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RESUMO

Este trabalho detalha o desenvolvimento e a validagdo de dois métodos
multirresiduos: um para determinacdo de 95 pesticidas e outro para 16 hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), ambos em cachaca, empregando um Unico
procedimento de extracdo liquido-liquido com adicdo de sais. Os analitos foram
separados, identificados e quantificados empregando a GC-MS/MS, no modo de
monitoramento de reacdes selecionadas. Trés procedimentos de extracdo e clean-up
foram otimizados, através de planejamentos fatoriais, e comparados quanto a
recuperacdo e repetibilidade: extracdo liquido-liquido, extracdo em fase sélida e
extracdo liquido-liquido com adicdo de sais. Na extragdo liquido-liquido, a condigéo
otimizada consistiu na evaporacdo de 40% do volume da amostra e no uso de
diclorometano como solvente extrator. Na extracdo em fase solida, a condi¢do adotada
foi: evaporacdo de 40% do volume da amostra, limpeza do cartucho com 5 mL de agua
ultrapura e eluicdo dos analitos com 10 mL de diclorometano. Na extracdo liquido-
liguido com adicdo de sais foi otimizada a extragdo com 10 mL de diclorometano. O
altimo procedimento foi avaliado como o mais adequado para a extracao e clean-up dos
analitos em estudo e, validado seguindo os critérios preconizados por 0rgdos
fiscalizadores. Os parametros de validacdo avaliados mostraram bom desempenho dos
métodos, ambos com linearidades adequadas, t; calculado maior que o valor critico, ao
nivel de 95% de confianca. Pesticidas: recuperacdes entre 81-113%, coeficiente de
variagdo < 20%, para pelo menos dois niveis de fortificagdo, exceto para lambda
cialotrina e metamidofés; limites de deteccdo e quantificacdo, 0,0025 e 0,01 mg L™,
respectivamente. HPAs: recuperacdes entre 84,76-120,78%, coeficiente de variacdo
entre 6,23-27,33%; limites de deteccdo e quantificacdo, 0,00025 e 0,001 mg L7,
respectivamente. A incerteza de medicdo foi verificada e apresentou bons resultados,
principalmente nos niveis de maior relevancia analitica. Foram analisadas 26 amostras
entre: amostras comerciais de cachaca e fracGes de destilacdo de dois alambiques. Os
resultados mostraram contaminacdo por 31 pesticidas e 12 diferentes HPAs, sendo
fenbuconazol (presente em 10 amostras) e o benzo(a)pireno (presente em 19 amostras),

0s representantes mais incidente de cada classe de contaminantes.

Palavra-chave: Cachaca; Pesticidas; Hidrocarbonetos policiclicos arométicos; Extracdo

liquido-liquido com adigdo de sais; GC-MS/MS; Validacéo.



ABSTRACT

This work aims at analyzing the development and validation of two multiresidue
methods: one to determine 95 pesticides and another to determine 16 polycyclic
aromatic hydrocarbons, both in “cachaga”, using a sole liquid-liquid extraction
procedure with the addition of salts. The analytes were separated, identified and
quantified by means of GC-MS/MS, in select reaction monitoring mode. Three
extractions and clean-up procedures were optimized and compared as to recovery and
repeatability: liquid-liquid extraction, solid phase extraction and liquid-liquid extraction
with salt addition. The liquid-liquid extraction, at optimized condition, consisted of
evaporation of 40% of the sample volume and the use of dichloromethane as solvent
extractor. The solid phase extraction, at optimized condition, consisted of: evaporation
of 40% of sample volume, cleaning of the cartridge with 5 mL of ultrapure water and
elution of the analytes with 10 mL of dichloromethane. The liquid-liquid extraction with
salt addition was optimized with 10 mL of dichloromethane. The last procedure was
evaluated as the most adequate for extraction and clean-up of the analytes studied and
validated according to criteria recommended by monitoring agencies. The validation
parameters evaluated showed good performance of both methods, with adequate
linearities, and t, calculated was greater than the critical value, at confidence level of
95%. Pesticides: trueness with recoveries between 81-113%; variation coefficient <
20%, for at least two fortification levels, except for lambda cyhalothrin and
methamidophos; detection and quantification limits, 0.0025 and 0.0lmg L7,
respectively. PAHSs: trueness with recoveries between 84.76-120.78%; variation
coefficient between 6.23-27.33%; detection and quantification limits, 0.00025 and
0.001 mg L™, respectively. Measurement uncertainty was verified and presented good
results, mainly at higher relevant analytical levels. Twenty-six samples were analyzed:
commercial “cacha¢a” samples and “head”, “heart” and “tail” to distillation fractions of
two stilleries. The results showed contamination by 31 pesticides and 12 different
PAHSs, with fenbuconazole (present in 10 samples) and benzo(a)pyrene (present in 19

samples), the most present representative of each category of contaminants.

Keyworks: “Cachaga”; Pesticides; Polycyclic Aromatic Hydrocarbon; Liquid-liquid
extraction with salt addition; GC-MS/MS; Validation.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cachaga: contexto historico, legislacéo e mercado econémico

A cachaca ndo tem uma historia consolidada de sua origem, existem duas
versdes mais populares. Uma diz que, a bebida foi descoberta de forma acidental em um
engenho de cana em Pernambuco. O liquido formado na etapa de fervura do caldo da
cana, foi armazenado por um escravo e com o passar do tempo, ocorreu a fermentacao
natural. Devido a mudanca de temperatura, o liquido fermentado evaporou e condensou,
formando pingos no teto do engenho, que seria a cachaga. Por esse motivo, a bebida
também ¢é conhecida como “pinga”. Na outra versdo, o historiador Luis da Camara
Cascudo relata que, a cachaca foi produzida pelos portugueses, apos aprenderem o
processo de destilacdo com os arabes, por volta de 1532 na capitania de Sdo Vicente
(MAPA DA CACHACA, 2017).

Aos poucos a cachaca, bebida produzida na colbnia, foi cativando novos
paladares e reduzindo o mercado da bagaceira, bebida produzida na metropole, advinda
da fermentacdo do bagaco de uva (BRAGA, M. V. F., 2015). Por se tornar uma ameaca
aos lucros da metropole com a venda da bagaceira, varias acGes foram tomadas para
impedir sua ascensdo. Impostos abusivos sob a fabricacdo e consumo foram
implantados e, em algum momento, a producdo foi proibida. Durante sua historia, a
bebida passou por outras diversas barreiras, caminhando junto com a historia e lutas do

pais, por esse motivo, foi considerada “simbolo de resisténcia & dominagdo colonial”

(ANDRADE, L. P., 2015; FEITOSA, P. C. L., 2005).

