LAVAGNINI et al., 2006).

Ha determinados pontos que sao comuns nos documentos oficiais que
tratam dos critérios de confirmacao, como por exemplo: a determinacado do
tempo de retencao relativo e selecao dos ions para cada analito. As diretrizes
para monitoramento de agrotoxicos na Unido Européia estabelecem uma
exigéncia minima de trés ions de razao m/z >100 ou dois ions de razao m/z
>200. Outras exigéncias na selecao do ion no modo SIM incluem
preferencialmente o ion molecular, ou ions com intensidades maiores que

30% (SOBOLEVA; KARAM; AMBRUS, 2004).

Nas analises multirresiduos, onde a identificacdo de mais de 250
compostos com diferentes propriedades € comum, alguns critérios sao
dificeis ou impossiveis de se aplicar, devido a diversas razoes praticas. Um
dos problemas é a falta de um numero suficiente de ions com a abundancia
exigida nos espectros de massa de alguns agrotoxicos (SOBOLEVA; KARAM,;
AMBRUS, 2004).

A cromatografia gasosa € muito utilizada devido a sua potencialidade
de determinar diversos agrotoxicos em uma uUnica analise. As vantagens de
sua combinacao com a espectrometria de massas sao a quantificacao e a
confirmacao de baixas concentracoes de agrotoxicos em extratos complexos,
podendo ser realizadas em uma Unica etapa com elevado nivel de confianca.
Por esta razao, diversos métodos empregando CG-EM tem sido propostos
para analisar residuos de agrotoxicos em vegetais e frutas. Alguns autores
recomendam o uso do modo full scan, mas este modo de aquisicao possui
determinadas limitacoes com relacado a sensibilidade quando baixas
concentracoes do analito devem ser determinadas na presenca de altas
concentracoes de interferentes da matriz. O aumento da seletividade e
consequentemente um aumento na sensibilidade sao realizados utilizando

modo SIM. Este modo de discriminacdo entre o analito e os sinais
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interferentes, reduz os limites de deteccdao e de quantificacao do método

(ARREBOLA et al., 2003).

2.3.4 Efeito matriz

Nos métodos empregados para analises multirresiduos de agrotoxicos
em alimentos, as diferentes propriedades fisico-quimicas dos analitos de
interesse tornam bastante dificil a remocao eficiente dos componentes
endogenos da matriz, fazendo com que estes estejam presentes no extrato
final da amostra juntamente com os analitos alvo, mesmo apods extensivo
clean-up, pois estes interferentes sdao normalmente soltiveis nos solventes
utilizados nas etapas de extracao e clean-up (SCHENCK; LEHOTAY; VEGA,
2002).

Extensivos clean-up dos extratos podem resultar em perda parcial de
alguns compostos, bem como um aumento no custo e trabalho, mas um
clean-up inadequado pode levar a efeitos adversos relacionados com a
qualidade dos dados gerados, tais como: mascaramento de picos de residuos
por componentes da matriz coeluidos, ocorréncia de falsos positivos e
quantificacdo inexata. Os problemas devido a presenca de impurezas na
amostra analisada podem ser encontrados no detector e no injetor. Neste
ultimo caso, com o aumento da transferéncia de componentes co-extraidos
da matriz para a coluna cromatografica pode ocorrer, devido ao bloqueio dos
sitios ativos dentro do injetor por esses compostos, o impedimento da
degradacao/adsorcao térmica dos analitos de interesse no injetor,
aumentando assim a resposta cromatografica. Esse fendmeno conhecido
como “efeito de matriz” permite explicacdo para as recuperacoes superiores a
100%, que sao relatadas para alguns agrotoxicos estudados utilizando
padroes de calibracao dissolvidos em solvente puro. A extensao deste efeito
de matriz esta relacionada a estrutura quimica e ao tipo de matriz

(HAJSLOVA et al., 1998).
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Este fenomeno resultante do efeito causado pela presenca da matriz no
aumento da resposta cromatografica € conhecido como “resposta
cromatografica aumentada, induzida pela matriz”, o qual foi discutido pela
primeira vez por Erney et al. (1993) durante a analise de residuos de

agrotoxicos organofosforados em amostras de leite e manteiga.

A presenca de varios sitios ativos no sistema cromatografico,
principalmente no liner (grupos silandis livres e metais potencialmente
presentes na superficie, mesmo quando produzido com vidro de alta
qualidade, classificado como “desativado”), pode ser responsavel pela
adsorcao e/ou decomposicao (catalitica/térmica) de analitos susceptiveis,
diminuindo a quantidade de moléculas do respectivo analito, que sao
introduzidas na coluna. Quando os analitos sdo injetados na presenca da
matriz, os componentes endogenos desta competem com os analitos pelos
sitios ativos do liner, fazendo com que as interacoes do analito no injetor
sejam diminuidas e permitindo que uma quantidade maior de moléculas do
analito seja introduzida na coluna, melhorando a eficiéncia da injecao para o
analito alvo (HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA, 2003). Uma ilustracao simplificada

deste processo € representada na Figura S.

Os efeitos de matriz sdo muito variaveis em ocorréncia e intensidade e
sdo resultantes de varios processos quimicos e fisicos relacionados a
estrutura quimica dos compostos envolvidos e a natureza da matriz, entre
outros, sendo dificil elimina-los (HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA, 2003). Até o

estado em que se encontra o sistema CG pode influenciar neste efeito.

Os agrotoxicos termolabeis e /ou mediamente polares e aqueles
capazes de realizarem interacoes tipo ponte de hidrogénio sao os mais
propicios a apresentarem resposta cromatografica aumentada, provocada
pelo efeito de matriz. Os compostos contendo as seguintes
estruturas/grupos funcionais caracteristicos em sua molécula sao
tipicamente problematicos neste contexto: organofosforados (-P=0);

carbamatos (-O-CO-NH-); compostos hidroxilicos (-OH); compostos aminos
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(R-NH-); imidazé6is, benzimidazois (-N=) e derivados da uréia (-NH-CO-NH-)
(HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA, 2003).

No entanto, substancias hidrofobicas e apolares, como os persistentes
contaminantes organoclorados (com algumas excecoes, como o DDT, que
pode ser degradado termicamente em um injetor sujo) nao sao sujeitos aos

problemas descritos (HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA, 2003).

Além da estrutura quimica do analito, a concentracdao do analito
também desempenha uma importante funcdo, pois com a diminuicao da
concentracdo do analito a super estimacao do resultado torna-se mais
pronunciada. A razao para este efeito € bem representada na Figura 5. A
razao (C-X)/(C-Y) pode ser aumentada significativamente quando a
concentracdo do analito aproxima-se do nivel de traco. Outro fator
importante € a composicao da matriz em estudo, ou seja, a caracteristica e a
quantidade de co-extrativos deixados na amostra submetida a analise

cromatografica (HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA, 2003).

Existem algumas alternativas teoricas para evitar a super estimacao
dos resultados devido ao tipo de efeito de matriz descrito; dentre elas estao a
eliminacao das causas primarias e/ou sua efetiva compensacao, mas na
pratica sao solucdes pouco viaveis podendo aumentar o trabalho e o custo

das analises (HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA, 2003).
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Figura 5 - Ilustracao simplificada da causa do efeito de matriz no aumento
de resposta cromatografica; C - namero de moléculas do analito
injetadas; X e Y — numeros de sitios ativos livres para adsorcao de
moléculas no injetor; ® moléculas do analito na amostra injetada;
o porcao das moléculas do analito adsorvidas no liner; A
moléculas de componentes da matriz na amostra injetada; A
porcao dos componentes da matriz adsorvidos no liner; (C-X) <
(C-Y)

Para minimizar as causas primarias do efeito de matriz seria
necessario eliminar os sitios ativos do sistema cromatografico e os

componentes da matriz na amostra. Um sistema de CG livre de sitios ativos



59

€ a principio uma solucao inviavel, ndo apenas pela indisponibilidade de
materiais comerciais verdadeiramente inertes que sejam estaveis sob
exposicao prolongada a altas temperaturas (maiores que 200°C), mas
também devido a incontrolavel formacao de novos sitios ativos a partir do
material ndo volatil da matriz depositado no sistema. Uma estratégia mais
concebivel seria evitar que os componentes da amostra fossem injetados no
sistema CG. Infelizmente, a presenca de componentes residuais da amostra
nao pode ser evitada, mesmo apdés o clean-up, porque uma quantidade
minima de compostos endogenos da matriz, os quais possuam propriedades
similares aos analitos, sera co-eluida na mesma fracao do extrato. De
qualquer modo, € importante considerar um clean-up eficiente para auxiliar

na performance total do sistema CG (HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA, 2003).