Nos ultimos anos, diversos programas, organizacdes e legislagdes foram criados
para promover e valorizar o mercado da cachaca. A Associacdo Mineira de Produtores
de Cachaca de Qualidade, fundada em 1988, foi a precursora no campo de producéo de
cachaca, agindo também no desenvolvimento de novas técnicas para refinamento da
qualidade do produto (FARIA, R. G. B., 2002). Através da Lei Estadual n°® 10.853, de 4
de agosto de 1992, regulamentada pelo o Decreto n® 34.645, de 14 de abril de 1993, o
Programa Mineiro de Incentivo a Producdo de Aguardente - Pr6-Cachaca foi criado,
firmando um compromisso do governo do estado de Minas Gerais com 0 setor
(BRASIL, 1993). Posteriormente, em ambito nacional, foi criado o Decreto no 2.314, de
4 de setembro de 1997, regulamentou a Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994, com a
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funcdo de padronizar, classificar e determinar o registro, a inspecéo, a producéo e a
fiscalizacdo de bebidas (BRASIL, 1997). O Decreto n° 4.062, de 21 de dezembro de
2001, foi criado para definir as expressdes “cachaca”, “Brasil” e “cachaga do Brasil”

(BRASIL, 2001).

Em 2005, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por
meio da Instrugdo Normativa n® 13, de 29 de junho de 2005, fixa “normas relativas aos
requisitos e procedimentos para registro de estabelecimentos produtores de aguardente
de cana e de cachaca, organizados em sociedade cooperativa e 0s respectivos produtos
elaborados”. O objetivo dessa Instru¢do Normativa foi estabelecer um padrao de
qualidade e impulsionar 0 mercado da cachaca. A Instru¢do Normativa n° 13 foi
alterada pela Instru¢cdo Normativa n° 58, de 19 de dezembro de 2007, e posteriormente,
pela Instrucdo Normativa n® 27, de 15 de maio de 2008 (BRASIL, 2005). A legislacédo
faz a definicdo e diferenciacdo entre aguardente de cana, destilado alcodlico simples de
cana-de-agucar e cachaca. Segundo a Instrugdo Normativa n° 27, que esta em vigor:

“Cachaca ¢ denominagdo tipica e exclusiva da
Aguardente de Cana produzida no Brasil, com
graduacéo alcodlica de 38 % vol. (trinta e oito por
cento em volume) a 48% vol. (quarenta e oito por
cento em volume) a 20°C (vinte graus Celsius),
obtida pela destilacdo do mosto fermentado do
caldo de cana-de-agucar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de
aclcares até 6g L™ (seis gramas por litro),

eXpressos em sacarose.”

A composicdo gquimica e requisitos de qualidade também foram determinados.
Limites especificos para os congéneres, compostos originados no processo de producgédo
da cachaca (Tabela 1.1) e para os contaminantes organicos e inorganicos (Tabela 1.2)
foram estabelecidos (BRASIL, 2005).
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Tabela 1.1: Limites dos teores dos componentes do coeficiente de congéneres na
cachaca.

Limites
Componente — 1 — 1
Minimo (mg 100 mL™)  Méaximo (mg 100 mL™)
Acidez volatil, em acido acético na. 150
Esteres, em acetato de etila n.a. 200
Aldeidos, em aldeido acético n.a. 30
Furfural + Hidroximetilfurfural n.a. 5
Alcoois superiores" n.a. 360
Coeficiente de congéneres'" 200 650
I: ndo apresenta; Il: soma dos alcoois isobutilico (2-metil-propanol), isoamilicos (2-metil-1-butanol e 3-
metil-1-butanol) e n-propilico (1-propanol); Ill: soma da acidez volatil, ésteres, aldeidos, furfural +

hidroximetilfurfural e alcoois superiores.

Tabela 1.2: Limite maximo do teor especifico de contaminantes organico ou inorganico
na cachaca.

Contaminante Limite maximo

Alcool metilico 20'

Carbamato de etila 210"
Acroleina (2-propenal) 5!
Alcool sec-butilico (2-butanol) 10'
Alcool n-butilico (1-butanol) 3

Cobre 5000"

Chumbo 200"

Arsénio 100"

I: unidade em mg 100 mL™ de alcool anidro; Il: pg L™ da bebida.

No caso da cachaca artesanal, produzida em alambiques, para que a composi¢do
e limites estabelecidos sejam alcancados, deve-se haver a separacdo de trés fracdes,
rotuladas de “cabega”, “coracdo” e ‘“cauda”, separadas através do grau alcodlico. A
cabeca representa 5% do conteudo destilado, tem ponto de ebuli¢do inferior ao do etanol
e deve ser descartada, devido a presenca de compostos como metanol, aldeidos e
ésteres, prejudiciais a saude do consumidor. O coracdo é a cachaga propriamente dita,
representa 80% do contetdo. A cauda é formada de compostos fendlicos e acidos
organicos, representa 15% do destilado, e também é prejudicial a satde do consumidor

(ESPINOZA, L. J. S., 2006). A produtividade da cachaca artesanal é de 60 a 80 litros
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por tonelada de cana moida. A cachaca industrial, produzida em coluna de destilacéo
continua, rende cerca 120 a 150 litros por tonelada (ANDRADE, L. A. B., 2006).

Atualmente, a cachaca é a quarta bebida destilada de maior producdo mundial,
préximo de 1,7 bilhGes de litros produzidos por ano. Para a safra de 2015/2016, estima-
se que a producdo da cana-de-acUcar, matéria-prima da cachaca, em termos de area
plantada, chegou a aproximadamente 9000 mil hectares. Deste total, cerca de 2,5% é
destinado a producdo da cachaca. Quase a totalidade da producdo € destinada ao
consumo interno. Porém, a expansdo do mercado internacional ja é uma realidade
(ALCARDE, A. R., 2014; BRASIL, 2015).