Uma alternativa aparentemente simples para solucionar o problema
criado pelos sitios ativos no injetor seria mascara-los intencionalmente,
durante a injecdo do padrao de calibracdo (HAJSLOVA; ZROSTLYKOVA,
2003). Para isso, uma das abordagens mais confiaveis € o uso de matrizes
fortificadas ou combinadas, ou seja, padrdoes preparados na mesma
composicdo da matriz da amostra analisada (branco) (ZROSTLYKOVA et al.,
2001). Esta estratégia € recomendada por alguns guias para analise de
residuos, no entanto, para propositos de validacao, a presenca ou auséncia
dos efeitos de matriz deve ser demonstrada sobre a faixa de concentracao de

interesse (INMETRO, 2007; EUROPEAN COMMISSION, 2007).

2.4 Validacao do método analitico

A necessidade de mostrar a qualidade de medicoes quimicas através
de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada
vez mais reconhecida e exigida. Para garantir que um novo método analitico
gere informacoes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer

uma avaliacao denominada validacao (RIBANI et al., 2004). “A validacao deve
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garantir, através de estudos experimentais, que o meétodo atenda as
exigéncias das aplicacoes analiticas, assegurando a confiabilidade dos

resultados” (BRASIL, 2003a).

Dentro do contexto geral de validacao de métodos € possivel distinguir
dois tipos, sendo o primeiro chamado de validacao no laboratoério (“in house
validation”) que consiste nas etapas de validacao dentro de um unico
laboratorio, seja para validar um meétodo novo que tenha sido desenvolvido
localmente ou para verificar se um meétodo adotado de outras fontes esta
sendo bem aplicado. A validagcdo no laboratorio € utilizada nas etapas
preliminares do desenvolvimento de uma metodologia e na publicacao de
artigos para revistas cientificas, em que sao avaliadas todas as
caracteristicas de desempenho da validacdo da metodologia, porém sem
verificar a reprodutibilidade. Pode-se considerar esta etapa como sendo
preliminar a validacao completa (“full validation”). O segundo tipo, a
validacao completa, envolve todas as caracteristicas de desempenho de um
estudo interlaboratorial utilizado para verificar como a metodologia se
comporta com uma determinada matriz em varios laboratoérios,
estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida
associada a metodologia como um todo. S6 assim a metodologia pode ser
aceita como uma metodologia oficial para uma determinada aplicacao

(RIBANI et al., 2004).

2.4.1 Parametros de Validacao

E necessario que os estudos de validacdo sejam representativos e
conduzidos de modo que a variacao da faixa de concentracao e os tipos de
amostras sejam adequados. Um método para um composto majoritario
requer um critério de aceitacdo e uma abordagem diferente de um método
desenvolvido para analise de residuos. Os parametros analiticos devem ser

baseados na intencao do uso do método. Por exemplo, se um método sera
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usado para analise qualitativa em nivel de residuos, ndo ha necessidade de
testar e validar a linearidade do método sobre toda a faixa linear dinamica
do equipamento. Desta forma, os experimentos podem ser limitados para o

que realmente € necessario (RIBANI et al., 2004).

Os parametros analiticos normalmente considerados para validacao de
métodos de separacdo sao: seletividade; linearidade e faixa de aplicacao;
precisao; exatidao; limite de deteccdo; limite de quantificacdo e robustez

(RIBANI et al., 2004).

2.4.2 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a
capacidade de avaliar inequivocamente as substancias em exame (analitos)
na presenca de componentes que podem interferir na sua determinacdo em
uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de
espécies como outro ingrediente ativo, impurezas e produtos de degradacao,
bem como outros compostos de propriedades similares que possam estar,
por acaso, presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse. A seletividade precisa estar
assegurada para que a linearidade, a exatidao e a precisdo nao sejam
comprometidas. O mesmo significado tem sido freqiientemente utilizado para
o termo especificidade gerando confusao desnecessaria. Isto pode ser evitado
utilizando somente o termo seletividade, como sugerido pela ITUPAC. Um
método instrumental de separacdao que produz resposta para uma Unica
substancia de interesse pode ser chamado de especifico e um método que
produz resposta para varios compostos quimicos, com uma caracteristica em
comum, pode ser chamado de seletivo. Desde que existem poucos métodos
cromatograficos que respondem a apenas uma substancia, o termo

seletividade € mais apropriado (RIBANI et al., 2004).
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A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma de
se avaliar a seletividade € comparando a matriz isenta da substancia de
interesse e a matriz adicionada com esta substancia (padrao), sendo que
nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencao da
substancia de interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos
presentes na amostra. Uma segunda maneira € através da avaliacao com
detectores (arranjo de diodos, espectrometro de massas), que comparam o
espectro do pico obtido na separacao com o de um padrao e utiliza-se isto

como um indicativo da presenca do composto puro (RIBANI et al., 2004).

2.4.3 Linearidade e faixa linear de trabalho

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracao do analito
em amostras, em uma dada faixa de concentracao. A quantificacao requer
que se conheca a dependéncia entre a resposta medida e a concentracao do
analito. A linearidade € obtida por padronizacdo interna ou externa e
formulada como expressdo matematica usada para o calculo da
concentracdo do analito a ser determinado na amostra real (INMETRO,

2007). A equacao da reta que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+b (1)

Onde:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentracao;

a = inclinacao da curva de calibracao = sensibilidade;

b

intersecado com o eixo y, quando x = 0.
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A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos
resultados dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entao
calculada a partir da equacao da regressao linear, determinada pelo método

dos minimos quadrados.

O coeficiente de determinacao (r2) € freqientemente usado para indicar
o quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico

(INMETRO, 2007).

A faixa linear de trabalho de um meétodo de ensaio € o intervalo entre
os niveis inferior e superior de concentracdo do analito no qual foi
demonstrado ser possivel a determinacdo com a precisdao, exatidao e
linearidade exigidas, sob as condicoes especificadas para o ensaio. A faixa
linear € definida como a faixa de concentracoes na qual a sensibilidade pode
ser considerada constante e € normalmente expressa nas mesmas unidades

do resultado obtido pelo método analitico (INMETRO, 2007).

2.4.4 Sensibilidade

A sensibilidade € um parametro que demonstra a variacao da resposta
em funcao da concentracao do analito. Pode ser expressa pela inclinacao da
reta de regressao de calibracao, e € determinada simultaneamente aos testes
de linearidade. A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica

de deteccao utilizada (INMETRO, 2007).
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2.4.5 Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracao da
substancia em exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. O LD
pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método
relacdo sinal-ruido e método baseado em parametros da curva analitica

(RIBANI et al., 2004).

Pelo método baseado em parametros da curva analitica o limite de

deteccao pode ser expresso como:

S
LD =33— 2
S (2)

onde:

s= estimativa do desvio padrao da resposta, ou o coeficiente linear da
equacao;
S= inclinacao (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et

al., 2004).

O limite de quantificacao (LQ) representa a menor concentracao da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental. Assim, como o LD, pode ser calculado de trés
maneiras diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido e método

baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Pelo método baseado em parametros da curva analitica o limite de

quantificacao pode ser expresso como:
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LO=10 3)

onde:

s= estimativa do desvio padrao da resposta, ou o coeficiente linear da
equacao;
S= inclinacao (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et

al., 2004).

2.4.6 Precisao

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdoes, em condicées definidas. E normalmente
determinada para circunstancias especificas de medicao e as duas formas
mais comuns de expressa-la sao por meio da repetitividade e a
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio-padrao

(INMETRO, 2007).

A precisao pode ser medida através da estimativa do desvio padrao

relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacao (CV).

v @) =100 (4)
X

onde:

S= estimativa do desvio padrao absoluto;
X = meédia aritmética de um pequeno numero de medicoes (média das

determinacoes) (RIBANI et al., 2004).
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2.4.7 Exatidao

E definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio
e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Os
processos normalmente utilizados para avaliar a exatidao de um meétodo sao,
entre outros: uso de materiais de referéncia, participacdo em comparacoes

interlaboratoriais e realizacao de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2007).

A exatidao do método deve ser verificada a partir de, no minimo, 9
(nove) determinacoes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou
seja, 3 (trés) concentracoes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A
exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente (BRASIL,

2003a):

Exatidao = concentracdo média experimental x 100 (5)

concentracao teorica

A limitacao do procedimento de recuperacao € a de que a substancia
adicionada nao esta, necessariamente, na mesma forma que a presente na
amostra. Isso pode implicar, por exemplo, na presenca de substancias
adicionadas em uma forma que proporcione melhor deteccao, ocasionando
avaliacoes excessivamente otimistas da recuperacao. Pelo fato de outros
componentes da matriz poderem interferir na separacao, deteccao ou na
quantificacdo da substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser
investigados. E importante considerar como a eficiéncia do método varia em
funcao da concentracao da substancia. Na maioria dos casos, a dispersao
dos resultados aumenta com a diminuicao da concentracdo e a recuperacao
pode diferir substancialmente a altas e baixas concentracoes. Por esse
motivo, a recuperacao deve ser avaliada na faixa de concentracao esperada

para o composto de interesse (RIBANI et al., 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na avaliacdo do Meétodo
QuEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003) para a extracao de agrotoxicos
em tomate, sendo submetidos ao procedimento de purificacdo por extracao

em fase solida dispersiva e analise por CG-EM modo SIM.