Em 2012, os governos do Brasil e dos Estados Unidos firmaram um acordo
bilateral, no qual o Brasil reconhece o ‘bourbon whisky’ e o ‘tennessee whisky’ como
bebidas produzidas apenas nos Estados Unidos e, a cachaca torna-se reconhecida como
produto exclusivamente brasileiro no pais norte-americano ¢ ndo mais classificada ‘rum
brasileiro’, denominagdo que atravancava a promog¢do da bebida como bebida tipica do
Brasil. O reconhecimento norte-americano da bebida como produto exclusivamente de
producdo brasileira, € um importante passo para ampliacdo do mercado externo mundial
(PORTAL BRASIL, 2013). Em 2016, a exportacdo de cachaca gerou uma receita de
US$ 13,94 milhdes, cerca de 8,38 milhdes de litros. O produto foi exportado para mais
de 54 paises. Em termos de valores, a Alemanha é o principal comprador, responsavel
por 17,64%, seguida por Estados Unidos (16,16%) e Paraguai (11,60%). Em termos de
volume de cachaga, a Alemanha continua sendo o principal destino (26,82%), porém as
posicBes de Paraguai (20,51%) e Estados Unidos (10,12%) se invertem (IBRAC, 2017).

A relevancia do setor é evidente. Calcula-se um numero superior a 40 mil
produtores e 5 mil diferentes marcas de aguardente, em todo o pais. A receita alcanca
valores em torno de US$ 600 milhGes ao ano, com geracdo de 600 mil empregos,
considerando toda estrutura que a producdo engloba. Produzida em todo territério
nacional, o estado de Sdo Paulo ocupa o primeiro lugar, com 44% da producéo, sendo a
cachaca industrial predominante. Minas Gerais € o quarto estado de maior producdo da
bebida, responsavel por 8%, juntamente com Rio de Janeiro (8%) e Paraiba (8%).
Porém, o estado mineiro é o primeiro em producdo de cachaca artesanal, responsavel
por 50%, dos 500 milhGes de litros de cachaca artesanal produzida no pais (ALCARDE,
A. R., 2014).
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Depois de passar por diversas barreiras, de ser considerada uma bebida de
qualidade inferior, hoje a cachaca vive uma época de valoriza¢do e o crescimento do
mercado consumidor. O cenario atual estimula a promogéo de investimentos, controle
mais rigoroso e pesquisa para refinamento do processo de producéo, elevando cada vez
mais a qualidade quimica e o sabor da bebida (BRAGA, M. V. F., 2015).

1.2. Pesticidas: contexto historico, classificacdes, legislacdo e cenario atual de

consumo

O emprego de substancias, que tenham agdo contra fungos, insetos e outras pragas
que invadem e afetam as plantacdes, é conhecido desde o inicio da historia da
agricultura. Os primeiros compostos eficientes no combate a esses invasores foram
descobertos de forma empirica (SANTOS, S. P., 2002). Com o desenvolvimento
agricola, bem como a mudanca nas préaticas de cultivo, a ampliagdo do uso de
fertilizantes e maquinario durante a etapa de plantio, colheita e processamento da
cultura, houve o aumento da incidéncia de pragas nas plantacdes. A necessidade de
controlar a presenca dessas pragas e reduzir as perdas nas plantacdes fez surgir uma
grande quantidade de estudos em busca de novas substancias, que fossem mais efetivas
para as diferentes pragas existentes (BRAIBANTE, M. E. F., 2012). Os primeiros
compostos tiveram origem inorganica e vegetal. Posteriormente, compostos organicos
de origem vegetal também tiveram o poder de combate contra essas pragas descoberto,

podendo citar como exemplos, a nicotina e a rotenona (SANTOS, V. M. R., 2007).

No fim do século dezenove e comeco do século vinte iniciou-se o desenvolvimento
de estudos para sintese de compostos que apresentassem atividades praguicidas, 0s
chamados pesticidas organossintéticos (SOUZA, L. C., 2017). Durante a Segunda
Guerra Mundial, devido a necessidade de proteger os exércitos de doencas transmitidas
por pragas e aumentar a producdo agricola devido ao aumento populacional, varios
pesticidas foram desenvolvidos, alguns utilizados até hoje. Nesta época, o dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT), principal representante da classe dos organoclorados, teve
suas propriedades inseticidas descobertas. Os compostos dessa classe apresentam
grande tempo de permanéncia no ambiente. Essa propriedade que 0s torna mais

eficientes, pois significa um maior tempo de atividade, também os torna uma ameaca
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ambiental e para o ser humano. Com a elucidacdo dos mecanismos de acdo desses
compostos e constatacdo de seus efeitos tdxicos, progressivamente houve a substituicdo
por pesticidas das novas classes, organofosforados e carbamatos. Essas novas classes
também apresentam grande poder toxicolégico e representam elevado risco a saude,
porém possuem um menor tempo de permanéncia no ambiente, sendo até hoje os mais
utilizados (TOMITA, R. Y., 2002).

Os pesticidas sao classificados de acordo com seu ponto de aplicagdo, sua origem e
estrutura quimica. Quanto ao ponto de aplicagdo, os pesticidas podem ser classificados
como acaricidas, no combate a A&caros; bactericidas, no combate a bactérias;
nematicidas, no combate a nematoides; raticidas, no combate a roedores; formicidas, no
combate a formigas; moluscicidas, no combate a moluscos; algicida, no combate a
algas; além dos trés tipos mais amplamente utilizados: herbicidas, inseticidas e
fungicidas. Os fungicidas sdo utilizados para controlar a presenga de fungos em
plantagbes, sendo muito comum na agricultura convencional o uso de compostos
sintéticos e bastante toxicos, prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente. Os
inseticidas sdo utilizados para controlar a populacdo de insetos. Seu emprego se
expande desde o uso doméstico até industrial. Os herbicidas trabalham no controle de
ervas daninhas que se multiplicam entre as plantacdes e competem com a cultura
cultivada por luz, nutrientes e dgua, reduzindo a produtividade e qualidade do produto,
além de servirem como meio de reproducéo de pragas e outras doencas (NOBREGA, H.
F., 2014).

Os pesticidas podem ser designados como organicos ou inorganicos, de acordo com
0 composto de origem. Os pesticidas de origem inorganica ou organometalica, em geral,
tém sua composicao baseada em arsénio, talio, bario, nitrogénio, fésforo, cadmio, ferro,
selénio, chumbo, cobre, mercurio e zinco. Esses compostos apresentam alta toxicidade e
necessitam de grandes quantidades para serem eficazes. Os pesticidas organicos sao
subdivididos entre os de origem vegetal, constituidos principalmente de nicotina,
piretrina, sabatina e rotenona, e 0s de origem organossintética, que compreendem 0s
clorados, clorofosforados, fosforados e carbamatos (VILARINHO, F., 2011).