Este estudo foi desenvolvido no laboratério de Ecotoxicologia do Centro

de Energia Nuclear na Agricultura CENA/USP, Piracicaba, Sao Paulo.

3.1 Instrumentacao

Sistema CG-EM: Cromatégrafo Gasoso Finnigan Mat GCQ equipado com:

e coluna capilar de silica fundida 5-EM Quadrex, com fase estacionaria
5% fenil, 95% metil-polisiloxano, 30 m de comprimento, diametro
interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 um;

e detector de espectrometria de massas Ion Trap, atuando no modo SIM
(Finnigan Mat GCQ);

e Sistema de aquisicao de dados utilizando software X-Calibur

versao 1.2
Processador doméstico Walita Mega Master SOOW;
Homogeneizador Ultra-Turrax Marconi modelo MA102 (12.000 rpm);
Centrifuga Beckman J2-HS;

Balanca analitica de precisao com 4 casas decimais Shimadzu AX200;
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Balanca analitica com 2 casas decimais Gehaka BG4400;

Banho de ultrassom Bandelin Sonorex RK510S.

3.2 Fases Solidas

Bondesil — PSA, 40um Varian (N-Propiletilenodiaminossilano).

3.3 Solventes e solucoes

Tolueno HPLC/Spectro 99,8% Tedia Company, INC,;

Acetonitrila (MeCN) HPLC/Spectro 99,9% Tedia Company, INC;

Acido férmico 88% (90,1%) J. T. Baker;

Acido féormico 5% em MeCN.

3.4 Sais

Sulfato de magnésio anidro (MgSOs4), grau reagente = 97% Sigma-Aldrich;

Cloreto de sodio 99,5% (NaCl) Mallinckrodt.
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3.5 Gases

Hélio (Ho) ultra puro, White Martins (gas de arraste do cromatografo gasoso);

Nitrogénio (N2) comercial, White Martins (para concentracao das amostras).

3.6 Padroes Analiticos

Padroes solidos dos agrotoxicos, fornecedores conforme Tabela 5.

3.7 Outros Materiais

Seringa de polipropileno descartavel;

Filtro de seringa Teflon PTFE Sartorius 0,45 um 25mm;
Tubo de centrifuga de Teflon de 50 mL e 25 mL Nalgene®);
Baloes volumétricos de 10,0 e 25,0 mL;

Frascos de vidro ambar de diferentes volumes;

Frasco ambar com tampa de teflon de 2 mL;

Micropipeta de 200, 1000 e 10000 uL;

Outros materiais usuais em laboratoério (béquer, proveta, pipeta volumétrica,

balao volumétrico, tubo de ensaio).
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A vidraria utilizada foi preparada por imersdo em sabao alcalino
Derquim LMO1- Derquim® (diluicao 1:1000) durante 02 horas, lavada em
agua corrente até completa remocao do sabao, e posteriormente com agua
destilada e para finalizacdo lavada com acetona. A secagem da vidraria foi
feita em estufa a 30°C seguida de identificacao e vedacdo com papel
aluminio. O residuo gerado na preparacao foi armazenado em frasco para

posterior entrega ao setor de gerenciamento de residuos do CENA-USP.

3.8 Agrotoxicos selecionados

Os agrotoxicos selecionados para este estudo estao listados na Tabela
5, com sua pureza, fornecedor, classe, grupo quimico e formula molecular,
as estruturas quimicas destes compostos e informacoes adicionais estao

localizadas no Apéndice A.

3.9 Amostras

Foi coletado mensalmente 1 (um) kg de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) selecionados aleatoriamente, de procedéncia nacional,
comercializados no varejao Vale Verde e varejao Benjamim na cidade de
Piracicaba-SP. As amostras foram processadas, identificadas e armazenadas

em freezer para posterior analise.

As amostras de tomate foram coletadas no periodo de agosto de 2007

a outubro de 2008 totalizando 33 amostras.
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As amostras “branco” da matriz (livre de agrotéxico) foram adquiridas
em supermercado, sob selo de certificacao da Associacdo de Agricultura

Organica certificada pela Ecocert Brasil.

3.10 Preparo das amostras

As amostras de tomate foram coletadas mensalmente em dois varejoes
localizados na cidade de Piracicaba, sendo as amostras de diferentes
unidades produtoras. As amostras foram primeiramente lavadas em agua
corrente e aproximadamente 1 (um) kg de amostra foi cortada e triturada
com processador domeéstico até alcancar textura consistente. Em seguida,
transferiu-se aproximadamente 200 g para um recipiente de vidro com
vedacao para armazenamento em freezer a temperatura de -20°C. Uma
segunda sub-amostra foi imediatamente extraida, o recipiente lacrado e
armazenado em freezer a temperatura de -20°C para eventual necessidade

de re-analises.

3.11 Preparo das solucoes analiticas

3.11.1 Solucoes de padroes de agrotoxicos

O preparo de solucoes foi realizado de acordo com Lehotay (2005).
Solucoes individuais dos padroes de agrotoxicos foram preparadas pesando
10,0 mg do padrao em frasco de vidro ambar, e em seguida 1,0 mL de
tolueno foi adicionado com pipeta volumétrica. A concentracao da solucao
preparada foi corrigida pela pureza de cada padrao (Tabela 5). Estas
solucoes “estoque” apresentam estabilidade desde que armazenadas em

freezer, a —20°C, e sejam corretamente manipuladas.



72

A partir destas solucoes foram preparadas solucoes padrao de trabalho

de agrotoxicos (50 ng.uL-!) adicionando tolueno até a concentracao desejada.

Apods a preparacao da solucao de trabalho de cada agrotoxico foi feita
uma solucdo mix na concentracdao 10 ng.uL-! contendo uma mistura dos

agrotoxicos em estudo.

Todas as solucoes de padroes de agrotoxicos foram estocadas em
frascos de vidro ambar, com tampa de teflon, e armazenadas em freezer

(-20°C) até o momento do uso.

Para verificar o tempo de retencdo de cada composto e o perfil de
resposta do detector, bem como o ion alvo e os qualificadores, foram
injetadas individualmente solucoes padrao na concentracao de 10 ng.uL-1 de

cada agrotoxico no CG-EM (modo full scan).

Tabela 5 - Agrotoxicos analisados por CG-EM modo SIM, com informacoes de

pureza, classe, fornecedor, grupo quimico e féormula molecular

Agrotoxico Pureza Classe Fornecedor Gl"ugo Formula
Quimico Molecular
Acefato 99% A-1 AccuStandard, Organofosforado C4H10NO3PS
New Haven, USA
. AccuStandard e g .
0 _ ’
Buprofezina 99% A-1 New Haven, USA Tiadiazinona Ci16H23N30S
AccuStandard Metilcarbamato
0 _ _T- b
Carbofurano 99% A-C-I-N New Haven, USA de benzofuranila C12Hi15NOs
. AccuStandard . ..
0 _ )
Deltametrina 99% F-1 New Haven, USA Piretroide C22H19BraNO3
. AccuStandard .
o ’
Difenoconazol 99% Fu New Haven, USA Triazol C19H17CIoN303
Endossulfam- 99% A-pg  Redel-de-Haén, o ogienociorado CoHsClsOsS
alfa Seelze
Endossulfam- 99% A-F-I Riedel-de-Haén, Ciclodienoclorado CoHgClsO3sS
beta Seelze
Endossulfam- 99% A-F-1 Riedel-de-Haén, Ciclodienoclorado CoHgCleO4S
sulfato Seelze
. AccuStandard . ..
0 _ )
Fenpropatrina 99% A-1 New Haven, USA Piretroide C22H23NO3
Monocrotofos 99% A-1 AccuStandard, Organofosforado C7H14NOsP

New Haven, USA

A: Acaricida

I: Inseticida

N: Nematicida

C: Cupinicida

F: Formicida

Fu: Fungicida
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3.11.2 Solucoes analiticas no extrato

Para a avaliacdo do efeito de matriz foram preparadas solucoes
analiticas no extrato. Para o preparo das matrizes foram utilizados tomates
cultivados no sistema organico (livre de agrotoxicos). Foi realizada a extracao
conforme item 3.17.3, o extrato foi evaporado em fluxo de Nitrogénio e
ressuspendido em 500 uL da solucdo padrao mix em tolueno na

concentracao correspondente ao ponto da curva analitica.

3.11.3 Solucodes analiticas em solvente

A curva de calibracao foi preparada a partir de diluicoes das solucoes
mix 10 ng.uL'! em tolueno. As concentracoes dos padroes para a elaboracao
da curva analitica foram de: 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 ng.uL! para
os agrotoxicos buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, B-endossulfam,

sulfato de endossulfam e monocrotofos.

3.12 Fortificacoes de amostras de tomate

Para avaliar o parametro exatidao, foram realizadas fortificacoes em
10g de tomate organico, a partir das solucoes mix de trabalho, para
obtencao de 3 pontos de concentracoes diferentes (0,25; 1,00 e 4,00

ng.uL-1) em 3 réplicas injetadas em triplicatas.

Apos a fortificacdo, as amostras de tomate foram submetidas ao

processo de extracao conforme item 3.17.3.
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A recuperacao percentual em cada ponto de fortificacao foi avaliada
através da razao entre a concentracao obtida, calculada por padronizacao
externa a partir da curva de calibracao nos extratos da matriz, e a
concentracdo real adicionada a matriz (tomate), multiplicado por 100,

conforme Equacao 5.

3.13 Analises Cromatograficas por CG-EM

3.13.1 Condicoes cromatograficas

A temperatura inicial da coluna foi de 100°C mantida por 3 minutos
com taxa de aquecimento de 25°C.min'! até 175°C, apos foi aquecido até
290°C com taxa de aquecimento de 8°C e mantida por 5 minutos. O tempo
da corrida foi de 25,38 minutos. A rampa de temperatura foi ajustada
durante a otimizacao do método, de modo a permitir um melhor desempenho

da técnica cromatografica para os analitos em estudo.

As injecoes foram realizadas com injetor manual no modo splitless. A
temperatura do injetor foi de 250°C, foi utilizado liner de quartzo com la de
vidro. O gas de arraste utilizado foi Hélio (ultra puro) a uma vazao de 1,00

mL.min-1. O volume injetado foi de 2 pL.

A temperatura da linha de transferéncia foi de 275°C e do Ion Source
de 175°C. O espectrometro de massas foi operado no modo SIM (Selected Ion
Monitoring), com fonte de ions de impacto de elétrons (EI) a 70 eV. O start

time do detector foi a 5 minutos.

Os ions de cada agrotoxico, selecionados para a analise por CG-EM no
modo EI de ionizacdo e modo SIM de aquisicdo, estdo listados na Tabela 6,

com seus tempos de retencdo e massa molar.
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3.13.2 Analise qualitativa e quantitativa

As analises qualitativa e quantitativa dos agrotoxicos foram realizadas

utilizando-se o modo SIM.

Foram definidos trés ions de cada composto: ion alvo e dois ions
qualificadores (Q1, Q2). Para identificacao dos ions de cada agrotoxico, cada
padrao foi injetado primeiramente sozinho e monitorado no modo full scan
(varredura), para ser identificado o tempo de retencdo e o perfil de
fragmentacao dos ions de cada composto, e desta maneira escolher o ion
alvo e os ions qualificadores. Os agrotoxicos estudados e ions monitorados

(m/2) estao listados na Tabela 6.

3.14 Validacao do método analitico

3.14.1 Determinacao da linearidade das curvas analiticas

Foi avaliada a linearidade das curvas analiticas a partir das solucoes
analiticas preparadas no item 3.13 em solvente e nos extratos da matriz
tomate (item 3.12), nas concentracoes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00
ng.uL-'! dos produtos buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, -
endossulfam, sulfato de endossulfam e monocrotofos. A sequéncia analitica

foi injetada 3 vezes.

Posteriormente, realizaram-se os calculos da média das areas, do CV
(%), da equacao da regressao linear da curva analitica bem como do

coeficiente de determinacao para cada composto analisado por CG-EM.
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3.14.2 Determinacao do LD e LQ

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) para cada um dos
agrotoxicos foram determinados usando os parametros da curva analitica.
Para este calculo construiu-se uma curva analitica utilizando solucoes
padrao contendo buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, B-endossulfam,
sulfato de endossulfam e monocrotofés nas concentracoes 0,05; 0,10; 0,15;
0,25; 0,30 e 0,50 ng.uL-1. O LD e o LQ foram considerados 3,3 e 10 vezes,
respectivamente, a razao entre os coeficientes linear e angular da curva

analitica (RIBANI et al., 2004).

3.14.3 Ensaios de extracao, fortificacao e recuperacao (%)

Os ensaios de fortificacdo e recuperacao tem por objetivo avaliar a
exatiddo do método como um todo, uma vez que se calcula a concentracao
real medida no final de todo o procedimento, em comparacdo com a
concentracdo conhecida adicionada inicialmente na matriz. Assim, através
das recuperacoes obtidas dos agrotoxicos analisados pode-se avaliar a
exatiddo do método, e através dos coeficientes de variacdao calculados,

obtem-se informacodes sobre a repetitividade (precisdao) dos dados obtidos.

Este procedimento de fortificacao foi realizado 3 vezes (n=3) para cada
nivel de fortificacdo (3 niveis), e também para o tomate “branco”, que é
aquele sem a adicdao dos agrotoxicos (organico) para a verificacdo da real
auséncia desses compostos na matriz. Este extrato da matriz € chamado de
“branco” da matriz e também foi utilizado para o preparo das solucoes

analiticas, quando em extrato da matriz.
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3.14.3.1 Extracao

O método de extracao empregado foi o descrito por Anastassiades et al.

(2003).

O tomate organico foi previamente homogeneizado e em seguida foram
transferidos 10,0 £ 0,1 g para frasco de 50 mL de Teflon. Logo apos, efetuou-
se a fortificacdo com solucdo padrao mix de agrotoxicos utilizando
microseringa, nos niveis 0,25; 1,00 e 4,00 ng.uL-! com solucoes diluidas em
MeCN. As amostras fortificadas foram deixadas em recipiente aberto a
temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos, para evaporacao
do solvente e incorporacao ao extrato. A Figura 6 ilustra os passos analiticos

para a realizacao do método.

A seguir, foi adicionado 10 mL de MeCN e agitado em homogeneizador
por 2 minutos a 12.000 rpm. Acrescentou-se 4,0 g de MgSO4 anidroe 1,0 g
de NaCl observando se estes solidos nao permaneceram nas bordas do tubo
prejudicando o contato com o liquido. Apods, o extrato foi agitado
vigorosamente por 1 minuto manualmente assegurando a completa
interacao entre o extrato liquido e os reagentes solidos. Depois o extrato foi

centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos.

3.14.3.2 Clean-up dSPE

Foi transferida uma aliquota de 6 mL do sobrenadante para frasco de
15 mL de Teflon contendo 900 mg de MgSO4 anidro e 150 mg de sorvente
PSA e agitado vigorosamente por 1 minuto manualmente. A seguir o extrato
foi centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos. O Fluxograma da Figura 7

mostra as etapas efetuadas durante o procedimento de extracao e clean-up.
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1) Homogeneizacdo da amostra de tomate, 2) Pesagem de 10,0g, 3) Adicdo de 10 mL de
MeCN, 4) Adicao de 4,0g de MgSO,4 anidro e 1,0g de NaCl, 5) Agitacdo manual por 1 minuto,
6) Centrifugacdo a 5000 rpm por S minutos, 7) Separacdo do extrato liquido e soélidos, 8)
Adicdo de 900mg de MgSO4 anidro e 150mg de PSA em tubo de teflon, 9) Adicao de 6 mL do
extrato sobrenadante, 10) Agitacdo manual por 1 minuto, 11) Centrifugacdo a 5000 rpm por
S minutos, 12) Filtragem com filtro de teflon de 0,45 um, 13) Adicao de 20 uL de 5% acido
férmico em MeCN a 2 mL de extrato filtrado, 14) Evaporacdo com fluxo de Nj, 15)

Transferéncia para frasco para analise em CG-EM.