A classificagdo segundo a estrutura quimica divide os pesticidas em organoclorados,
fosforados, carbamatos, triazinas, piretroides e cloroacetamidas. Os organoclorados séo

hidrocarbonetos clorados que apresentam um ou mais anéis aromaticos ou ciclicos
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saturados na estrutura. Na classe dos organossintéticos, sdo 0s menos toxicos, porém
devido ao longo tempo de permanéncia no corpo e no meio-ambiente, a longo prazo,
pode provocar efeitos adversos, como problemas no sistema nervoso. Um exemplo
famoso desta classe € 0 DDT (NOBREGA, H. F., 2014; SAVOY, V. L. T., 2011).

Os organofosforados, empregados como acaricida, fungicida, inseticida e
nematicida, sdo ésteres de &cido fosfdrico, tiolofosférico, ditiofosforico, fosfonico,
tionofosfonico. Apesar dos organofosforados terem a mais rapida degradacdo e ndo
serem bioacumulados, estes sdo considerados 0s mais toxicos entre 0S
organossintéticos, provocando em mamiferos lacrimejo, salivacdo, sudorese, diarreia,
tremores e distUrbios cardiorrespiratérios, além de danos ao sistema nervoso. Também
representam um risco a saude de quem aplica ou entra em contato direto, podendo
causar intoxicagdo por ingestdo, inalagdo ou absorcdo direta (NOBREGA, H. F., 2014;
SAVOY, V. L. T, 2011).

Os carbamatos, empregados como inseticidas, sdo ésteres de acido metilcarbdnico
ou dimetilcarbdnico, possuem média toxicidade, ndo sendo bioacumulados e, como 0s
demais, provocam danos ao sistema nervoso. Por sua acdo altamente cancerigena, tém
sido proibidos em diversos paises (NOBREGA, H. F., 2014; SAVOY, V. L. T., 2011).

Os pesticidas da classe das triazinas sdo utilizados como herbicidas, apresentam
degradacao lenta, podendo ser encontrados em leitos e corpos d’agua e sdo altamente
toxicos, com evidéncia de acdo carcinogénica. O principal representante é a atrazina,
por possuir amplo campo de aplicacdo. Os piretroides apresentam baixa toxicidade em
relacdo aos demais pesticidas e sdo uma alternativa ao uso dos clorados, que tiveram o
uso proibido no Brasil, aos carbamatos e fosforados, no combate a insetos. Porém o uso
destes também requer cuidados devido a efeitos em invertebrados, como peixes. Os
pesticidas da classe dos cloroacetamidas sdo herbicidas empregados, principalmente, na
cultura de soja e milho, sendo os principais representantes: alaclor, metolaclor e
propalaclor (NOBREGA, H. F., 2014; SAVOY, V. L. T., 2011).

Os pesticidas também sdo classificados segundo seus efeitos toxicologicos,
baseando no limite de dosagem letal de 50% (DLso) estabelecido. Ou seja, quantidade
do composto, em miligramas, por quilograma (do individuo que ingeriu a substancia),

que é capaz de matar 50% da populacdo de ratos ou animal teste. De acordo com a
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classificacdo toxicoldgica, o pesticida deve apresentar uma faixa de cor especifica na
embalagem (Tabela 1.3) (BARRIGOSI, J. A. F., 2017).

Tabela 1.3: Classificacdo de toxicoldgica, segundo DLsy e cor, da faixa no rétulo,

especifica para cada classe.

Cor da faixa no rétulo

Classe Classificacdo DLso (mg kg™) da embalagem
I Extremamente tdxico <50 Vermelho
] Altamente toxico 50 - 500 Amarelo
Il Medianamente toxico 500 - 5000 Azul
\v} Pouco téxico > 5000 Verde

Segundo Art. 2° da Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, que “dispde sobre a

pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o

armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a importacéo,

a exportacdo, o destino final dos residuos e embalagens, o registro, a classificacdo, o

controle, a inspecdo e a fiscalizacdo de agrotoxicos, seus componentes e afins, e da

outras providéncias”, os pesticidas e afins sdo definidos como (BRASIL, 1989):

a) os produtos e os agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
implantadas, e de outros ecossistemas e tambem
de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicdo da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de

seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e

inibidores de crescimento.

No Brasil, a utilizacdo de pesticidas se deu em meados de 1960, por influéncia do

governo. A justificativa de modernizar a agricultura brasileira e aumentar a

produtividade levou a chamada “Revolugcdo Verde”. Medidas como o financiamento
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bancéario para compra de sementes vinculadas a aquisicdo de adubos e pesticidas, a
partir da criacdo do Sistema Nacional de Crédito Rural, praticamente obrigou o0s
produtores agricolas a adotarem a préatica de uso desses agentes em suas lavouras. Em
1975, foi criado o Programa Nacional de Defensivos Agricolas, que oferecia subsidios
para implantacdo de empresas nacionais e filiais de transnacionais de insumos agricolas.
O incentivo a préatica do uso de pesticidas ainda existe, com politicas de isences fiscais
e tributarias no comeércio destes produtos (LONDRES, F., 2011).

Todos esses fatores somados a falta de informacdo e preparo dos trabalhadores no
manuseio destes produtos, além do esforco, a qualquer custo, para garantir e/ou
aumentar a produtividade, fundamentaram a pratica agricola brasileira atual. Desde
2008 o Brasil lidera o ranking de maior consumidor mundial de pesticidas, de 2001 a
2008 o mercado de pesticidas passou de US$ 2 bilhGes para mais de US$ 7 bilhGes
(MILHORANCE, F., 2015).

A preocupacdo com a presenca de residuos desses pesticidas nos alimentos é
justificada pelos comprovados maleficios a saude, que podem ser causados com a
ingestdo, mesmo que em pequenas quantidades, desses compostos (QUEIROZ, S. C. N.,
2012). Por isso, os paises se esforcam para desenvolver leis e fazer o controle dos

produtos comercializados, tanto os produzidos no pais de origem, quanto os importados.

A Unido Europeia (EU) com base no Regulamento (CE) N° 396/2005 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 23 de fevereiro de 2005, estabeleceu os limites
méaximos de residuos de pesticidas no interior e em superficie de géneros alimenticios
destinados ao consumo humano ou animal, de origem vegetal ou animal (CE, 2005). Os
paises membros baseiam a legislacdo nacional nesse regulamento da Comunidade
Europeia (CE).