Figura 6 - Ilustracao dos passos analiticos para realizacdo do método

QuEChERS nas analises da matriz tomate



10 g de tomate
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Fortificacdo em 3 niveis “Branco” da matriz
(0,25; 1,00 e 4,00 ng.uL™)

Amostra

10 mL de MeCN Homogeneizador — 2 min
o |
lgn Ve
8 4 g de MgSOa4
% . Agitacao manual — 1 min
= 1 g de NaCl Centrifugacdo - 5 min
N 5000 rpm
6 mL de Extrato
¥ - '
g 900 mg de MgSO4
3 . Agitacdo manual - 1 min
© 150 mg de PSA Centrifuga¢do - 5 min
- 5000 rpm
o 2 mL de Extrato Filtro de Teflon
I& |
g e
o 20 uL 5% acido formico em
% MeCN Evaporacao N2 até secura
3 L a 40°C

Avolumar 500 pL (tolueno)

0,107 g de MgSO4

Agitacao manual
Centrifugacéo — 5 min
5000 rpm

Analise em CG-EM

Figura 7 - Representacao esquematica do método de analise de residuos de

agrotoxicos em tomate, utilizando método QUEChERS




80

3.14.3.3 Evaporacao e troca de solvente

O sobrenadante do extrato foi filtrado em filtro de teflon e transferido 2
mL para tubo de vidro de 10 mL. Adicionou-se 20 pL de solucao de 5% acido
formico em MeCN e submeteu-se a evaporacao por fluxo de No a 40°C até
secura. O extrato foi ressuspendido em 500 pL de tolueno e centrifugado
com 0,107g MgSO4 anidro por 5 minutos a 5000 rpm. Foi transferido

aproximadamente 400 uL para frasco e analisados por CG-EM.

3.14.4 Avaliacao do efeito matriz

Para a avaliacao da existéncia do efeito matriz nas analises por CG-EM
realizou-se a comparacao entre as areas obtidas nas solucdes analiticas em
tolueno e as areas das solucoes analiticas preparadas em extrato “branco”
da matriz. Para isso, foram preparadas solucoes analiticas em extrato da
matriz e em tolueno conforme item 3.12 e 3.13 respectivamente, e injetadas

nas condicoes do método. O calculo foi efetuado através da Equacao:

slope (X1) —  slope (X2)x
slope (X?2)

Efeito de Matriz (%) = 100 (6)

onde:

X1= inclinagcdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de cada
agrotoxico, preparadas em extrato “branco” da matriz (tomate);
X2= inclinacao da curva obtida pela injecao das solucoes analiticas de cada

agrotoxico, preparadas em tolueno (solvente).
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Assim, € verificado se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal)
ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Quando o
resultado for acima de 10% considera-se que o efeito matriz comeca a

exercer influéncia nas analises (ZROSTLYKOVA et al., 2001).

Outra forma para avaliacao do efeito da matriz (INMETRO, 2007)
consiste em aplicar os testes F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e
o teste t (Student) de comparacdo de médias. Normalmente, parte-se da
hipotese em que a matriz ndo afeta o sinal do analito. Primeiramente, faz-se
o teste F para verificar se as varidncias das amostras podem ser

consideradas iguais. Tem-se dois casos:

(I) se F calculado for menor que o F tabelado, as varidncias podem ser
consideradas iguais, isto €, a matriz ndo tem um efeito importante sobre a
precisao do método na faixa de concentracdo em estudo. Neste caso, os
desvios padrao dos grupos de testes podem ser agrupados e a igualdade das
meédias dos dois conjuntos de amostras pode ser testada com a distribuicao t

de Student.

(IT) se F calculado for maior que o F tabelado, as variancias nao podem
ser consideradas iguais, ou seja, a matriz tem um efeito importante sobre a
precisdao do método na faixa de concentracao em estudo, o teste t
denominado “com dados pareados” pode ser utilizado para verificar os efeitos
de matriz. Se o valor de t calculado for menor que o t tabelado, pode-se
concluir que a matriz nao afeta o ensaio. Se o valor de t for maior que o t
tabelado, pode-se concluir que a matriz tem um efeito estatisticamente

significante sobre o resultado do ensaio.
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3.15 Ensaios de extracao para analise das amostras

Para a analise das amostras de tomate foi utilizado o procedimento
descrito no item 3.17.3 com excecao da fortificacao inicial com solucao

padrao mix de agrotoxicos em MeCN.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Condicoes de analise por CG-EM (Modo SIM)

As condicoes cromatograficas utilizadas nesse estudo foram
estabelecidas de acordo com os estudos desenvolvidos por Anastassiades et

al. (2003) e otimizadas.

Apbés as amostras serem submetidas a extracao de matriz por fase
solida dispersiva, conforme descrito no item 3.17.3, foram analisadas
cromatograficamente por CG-EM (modo de aquisicao SIM e de ionizacao por

impacto de elétrons).

Os ions de cada agrotoxico, selecionados para a analise por CG-EM no
modo EI de ionizacdo e modo SIM de aquisicao, estao listados na Tabela 6,

com seus tempos de retencdo e massa molar.
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Tabela 6 - Agrotoxicos analisados por CG-EM, modo de aquisicao SIM,

valores de tgr, massa molar e ions monitorados

Agrotoxicos M (g mol?) tr (min) Ions monitorados
Acefato 183 8,36 136* + 94 + 95
Monocrotofés 223 10,93 127+ 67 + 97
Carbofurano 221 11,62 164* + 149 + 122
Endossulfam-alfa 407 16,29 195* + 241 + 277
Buprofezina 305 16,78 175* + 172 +105
Endossulfam-beta 407 17,95 195* + 241 + 339
Endossulfam-sulfato 423 18,85 272* + 229 + 387
Fenpropatrina 349 20,05 97* + 181 + 355
Difenoconazol 406 24,19 265* +323+267
Deltametrina 505 24,68 181* + 253+ 77

*lon principal

Fonte: NIST, 2005

4.2 Validacao do método analitico

Todas as solucdoes analiticas empregadas neste estudo foram
preparadas em solvente (tolueno grau HPLC) e no extrato “branco” da matriz,
assim foi possivel avaliar o efeito da presenca do extrato da matriz que pode
influenciar os resultados, dependendo dos compostos e da técnica

cromatografica empregada.
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4.2.1 Determinacao dos valores de LD e LQ

A partir das solucdes analiticas nas concentracoes de 0,05; 0,10; 0,15;
0,25; 0,30 e 0,50 ng.uL-!, dos agrotoxicos buprofezina, carbofurano, a-
endossulfam, [-endossulfam, sulfato de endossulfam e monocrotofés,
preparadas em matriz efetuou-se o estudo da linearidade (item 3.17.1),
obtendo-se a média das areas (n=3) e CV, os resultados estdo apresentados

na Tabela 7.

Foram calculados o LD e o LQ para os agrotéoxicos estudados
considerando como 3,3 e 10 vezes respectivamente a razao entre os
coeficientes linear e angular (RIBANI et al., 2004) da curva analitica nas
concentracoes acima mencionadas. Os coeficientes linear e angular das
curvas analiticas, bem como os valores de LD e LQ obtidos, estao
apresentados na Tabela 8. Para efeito de comparacdo foram também
incluidos os limites maximos de residuos dos agrotoxicos autorizados para
aplicacdao na cultura de tomate. Os produtos endossulfam e monocrotofos
nao sao permitidos pela Legislacao Brasileira e pelo Codex para aplicacao na
cultura de tomate, portanto seus valores nao estdo apresentados na Tabela
8. O LMR para o Carbofurano foi estabelecido somente pela Legislacao

Brasileira.
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Tabela 8 - Estimativa dos coeficientes linear (s) e angular (S) das curvas

analiticas, limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) e LMR

LD LQ LMR (mg/Kg)
Agrotoxicos s ] r2
(mg/Kg) (mg/Kg) Nacional Codex

Buprofezina 649,2 24479 0,993 0,0219 0,0663 0,5 1,0
Carbofurano 2404 98390 0,994 0,0202 0,0611 0,1 ok
Endossulfam-alfa 4518,7 114887 0,999 0,0324 0,0983
Endossulfam-beta 146,2 98165 0,988 0,0012 0,0037 * ok
Endossulfam-sulfato 2328 82968 0,994 0,0231 0,0701
Monocrotofés 982,1 37096 0,995 0,0218 0,0662 ok ok

*Permitido somente para aplicacdo foliar nas culturas de algodao, cacau, café, cana-de-
agucar e soja.

**Oficio n® 008/06/GENAV de 06 de fevereiro de 2006, ficou estabelecido a data de 15 de
marc¢o de 2006, como limite para comercializacdo de agrotoxicos a base de Monocrotofos,
sendo proibido a partir desta data (BRASIL, 2003b).

***Limites maximo de residuo ndo estabelecidos ou revogados (FAO, 2009a).

Avaliando os valores encontrados de LD e LQ (Tabela 8), podemos
observar que estes se encontram menores que o LMR permitido para todos
os agrotoxicos em estudo. Esse resultado evidencia a aplicabilidade do
meétodo utilizado para o monitoramento destes agrotoxicos na cultura de

tomate.

4.2.2 Linearidade das curvas analiticas

Analisando os resultados apresentados na Tabela 9 pode-se observar
que todos os compostos apresentaram coeficiente de determinacao maior
que 0,99 quando os padroes foram preparados na matriz, tendo os
agrotoxicos monocrotofos, carbofurano e buprofezina apresentado

coeficientes de determinacao menores que 0,99 quando analisados em
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tolueno. Isso evidencia a influéncia positiva do efeito matriz sobre os
parametros de intervalo linear e r2 tornando as respostas do sistema
cromatografico mais estaveis e as analises mais sensiveis, fornecendo

respostas mais precisas.

Tabela 9 - Parametros das curvas analiticas, obtidos para os agrotoxicos

analisados por CG-EM modo SIM, a partir das solucdes 0,25;
0,50; 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 ng.uL-! em tolueno e na matriz

Solvente Matriz
Agrotoxicoss
Equacao da Curva r2 Equacao da Curva r2

Buprofezina y =89757,07x - 32177,33 0,9862 y=153442,61x-33397,34 0,9986
Carbofurano y = 252390,48x — 99545,70 0,9862 y =439148,20x - 34237,87  0,9990
Endossulfam-

it y = 157222,36x - 27530,78 0,9962 y =202704,55x — 426,17 0,9978
alfa
Endossulfam-
b y = 181893,89x - 45788,52 00,9953 y =211003,89x — 6258,66 0,9989

eta
Endossulfam-

y = 174586,30x — 46726,98 0,9939 y =247295,19x — 234,38 0,9987

sulfato
Monocrotofos y = 150467,27x - 67169,44 0,9812 y=142193,96x —29623,42 0,9980

4.2.3 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método, foram analisados extratos
“branco” da matriz (sem adicdo de agrotoxicos) e extratos fortificados com os
agrotoxicos buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, (-endossulfam,
sulfato de endossulfam e monocrotofés. A amostra de tomate, apesar de
possuir uma composicdo complexa, nao apresentou interferentes nos

mesmos tempos de retencao dos compostos analisados o que torna a
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metodologia seletiva. A Figura 8 apresenta o cromatograma obtido por CG-
EM modo SIM do extrato da matriz “branco” e a Figura 9 apresenta
cromatogramas de solucdes analiticas preparadas em solvente organico (9a)

e no extrato “branco” fortificado da matriz (9b) na concentracao de 1,00

ng.ulL-1.

10

a0

Figura 8 - Cromatograma total obtido por CG-EM modo SIM, para extrato

“branco” de tomate

00

50 a

— —T T — T T T T T —T T —TT —TT —TT T T
1} 2 4 3 g 10 1z 4 16 13 20 22 24
Tirmee [min)

—T— L T N B B s e e e B
1} 2 4 E g il 12 14 16 12 20 22 24
Tirme [min]

1. monocrotofos 2. carbofurano 3. a-endossulfam
4. buprofezina S. B-endossulfam 6. sulfato de endossulfam

Figura 9 - Cromatograma dos agrotoxicos analisados por CG-EM modo SIM,
quando em solucdes analiticas 1,0 ng.uL-! preparadas em a)

solvente organico (tolueno); b) extrato “branco” fortificado da

matriz (tomate)
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4.2.4 Precisao

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade dos resultados e

precisao intermediaria.

A repetitividade foi estudada pelo calculo da estimativa do coeficiente
de variacao de trés repeticoes do procedimento otimizado da extracao em

fase solida dispersiva.

Os resultados de coeficiente de variacao obtidos variaram de 3,74% e
14,46% (Tabela 10), tendo o organofosforado monocrotoféos apresentado
maior dispersdao dos resultados. Entretanto esses resultados demonstram
bons resultados, uma vez que os coeficientes de variacdo se encontram

abaixo do recomendado para analise de residuos de agrotoxicos.

A precisao intermediaria foi avaliada a partir de testes de recuperacao
de 3 réplicas injetadas em triplicata, com amostras fortificadas em 3 niveis
de concentracao (0,0625; 0,25 e 1,00 mg/Kg) através de seus coeficientes de

variacao (CVu). Os resultados obtidos estao dispostos na Tabela 11.
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Tabela 10 - Porcentagem de recuperacao (Rec%), desvio padrao e coeficiente

de variacao (CV%) obtido apos trés extracoes dos agrotoxicos em

tomate
.. Desvio
o, o,
Agrotoxicos Rec (%) Padrio CV(%)
Buprofezina 73,00 3,7931915 5,20
Carbofurano 99,82 5,7566556 5,77

Endossulfam-alfa 88,95 4,6586296 5,24

Endossulfam-beta 77,12 8,90987 11,55
Endossulfam- 71,27  2,6646055 3,74
sulfato

Monocrotofos 72,83 10,529063 14,46

4.2.5 Ensaios de fortificacao para recuperacao (%)

Dentre os critérios estabelecidos pela Unido Européia para validacao
de métodos analiticos empregados para analise de residuos de agrotoxicos
em alimentos, a porcentagem de recuperacao aceita para meétodos
multirresiduos deve ser de 70 a 120% e o valor do CV néao deve exceder 20%

(EUROPEAN COMMISSION, 2007).

Os valores de recuperacao foram calculados utilizando-se as curvas
analiticas preparadas nos extratos da matriz, de acordo com o método de

extracao utilizado.

A Tabela 11 apresenta os resultados das recuperacoes médias (n=3)
percentuais e o CV, para os agrotoxicos fortificados no tomate, aos niveis de
0,0625; 0,25 e 1,00 mg/Kg, extraidos pelo método QUEChERS e analisados
por CG-EM modo SIM. A Figura 10 mostra uma visualizacdo do

comportamento das recuperacoes apresentado pelos agrotéxicos.
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A Figura 11 apresenta os cromatogramas referentes a fortificacao dos

agrotoxicos nos niveis de 0,06, 0,25 e 1,00 mg/kg.

Tabela 11 - Média dos percentuais de recuperacao (Rm) e coeficiente de

variacao (CVw), obtidos a partir da extracao com acetonitrila do

tomate fortificado, aos niveis de 0,0625; 0,25 e 1,00 mg/Kg

dos agrotoxicos analisados por CG-EM modo SIM

Niveis de Fortificacao

0,06 mg/Kg 0,25 mg/Kg 1,00 mg/Kg
Exatidao Precisao
Agrotéxicos Rec Rec Rec
Cv Ccv CcVv Rwm CVum
Média Média Média
(%) (%) (%)
(%) (%) (%)
Buprofezina 77,16 7,51 72,13 8,04 63,18 11,85 70,82 9,13
Carbofurano 106,81 11,38 101,32 5,71 125,37 8,40 111,17 8,50
Endossulfam-alfa 93,71 5,88 80,41 7,92 74,60 13,33 82,91 9,04
Endossulfam-beta 82,70 8,88 69,56 14,80 71,72 9,25 74,66 10,98
Endossulfam-sulfato 99,13 7,40 71,69 14,02 66,16 12,29 78,99 11,24
Monocrotofés 103,41 16,59 75,21 12,66 62,55 14,30 80,39 14,51

Ry € a média entre os valores de Recuperacao dos trés niveis de fortificacao;
CVum € a média entre os valores de CV dos trés niveis de fortificacdo
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Figura 10 - Recuperacoes obtidas para os agrotoxicos nos trés diferentes

niveis de fortificacao (0,06; 0,25 e 1,00 mg/kg)
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Figura 11 - Cromatograma obtido por CG-EM modo SIM para tomate
fortificado ao nivel de (a) 0,06 (b) 0,25 e (c) 1,00 mg/kg
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4.3 Efeito de matriz

A taxa de recuperacao de agrotoxicos em alimentos nem sempre €
satisfatoria devido aos efeitos de matriz na analise cromatografica. A
quantificacdo dos compostos pode ser afetada pela presenca de compostos
co-extraidos da matriz. A presenca dessas impurezas nas amostras
analisadas pode causar problemas no detector e mais ainda em sitios do

injetor (MENKISSOGLU-SPIROUDI; FOTOPOULOU, 2004).

Os sitios ativos do liner (tubo de vidro) do injetor sdao a principal fonte
do efeito de matriz, pois adsorve e ou, induz a degradacao térmica de alguns
analitos, principalmente os que possuem ligacao P=O como os
organofosforados (ERNEY et al., 1993). Quando as solugoes padrao sao
preparadas no solvente puro e analisadas por cromatografia gasosa, mais
sitios ativos do liner estao disponiveis para retencao dos analitos. Enquanto
que ao injetar padroes no extrato da matriz, ocorre uma competicdo por
esses sitios ativos entre os componentes da matriz e os analitos,
possibilitando que uma maior quantidade do agrotoxico esteja disponivel
para introduzir-se na coluna cromatografica (SCHENCK; LEHOTAY, 2000).
Entretanto, quando se prepara os padroes em extratos brancos, além de
aumentar o custo e o tempo da analise, a concentracao dos proprios
interferentes da matriz pode diferir de uma amostra para outra (RIBANI et

al., 2004).