Nos Estados Unidos, trés 6rgdos sdo responsaveis por fiscalizar, regulamentar o
uso e comércio de pesticidas. A Environmental Protection Agenty € o 6rgdo responsavel
por aprovar e estabelecer limites de residuos nos alimentos em funcéo do Federal Food,
Drug, and Cosmetic Act e a Food Drug Administration (FDA), que fiscaliza e faz
cumprir os limites estabelecidos. O pais apresenta um o Code of Federal Regulations,
neste codigo, revisado anualmente, estdo contidas normas e regulamentos em grandes

areas de regulamentacdo federal, incluindo os pesticidas (GPO, 2017).
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No Brasil, a Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, é a base da legislacdo para
pesticidas, sendo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o 6rgéo
responsavel por regular e fiscalizar a presenca destes contaminantes nos alimentos
(BRASIL, 1989). Como o desenvolvimento de novos pesticidas é constante, s&o
necessarias atualizagdes constantes. O registro de novos ativos € realizado pelo MAPA
e a ANVISA avalia os riscos para a saude. Os compostos permitidos e os limites
maximos de residuos (LMR) sdo publicados em documentos denominados Monografias
Autorizadas para agrotdxicos no Brasil (ANVISA, 2017).

Segundo o balango 2015, do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Vegetal (SINDIVEG), a cana-de-aglcar, matéria-prima da cachaca, é a segunda
commodity que mais consome pesticidas no Brasil. Em 2015, foi responsavel por 10%
do valor total de vendas, sendo a soja a primeira, com 52% (SINDIVEG, 2016). O risco
de contaminacdo indireta da cachaca existe, considerando que é necessaria a moagem de
12, 5- 6,7 quilogramas de cana-de-agucar na producao de um litro de cachaga artesanal
e, 6,7-8,3 na producdo de cachaca industrial (ANDRADE, L. A. B, 2006). Na literatura
ndo foram encontrados estudos referentes a contaminacdo da cachaca por pesticidas.
Entretanto, diante do consideravel uso de pesticida na cultura de cana-de-agucar, da
elevada proporcdo entre, quantidade de cana-de-acUucar moida e volume da bebida
produzido, e a toxicidade dos compostos ativos que compdem os pesticidas, a analise da

cachaca se torna relevante.

1.3. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos: definicdo, origem, legislacdo e estudos

da contaminacéao de bebidas

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) constituem um grupo de
compostos que apresentam uma estrutura molecular de anéis aromaticos fundidos, sem
presenca de heterodtomo ou grupo substituinte. Os HPAs sdo classificados em leves e
pesados. Os HPAs leves apresentam 2 ou 3 anéis benzénicos em sua estrutura e 0s
HPAs pesados contém um namero superior a 3 anéis benzénicos. A maior estabilidade
dos HPAs pesados, em relagdo aos leves, confere a estes um maior grau de toxicidade
(GARCIA, L. P., 2014).
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A formacdo dos HPAs se d& por meio da combustdo incompleta ou pirdlise de
matéria orgénica. As fontes responsaveis pela presenca de HPAs no meio ambiente
podem ser de origem antropogénica ou devido atividades naturais. As atividades da
natureza que mais contribuem sdo: queimadas florestais espontaneas, emissdes
vulcénicas, decomposicdo de material bioldgico, além de sintese biogénica. As fontes
antropogénicas podem ser varias, como exemplo, pode-se citar: atividades industriais
que necessitem da queima de combustivel (carvdo, gas natural, madeira) para produgéo
de energia ou aquecimento, o uso de combustivel fossil, queima florestal proposital,
efluentes industriais e urbanos, fumaca de cigarro, defumacdo e secagem direta por
madeira. A elevacdo dos teores de HPAs no meio ambiente se deu com o aumento das
atividades industriais e, todas as mudancas na vida das populacdes depois do
desenvolvimento industrial, indicando que as fontes antropogénicas sdo as principais
responsaveis pela emissdo destes compostos no meio ambiente (BETTIN, S. M., 2005;
PI1SQ, 1998).

Os HPAs apresentam caracteristicas lipofilicas, com propensdo em se acumular
em tecidos lipidicos dos seres vivos e, apesar da pequena afinidade com a agua, estes
podem ser adsorvidos em particulas em suspensédo, presentes em ambientes aquaticos, e
se transferirem, em algum momento, para sedimentos (LIN, D., 2005). Esses compostos
se enquadram na classe dos poluentes organicos persistentes, classe de substancias com
propriedades toxicas, sendo resistentes a degradacdo, bioacumulativos, que conseguem
se transportar através do meio e se depositar em locais afastados do local de origem
(EUGRIS, 2017). A necessidade de estudar, monitorar e controlar a presenca, no
ambiente e nos alimentos, justifica-se pelo elevado potencial carcinogénico e
mutagénico de varios desses compostos (NETTO, A. D. P., 2000). A Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer classifica alguns HPAs de acordo com a

evidéncia de seu potencial carcinogénico (WHO/IARC, 2007).

Em 2002, uma selecdo de 33 HPAS, 0s que mais apresentavam contaminagdo em
alimentos, foi avaliada pelo Comité Cientifico de Alimentos da Comissdo Europeia,
segundo informac6es fornecidas pelos paises membros da EU. Dos compostos presentes
nessa selecdo, 15 compostos foram certificados como agentes carcindgenos e/ou
genotoxicos (compostos capazes de alterar o material genético). Estes foram:
benzo(a)antraceno (BaA), benzo(b)fluoranteno (BbFA), benzo(j)fluoranteno (BjFA),
benzo(k)fluoranteno (BkFA), benzo(a)pireno (BaP), benzo(g,h,i)perileno (BghiP),
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criseno  (CHR), ciclopenta(c,d)pireno (CPP), dibenzo(a,h)antraceno (DBahA),
dibenzo(a,e)pireno (DBaeP), dibenzo(a,h)pireno (DBahP), dibenzo(a,i)pireno (DBaiP),
dibenzo(a,l)pireno (DBalP), indeno(1,2,3-c,d)pireno (IP) e 5-metilcriseno (MCH)
(EU/SCIENTIFIC COMMITTEE ON FOOD, 2002). Esses HPAs, classificados como
carcinogénicos ou genotoxicos, integram a lista dos compostos investigados pelos
membros da EU, seguindo a Recomendacdo 2005/108/CE da Comissdo de 4 de
fevereiro de 2005 (CE, 2005). O benzo(c)fluoreno (BcFL), posteriormente, também foi
inserido nessa lista, por representar alto grau de toxicidade, segundo estudos Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (WHO/FAO, 2005). As estruturas
desses 16 HPAs, que integram a listas dos 15 + 1 HPAs de prioridade de monitoramento
da EU séo apresentadas na Figura 1.1 (NIST PAH STRUTURE INDEX, 2017):

BaA BaP CHR MCH

DBaeP DBahP DBaiP DBalP

Figura 1.1: Estruturas moleculares dos 16 HPAs, que integram a listas dos 15 + 1 HPAs de
prioridade de monitoramento da EU.

25



Os meios de possivel contaminacdo por HPAs, em que 0 ser humano esta
sujeito, sdo o ar atmosférico e as bebidas aquosas. Os alimentos sdo considerados a
principal via de exposi¢do (WENZL, T., 2006). A contaminacdo dos alimentos pode se
dar por transferéncia dos HPAs que estejam presentes no ar atmosférico, agua ou solo e
também formados durante processamento (secagem e defumacéo) e cozimento (grelhar,
assar e fritar) (WENZL, T., 2006; CARUSO, M. S. F., 2008).

O regulamento da EU n° 835/2011, que altera o regulamento (CE) n° 1881/2006
em relacdo aos teores maximos de HPAs em alguns géneros alimenticios, ressalta que
0s teores maximos devem ser seguros e representar 0s valores mais baixos possiveis
(CE, 2011). A primeira legislagéo a respeito de controle da presenga desses compostos
em géneros alimenticios, regulamento (CE) n°® 208/2005, fixou o BaP como marcador
indicativo da presenca de HPAs nos géneros alimenticios (CE, 2005). Com base num
parecer do Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia Alimentar, da Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos, que informava que a escolha do BaP como
marcador para presenca de HPAs ndo era adequada, o regulamento n® 835/2011 foi
criado e alteragdes necessarias implantadas. Neste novo regulamento, novos teores
maximos para a soma de quatro substancias (PAH4) (BaP, BaA, BbFA e CHR) foram
fixados e mantido um teor maximo diferenciado para o BaP (CE, 20011). Apesar de
apresentar a legislacdo mais robusta, compreendendo diversos géneros alimenticios, a
legislacdo da EU ndo apresenta legislagdo especifica para agua ou qualquer tipo de
bebida.

Nos Estados Unidos, a FDA ndo determina teor maximo de HPAs em nenhum
género alimenticio. O pais trabalha no sentido de estabelecer leis de reducdo desses
poluentes no meio ambiente (JACQUES, R. J. S., 2007).

O Brasil apresenta uma legislacdo modesta em relacdo ao controle de HPAS no
campo alimenticio. A ANVISA nédo possui legislacdo que definem os teores maximos
de HPAs, em grande parte dos alimentos com potencial de contaminagdo. A legislacédo
brasileira, para esse fim, pode ser resumida em trés documentos, Portaria MS n° 2914 de
dezembro de 2011 (que revoga a Portaria n°® 518/2004), a Resolu¢do RDC n° 274, de 22
de setembro de 2005 e RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007. O primeiro documento
estabeleceu limites para substancias quimicas que representam risco a salde e

cianotoxinas em agua potavel, dentre os quais, um limite de teor maximo de 0,7 pug L™
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de BaP. O mesmo limite foi fixado para aguas envasadas e gelo, através da Resolucao
RDC n° 274, de 22 de setembro de 2005. A RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007,
estabeleceu 0 valor maximo de 0,03 pg kg™ de BaP em alimentos em que se utilizam
aroma de fumaca no processamento (BRASIL, 2011; BRASIL, 2005; BRASIL, 2007).
Ainda néo existe legislagdo nacional que regulamenta o monitoramento para qualquer
tipo de bebida.

Apesar das legislacdes, nacionais e internacionais, serem omissas quanto 0
controle de HPAs em bebidas, alguns trabalhos relatam a contaminagdo. Galinaro, C.
A. et al. (2009) analisaram amostras comerciais de cachaga, rum, uisque e alcool
combustivel. Todos os tipos de bebidas mostraram algum nivel de contaminacédo, a
soma dos teores de HPAs nas marcas de cachaca analisadas foi 9,43 pg L™. Menezes,
H. C. et al. (2015) detectaram concentracdes numa faixa de 0,14 de fluoranteno a 5,7 de
dibenzo(a,h)antraceno, em 29 amostras comerciais de cachaca artesanal. Tfouni, S. A.
V. et al. (2007) avaliaram 25 amostras de cachaga de marcas comerciais e a soma dos
teores de BaA, BbF, BKF, BaP e DahA chegou a 1,91 pg L™. Bettin, S. M. et al. (2005)
investigaram 28 amostras de aguardente e concluiram que a contaminagédo por HPAs em
as amostras obtidas de cana-de-agucar em que ha queima do canavial para colheita séo

expressivamente maiores.

A contaminacdo da cachaca por HPAs pode ocorrer em variados momentos.
Entre as possiveis fontes de contaminagéo, pode citar 0 emprego da préatica da queima
do canavial, realizada pelos produtores para facilitar a colheita da cana-de-acucar e, 0
tipo de veiculo utilizado no transporte da cana-de-acUcar, contaminando tanto por
contato com graxas e Oleos do veiculo ou mesmo pela fumaca proveniente da
combustdo do combustivel do veiculo. No estado de S&o Paulo a Lei n. 11.241, de 19
de setembro de 2002, “dispde sobre a eliminacdo gradativa da queima da palha da cana-
de-agticar e da providéncias correlatas”, uma programagao determinando a porcentagem
méaxima do canavial que pode ser queimada foi criada, para que os produtores tenham a
possibilidade de se adaptarem, estabelecendo um prazo até 2031 para extincdo da
pratica de queima (Sdo PAULO, 2002). A contaminacdo também pode se dar no
processamento da bebida, por contato casual com lubrificantes dos equipamentos,
armazenamentos em reservatorios inadequados (por exemplo, revestidos com resina

asféltica), através do agUcar utilizado no processo e nos tonéis de madeira em que a
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bebida ¢ mantida durante o envelhecimento, que por serem tratados termicamente na
sua confecgédo, podem conter HPAs (BETTIN, S. M., 2005).

Considerando o grande potencial téxico da classe dos HPAs, com compostos de
alto potencial carcinogénico e genotdxico, esforcos devem ser realizados para ampliar o
campo de controle. LegislacGes especificas para o maior nimero de géneros
alimenticios precisam ser fixadas, incluindo bebidas, para assegurar a qualidade
alimentar da populacdo, uma vez que a ameaca de contaminacao por tipo de produto é

verificada em estudos cientificos.