Os possiveis efeitos de matriz nas analises cromatograficas devem ser
levados em consideracao mesmo para comprovar a auséncia ou presenca do
fendomeno sobre uma faixa de concentracao do analito na matriz. Para isso,
duas séries de solucoes padrao foram preparadas, sendo uma em extratos de
amostra de tomate (item 3.12) e a outra em solvente (item 3.13). As curvas
analiticas preparadas em tolueno e em extrato da matriz foram comparadas

e plotadas na Figura 12.
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Os resultados dos calculos do efeito matriz (Equacao 6) para as

analises realizadas por CG-EM modo SIM se encontram na Tabela 12. Para a

avaliacao estatistica do efeito de matriz foi utilizado o programa SISVAR para

o calculo de F e teste t de Student, os resultados estao apresentados na
Tabela 12.
Monocrotofds Buprofezina
600000 ¢ Solugdes padrdo em tolueno 700000 & Solucdes padrio em tolueno
500000 B Solugbespadrdo na matriz 600000 B Solugdes padrio na matriz
400000 500000
. 300000 . 400000
& 200000 & 300000
200000
100000 100000
0 0
-100000 1 2 3 4 -100000 1 2 3 4 5
cengful cengful
Carbofurano a-Endossulfam
2000000 4 Solugdes padrdo em tolueno 900000 & Solugdes padrio em tolueno
1800000 N N 300000
1600000 B Solugdes padrdo na matriz B Solugdes padrio na matriz
700000
1400000
. 1200000 5 000000
g 1000000 9 500000
< 800000 < 400000
288888 300000
200000 200000
0 ‘ 100000
-200000 0 1 ) 3 4 0
1 2 3 4 5
cengful ccng/ul
b-Endossulfam s-Endossulfam
900000 + Solugbes padrdo em tolueno 1200000 4 Solugdes padrdo em tolueno
800000 -
700000 - B Solugdes padrdo na matriz 1000000 B Solugdes padrdo na matriz
600000 - 800000
g 500000 - $ 600000
g 400000 - g
300000 - 400000
200000 - 200000
100000 -+ 0
0 4
-100000 - 1 ; 3 4 -200000 1 2 3 4 5
cengful ccng/ul
Figura 12 - Comparacao visual entre as inclinagcoées das curvas analiticas

preparadas em tolueno e em matriz de tomate
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Os agrotoxicos buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, -
endossulfam e sulfato de endossulfam, cujos padroes foram preparados em
tolueno, apresentaram uma resposta menor quando comparada a dos
padroes preparados em extrato de matriz, o que pode ser observado pela
diferenca expressiva entre os coeficientes angulares. Na analise estatistica,
esses produtos apresentaram diferenca significativa ao nivel de confianca de

95%, quando avaliado o efeito de matriz.

A inclinacdo das curvas analiticas para o agrotoxico monocrotofos
(Figura 12) quando preparado em tolueno e no extrato de matriz sao muito
proximas, sugerindo que este nao apresenta efeito de matriz, ou seja, que a
presenca dos componentes da matriz ndo interfere significativamente em sua
analise cromatografica. Pela comparacao entre os coeficientes angulares e
pela analise estatistica comprovou-se que este nao sofreu interferéncia de

matriz (Tabela 12).

Freitas (2005) analisou organofosforados em diferentes matrizes de
frutas e observou que alguns apresentaram efeito de matriz significativo
enquanto outros nao, ndo sendo possivel estabelecer um padrao de

comportamento para o efeito de cada agrotoxico em cada matriz.

O efeito de matriz pode nao ser causado apenas pelo diferente grau de
adsorcao do analito no sistema de injecdo, mas causado também pela
ocorréncia do processo variavel de degradacao, o que pode acontecer tanto
quando o agrotoxico esta em extrato da matriz como em solvente organico.
Esse fato torna a interpretacao do efeito matriz em CG ainda mais dificil. De
maneira geral, pode-se dizer que, solucoes analiticas preparadas em extratos
da matriz devem ser utilizadas para a quantificacao dos residuos de

agrotoxicos em tomate, analisados por CG-EM modo SIM.
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Tabela 12 - Resultado dos efeitos de matriz pela variacao dos coeficientes

t ao nivel de 95% de confianca

angulares das curvas em solvente e matriz, e dos testes de F e

Agrotoxicos

Variacao entre coef.

angulares (%)

Estatistica

Conclusao obtida pelas duas

avaliacoes

Buprofezina

Carbofurano

Endossulfam-alfa

Endossulfam-beta

Endossulfam-sulfato

Monocrotofés

70,95

73,99

28,93

16,00

41,64

-5,49

Teste F: Fear> Frap

Teste t: tca™> ttab
Teste F: Fcar> Ftab

Teste t: tca™> ttab
Teste F: Fcar> Ftab

Teste t: tca> ttab
Teste F: Fear> Ftab

Teste t: tca™> ttab
Teste F: Fcar> Frab

Teste t: tca™> ttab
Teste F: Feai< Ftap

Teste t: tca< ttab

Efeito de matriz significativo

Efeito de matriz significativo

Efeito de matriz significativo

Efeito de matriz significativo

Efeito de matriz significativo

Efeito de matriz nao é

significativo

O efeito matriz pode sofrer variacoes ao longo do tempo e também

varia dependendo da condicdo do instrumento utilizado, devendo, por isso,

ser constantemente avaliado, tanto na etapa de desenvolvimento do método

quanto na aplicacdo do método nas analises de rotina.

4.4 Determinacao de agrotoxicos em amostras comerciais de tomate

Foram analisadas 33 amostras de tomate coletadas em 2 varejoes na

cidade de Piracicaba, SP no periodo de agosto de 2007 a outubro de 2008

pelo método de extracao QUEChERS.

Em todas as amostras analisadas (n=33), os niveis residuais de

agrotoxicos apresentaram-se abaixo dos limites de deteccao para os
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produtos: buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, B-endossulfam, sulfato

de endossulfam e monocrotofos.

Oviedo, Toledo e Vicente (2002) apresentaram resultados semelhantes
aos deste estudo, analisaram residuos de clorotalonil, aldrin, dieldrin,
heptacloro, heptacloro epoxido, a-endossulfam, B-endossulfam e sulfato de
endossulfam nas hortalicas: alface, acelga, chicoria, repolho, tomate,
chuchu, batata, cenoura, mandioca e mandioquinha. As amostras foram
coletadas no restaurante da Universidade Estadual de Campinas e em todas
as amostras de hortalicas analisadas (n=151), os niveis residuais de

agrotoxicos apresentaram-se abaixo dos limites de deteccao.

No estudo realizado por Maciel (2005) em amostras comerciais de
manga (n=15) nao foram encontrados residuos de 32 agrotoxicos
(organofosforados, organoclorados e triazois) acima do limite autorizado pela

legislacao.

Os resultados, obtidos neste monitoramento pontual realizado na
regido de Piracicaba, indicam que a legislacao vigente esta sendo cumprida e
que as boas praticas agricolas continuam sendo adotadas na cultura de

tomate.

4.5 Agrotoxicos acefato, deltametrina, difenoconazol e fenpropatrina

Os agrotoxicos acefato, deltametrina, difenoconazol e fenpropatrina
foram incluidos na etapa inicial deste estudo, mas apresentaram pouca

resolucao nas condi¢oes cromatograficas do método de analise empregado.

O acefato, quando injetado na concentracao de 40 ng.uL-! (10 mg/Kg),

nao apresentou sensibilidade analitica.
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Os produtos deltametrina, difenoconazol e fenpropatrina somente
apresentaram resposta em concentracoes muito altas. Na concentracao de
10 ng.uL'l nao apresentaram sinal analitico, foram entao testados na
concentracao de 40 ng.uL-! (10 mg/Kg) muito acima de seu LMR de 0,03, 0,1
e 0,2 mg/Kg respectivamente, mas a avaliacdo nao seria relevante em

concentracoes tao altas.

Diferentes técnicas cromatograficas tém sido utilizadas para a
determinacao e quantificacdo de residuos de piretréides como a deltametrina
e fenpropatrina em varias matrizes, sendo que a cromatografia em fase
gasosa ainda € a técnica mais utilizada. Embora nao existam sistemas
especificos de deteccao para piretroides, as moléculas halogenadas sao
bastante sensiveis ao detector por captura de elétrons (electron capture

detector - ECD) (SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

De acordo com o protocolo QUEChERS (LEHOTAY, 2005) os produtos
acefato e difenoconazol podem ser analisados por CG ou CL, mas sao
preferivelmente analisados por CL. O acefato pode ter adsorvido ou
degradado no sistema de injecdo, em razao do estresse térmico sofrido
durante a analise por cromatografia gasosa (PINHO et al., 2009). O
difenoconazol por conter halogénios em sua estrutura, pode apresentar

maior sensibilidade no sistema CG- ECD.

O sistema CG-EM nao apresentou sensibilidade e seletividade
requeridas para a avaliacdo dos compostos acefato, deltametrina,
difenoconazol e fenpropatrina, tampouco as condicoes de temperatura

empregadas no método foram adequadas para a deteccao destes produtos.
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5. CONCLUSOES

As analises revelaram vantagens como rapidez, simplicidade,
confiabilidade, robustez, baixo custo, baixo consumo de solventes,
necessidade de pouca vidraria e bons resultados para os agrotéxicos

extraidos.

O método foi eficiente para analise dos agrotoxicos: buprofezina,
carbofurano, a-endossulfam, [-endossulfam, sulfato de endossulfam e

monocrotofos na matriz tomate.

Nas condicoes experimentais do estudo os produtos: acefato,
deltametrina, difenoconazol e fenpropatrina nao apresentaram resposta

analitica no sistema CG-EM, portanto nao foram avaliados.

Através das analises do efeito matriz percentual e analise estatistica
concluiu-se que os agrotéxicos: buprofezina, carbofurano, a-endossulfam, 3-
endossulfam e sulfato de endossulfam apresentaram efeito de matriz. Por
isso, € recomendada a quantificacdo baseada no uso de padroes analiticos
preparados em extrato branco da matriz para compensar os efeitos de matriz

e obter resultados mais exatos.

Este estudo demonstrou que o método QUEChERS com extracdao em
fase solida dispersiva tem potencial para aplicacao nas analises de rotina de
multirresiduos em tomate, uma vez que os parametros de validacao
mostraram-se adequados para os produtos buprofezina, carbofurano, a-

endossulfam, B-endossulfam, sulfato de endossulfam e monocrotofos.
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Acefato

O acefato (O,S-dimethyl acetylphosphoramidothioate) de férmula
quimica C4H10NO3PS, numero CAS 30560-19-1 pertence a classe
toxicologica III (ANVISA, 2009), possui aplicacao foliar na cultura de tomate
e € empregado como inseticida e acaricida. Pertence ao grupo quimico dos
organofosforados e possui LMR estabelecido pela legislacdo brasileira na
cultura de tomate de 0,5 mg/kg, intervalo de seguranca de 7 dias e ingestao
diaria aceitavel (IDA) de 0,03 mg/kg de peso corporeo (BRASIL, 2003b). O
LMR proposto pelo Codex foi revogado para a cultura do tomate (FAO,
2009a).

Fonte: NIST, 2005

Figura 13 - Formula estrutural do acefato

Buprofezina

A buprofezina (2-tert-butylimino-3-isopropyl-5-phenyl-1,3,5-
thiadiazinan-4-one) de formula quimica CieH23N30S, numero CAS 69327-
76-0 pertence a classe toxicologica IV (ANVISA, 2009), possui aplicacao foliar
na cultura de tomate e € empregado como inseticida e acaricida. Pertence ao
grupo quimico das tiadiazinonas e possui LMR estabelecido pela legislacao
brasileira na cultura de tomate de 0,5 mg/kg e pelo Codex de 1,0 mg/kg,
intervalo de seguranca de 7 dias e IDA de 0,01 mg/kg de peso corporeo
(BRASIL, 2003b; FAO, 2009a).
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Fonte: NIST, 2005

Figura 14 - Formula estrutural da buprofezina
Carbofurano

@) carbofurano (2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-ylmethyl
carbamate) de formula quimica Ci12H15sNO3, numero CAS 1563-66-2 pertence
a classe toxicologica I (ANVISA, 2009), possui aplicacao no solo na cultura de
tomate e € empregado como inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida.
Pertence ao grupo quimico do metilcarbamato de benzofuranila e possui
LMR estabelecido pela legislacao brasileira na cultura de tomate de O,1
mg/kg, intervalo de seguranca de 60 dias e IDA de 0,002 mg/kg de peso
corporeo (BRASIL, 2003b). O LMR proposto pelo Codex foi revogado para a
cultura do tomate (FAO, 2009a).
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Fonte: NIST, 2005

Figura 15 - Formula estrutural do carbofurano

Deltametrina

A deltametrina [(S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1R,3R)-3-(2,2-
dibromovinyl)- 2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate] de formula quimica
C2oH10BroNO3, numero CAS 52918-63-5 pertence a classe toxicologica III
(ANVISA, 2009), possui aplicacao foliar na cultura de tomate e € empregado
como inseticida e formicida. Pertence ao grupo quimico dos piretroides e
possui LMR estabelecido pela legislacao brasileira na cultura de tomate de
0,03 mg/kg e pelo Codex de 0,3 mg/Kg, intervalo de seguranca de 3 dias e
IDA de 0,01 mg/kg de peso corporeo (BRASIL, 2003b; FAO, 2009a).

Y

Figura 16 - Formula estrutural da deltametrina

Fonte: NIST, 2005
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Difenoconazol

O difenoconazol (cis-trans-3-chloro-4-[4-methyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)-1,3-dioxolan-2-yl|phenyl 4-chlorophenyl ether) de formula quimica
C19H17CloN303, numero CAS 119446-68-3 pertence a classe toxicologica I
(ANVISA, 2009), possui aplicacao foliar na cultura de tomate e € empregado
como fungicida. Pertence ao grupo quimico do triazol e possui LMR
estabelecido pela legislacao brasileira na cultura de tomate de 0,1 mg/kg e
pelo Codex de 0,5 mg/Kg, intervalo de seguranca de 14 dias e IDA de 0,6
mg/kg de peso corporeo (BRASIL, 2003b; FAO, 2009a).

o

Fonte: NIST, 2005

Figura 17 - Formula estrutural do difenoconazol
Endossulfam (a, e sulfato)

O endossulfam [(1,4,5,6,7,7-hexachloro-8,9,10-trinorborn-5-en-2,3-
ylenebis methylene) sulfite] de formula quimica CoHeCleO3S (soma de a, B
endossulfam) numero CAS 115-29-7 e o sulfato de endossulfam de formula
quimica CoHeCleO4S e numero CAS 1031-07-8, pertence a classe toxicologica
I (ANVISA, 2009), possui uso indevido na cultura de tomate e € empregado
como acaricida, inseticida e formicida nas culturas de algodao, cacau, cafe,

cana-de-acucar e soja. O produto técnico € composto pelos isomeros a € B
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endossulfam e o sulfato de endossulfam é produto de degradacao. Pertence
ao grupo quimico do ciclodienoclorado e possui LMR estabelecido pela
legislacao brasileira somente para as culturas de cacau e cana-de-acucar de
0,01 mg/kg, intervalo de seguranca de 30 dias e IDA de 0,006 mg/kg de
peso corporeo (BRASIL, 2003b). O LMR proposto pelo Codex foi revogado
para a cultura do tomate (FAO, 2009a).

cl

cl cl
<l
cl <l
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Cl cl
o
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o—= |I <l
o € O/ 007,%0 o
a-endossulfam B-endossulfam endossulfam Sulfato
Fonte: NIST, 2005
Figura 18 - Formula estrutural do o, B endossulfam e endossulfam
sulfato
Fenpropatrina
A fenpropatrina [(RS)-alfa-cyano-3-phenoxybenzyl 2,2,3,3-

tetramethylcyclopropanecarboxylate| de féormula quimica C22H23NO3, numero
CAS 39515-41-8 pertence a classe toxicologica II (ANVISA, 2009), possui
aplicacao foliar na cultura de tomate e & empregado como inseticida e
acaricida. Pertence ao grupo quimico dos piretroéides e possui LMR
estabelecido pela legislacao brasileira na cultura de tomate de 0,2 mg/kg e
pelo Codex de 1 mg/Kg, intervalo de seguranca de 3 dias e IDA de 0,03
mg/kg de peso corporeo (BRASIL, 2003b; FAO, 2009a).
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Fonte: NIST, 2005

Figura 19 - Formula estrutural da fenpropatrina

Monocrotofos

O monocrotoféos [dimethyl (E)-1-methyl-2-(methylcarbamoyl)vinyl
phosphate)] de formula quimica C7Hi14NOsP, numero CAS 6923-22-4 era
empregado como inseticida e acaricida, mas segundo Oficio n°
008/06/GENAV de 06 de fevereiro de 2006, ficou estabelecido a data de 15
de marco de 2006, como limite para comercializacao de agrotoxicos a base
de monocrotofés, sendo proibido a partir desta data. Pertence ao grupo
quimico dos organofosforado e nao possui LMR estabelecido pela legislacao

brasileira e pelo Codex para nenhuma cultura (BRASIL, 2003b; FAO, 2009a).

Fonte: NIST, 2005

Figura 20 - Formula estrutural do monocrotofos
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