1.4. Métodos empregados na andlise de pesticidas e hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos em bebidas

O processo de destilacdo, na fabricacdo de bebidas alcodlica destiladas, elimina
grande quantidade de substancias advindas do vegetal de origem, agindo como uma
etapa de limpeza. Essas bebidas tém em suas composi¢cdes basicamente, agua e etanol.
A cachaca, por exemplo, apresenta um teor, em volume, maior que 51% em agua, 38 a
48% em etanol e, menos de 1% em congéneres, sacarose e contaminantes. E, apesar da
aparente simplicidade da matriz, essa pequena porcentagem, menor que 1% da amostra,
pode conter mais de 250 compostos (ESPINOZA, L. J. S., 2006). Assim, a etapa de
preparo de amostra se faz necessaria para eliminar a presenca de possiveis interferentes,
garantir recuperacdo e precisdo adequadas, realizar a pré-concentracdo dos analitos e

preservar o equipamento de analise (MAJORS, R. E., 2015).

Nos métodos para determinacdo de pesticidas em bebidas destiladas, observou-
se a predominancia do uso técnicas de cromatografia, gasosa (GC) e liquida (HPLC),
com os detectores de absorcdo na regido do ultravioleta/visivel (UV-vis), captura de
elétrons (DCE), nitrogénio-fosforo N-40 (NPD) ou espectrometria de massas (MS)
(HAN, Y., 2016; CABRAS, P., 1997; INOUE, T., 2010; WANG, Y., 2012; XU, H.,
2016). Apenas um trabalho, realizado por Wang, J. et al. (2015) utilizaram a
espectrofotometria de fluorescéncia. No preparo de amostras foi relatado o uso de
diferentes procedimentos. Han, Y. et al. (2016) utilizaram o método QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), com pré-evaporagdo para retirar a

fracdo de etanol contida na amostra e adicdo de nanotubos de carbono com paredes
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maltiplas, na etapa de clean-up. Cabras, P. et al. (1997) analisaram 11 pesticidas e
fizeram 0 uso de trés procedimentos de extracdo, cada um para um determinado grupo
de pesticida: QUEChERS, evaporacdo da amostra com reconstituicdo com solvente
orgéanico para pré-concentracdo e extracdo liquido-liquido (LLE) com posterior pré-
concentracdo. Inoue, T. et al. (2010) estudaram o poder da destilagdo na eliminagéo de
residuos de pesticidas, sendo a amostra filtrada em membrana de filtro PTFE
(politetrafluoroetileno) e analisada. Wang, Y. et al. (2012) fizeram o uso de um
procedimento de extracdo gas-solido por nebulizacdo pneumatica (PN-GSE), no qual a
amostra é transformada em aerossol e passada por uma coluna de 6xido de aluminio,
para posterior eluigdo com acetona. Xu, H. et al. (2016) utilizaram procedimento
semelhante, microextracdo gas-sélido por nebulizacdo pneumatica (PN-GSME), com
coluna de diatomito e eluicdo com acetato de etila. Wang, J. et al. (2012) produziram
um polimero fluorescente de impressdo molecular (FMIPs), a partir de 5(6)-

isotiocianato e 3-aminopropiltrietoxisilano para deteccdo seletiva da A-cialotrina.

Na analise de HPAs, o uso de cromatografia, CG e HPLC, com deteccdo por
fluorescéncia (FLD) ou MS, também é dominante. Assim como, no preparo de amostra,
observa-se grande utilizacdo das técnicas de extracdo em fase sélida (SPE) e LLE. A
SPE com coluna de octadecil silano (Cig) foi empregada por: Bettin, S. M. et al. (2005),
para analise de aguardente utilizando acetato de etila para a eluicdo de compostos de
maior massa e isopropanol para composto de menor massa. Machado, A. M. R et al.
(2014) fizeram o estudo da relacdo dos barris de envelhecimento da cachaca com a
contaminacdo por HPAs, eluindo com acetato de etila. Galinaro, C. A. et al. (2007)
analisaram cachacas produzidas a partir de cana-de-agucar obtidas em locais em que ha
queima do canavial e sem gueima do canavial. Os compostos foram eluidos com
solucdo diclorometano:hexano (1:1, v/v). Galinaro, C. A. et al. (2009) utilizaram o
procedimento anterior,para a presenca de HPAs em cachaca, rum, uisque e alcool
combustivel. Garcia-Facon, M. S. et al. (2005), com um procedimento utilizando duas
minicolunas em série (Cyg e silica), investigaram as possiveis fontes de contaminacao
em aguardente de uva, rum, ponche, brandy de Jerez, uisque e vinho. Caruso, M. S. F. et
al. (2009) compararam trés procedimentos de extracdo para andlise de benzo(a)pireno
em cachaca, SPE (baseado no procedimento de Bettin, S. M. et al. (2005)), LLE com
ciclohexano como solvente de extracdo e LLE com dimetilformamida:agua (9:2, v/v).

Tfouni, S. A. V. et al. (2007) utilizaram o procedimento de LLE anterior para analise de
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5 HPAs em cachaga. Cacho, J. I. et al. (2016) avaliaram diferentes tipos de bebidas
alcodlicas, incluindo uisques, gins, runs, brandies e tequila, utilizando a microextragdo
emulsificada assistida por ultrassom (USAEME). Menezes, H. C. et al. (2015),
analisaram cachagas artesanais através da técnica de microextracdo em fase solida
utilizando fibra resfriada e imerséo direta (DI-CF-SPME). Por ndo haver legislacdo
especifica para a presenca de HPAs em bebidas, os niveis de concentracdo que se busca
alcancar, baseiam-se nos limites de matrizes legisladas, semelhantes ou que apresentam
alguma relagdo com a matriz de estudo, no trabalho em questdo. Portanto, 0s
procedimentos supracitados apresentam uma etapa de pré-concentracdo, para atingir
baixos niveis de deteccdo e possibilitar a analise desses compostos em concentragdes
compativeis com as legisladas.

A Tabela 1.4 apresenta um resumo dos metodos descritos na literatura, para
analise de pesticidas e HPAs, em bebidas alcodlicas destiladas. Analisando o0s
resultados desses trabalhos (Tabela 1.4), verifica-se a importancia do monitoramento,
desses contaminantes em bebidas alcodlicas destiladas. Portanto, o desenvolvimento de
um Unico procedimento para extracdo e clean-up de pesticidas e HPAs, em cachaca, é

relevante, pois simplificaria o processo, reduzindo custos e tempo.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

Otimizar e validar métodos multirresiduos para determinacéo de 95 pesticidas e
16 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, em cachaca, por GC-MS/MS, utilizando um
Unico procedimento de extrac&o.

2.2. Objetivo especifico

I. Otimizar dois métodos de quantificacdo, por GC-MS/MS: um método multirresiduos
para quantificacdo de 95 pesticidas e um método para quantificacdo dos 16 HPAs da
lista de prioridade de investigacdo da Unido Europeia;

I1. Otimizar um procedimento para extracdo e purificagdo dos pesticidas e HPAs em
cachaca;

I11. Validar os metodos desenvolvidos, com base no guia Manual de Garantia da
Qualidade Analitica do MAPA de 2011 e, no guia Controle de Qualidade Analitica e,
Procedimentos de Validacdo de Método para Andlise de Residuos de Pesticidas em
Alimentos e Rac¢des da Comissdo Europeia de 2015;

IV. Realizar a analise de amostras de cachacas comerciais e das fragdes “cabega”,
“coragdo” e “cauda”, de algumas amostras, para verificar se ha contaminacdo com
residuos de pesticidas e HPAs.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Equipamentos e materiais

Os equipamentos e materiais utilizados, que se encontram no LANAGRO/MG

em Pedro Leopoldo, estdo indicados na Tabela 3.1:

Tabela 3.1: Equipamentos e materiais utilizados no desenvolvimento e validacdo dos
metodos.

Equipamentos e Materiais Descrigao
Agilent 7000A triploquadrupolo GC-
Sistema GC-MS/MS MS/MS com fonte de ionizacdo por impacto
de elétrons
Pré-coluna cromatografica para Ritx-OPPesticides Restek, 2 m x 0,25 mm x
separacao dos pesticidas 0,25um
Coluna cromatogréfica para separacdo  Rtx-OPPesticides Restek, 15 m x 0,25 mm x
dos pesticidas 0,25 pm
Coluna cromatogréfica para separacdo  Agilent J&W DB-EUPAH, 30 m x 0,25 mm
dos HPAs X 0,25 pm
Agitador tipo Vortex Labnet, modelo VX-200

Shimadzu, modelo AUY 220, capacidade de

Balanga analitica 220g e sensibilidade 0,1 mg

Sistema de purificacdo de dgua Merck Millipore, Simplicity System
Banho termostatizado com agitacéo Yamato, modelo BT-25,
constante faixa de 20 — 110°C

Thermo Scientific modelo Megafuge 40R

Centrifuga refrigerado

3.2. Padroes, solventes, sais, cartuchos e amostras

Os padrBes de todos os pesticidas foram adquiridos da Dr. Ehrenstorfer
(Augsburg, Alemanha). Solugdo padrdo com mistura de 16 HPAs, na concentracdo de
250 mg L™ em acetona/cloreto de metileno (80:20, v/v), foi adquirida da Agilent

Technologies (Santa Clara, Estados Unidos). Diclorometano (99,8%), grau de pureza
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HPLC, adquirido da Scharlau (Barcelona, Espanha). Acetato de etila (99,8%) e
acetonitrila (99,9%), ambos grau de pureza HPLC, foram adquiridos da Tedia (Fairfield,
Estados Unidos). Nonano (> 99,0%), grau de pureza GC, foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). Sulfato de magnésio anidro P.A. (98%) foi
adquirido da Vetec (Saint Louis, Estados Unidos). Cloreto de sédio (99%) foi adquirido
da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). Cartuchos de EFS Spe-ed octadecil
C18/18% (1000 mg/6 mL) foram adquiridos da Applied Separations (Allentown,
Estados Unidos). As amostras de cachacas utilizadas no desenvolvimento e validacéo
dos métodos foram produzidas e fornecidas por um alambique da regido de Uba, Minas
Gerais. Amostras de cachacas comerciais foram adquiridas em mercado local e também
por meio de doagdo de produtores das regibes de Ouro Branco e Itaverana. Amostras
das fracbes “cabega”, “coracdo” e “cauda” de destilacdo foram adquiridas através de
doacdo dois alambiques, um da regido de Uba e outro de Ouro Branco. Essas amostras
comerciais e fragdes (Tabela 3.2) foram analisadas apds validacdo dos métodos.

Tabela 3.2: Relacdo de amostras comerciais e fracdes de destilagdo da cachaca
analisadas pelos métodos desenvolvidos.

Cadigo Amostra
Al Cachaca da regido de Uba, com envelhecimento
A2 Fragdo de “cauda” do alambique da regido de Uba
A3 Fragdo de “cabeca” do alambique da regido de Uba
Ad Fragdo de “coracao” do alambique da regido de Uba
A5 Cachaca da regido de Ouro Branco envelhecida em tonel de amburana
A6 Cachaca da regido de Ouro Branco envelhecida em tonel de freijé
A7 Cachaca da regido de Ouro Branco envelhecida em tonel de amendoim
A8 Cachaca da regido de Ouro Branco envelhecida em tonel de amburana
A9 Cachaca da regido de Ouro Branco envelhecida em tonel de carvalho
Al0 Cachaca da regido de Ouro Branco envelhecida em tonel de balsamo
All Cachaca da regido de Ouro Branco envelhecida em tonel de carvalho
Al2 Cachaca da regido de Ouro Branco armazenadas em dornas de inox
Al3 Cachaca da regiéo de Belo Horizonte, sem envelhecimento
Al4 Cachaga da regido de Paraty envelhecida em tonel de jequitiba
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Cadigo Amostra

Al5 Cachaga da regido de Perddes envelhecida em tonel de carvalho
Al6 Cachaga da regido de Nova Unido envelhecida em tonel de amburana
Al7 Cachaca da regiéo de Paraty envelhecida em tonel de carvalho

Al8 Cachaca da regido de Itaverana envelhecida em tonel de amburana, por 2 anos
Al9 Cachaca da regiéo de Itaverana armazenadas em dornas de inox, por 2 meses
A20 Cachaca da regido de Itaverana envelhecida em tonel de amburana, por 1 anos

A21 Cachaga da regido de Itaverana envelhecida em tonel de carvalho americano

A22 Cachagca da regido de Itaverana envelhecida em tonel de jequitiba
A23 Cachaga da regido de Itaverana envelhecida em tonel de carvalho europeu
A24 Fragdo de “cauda” do alambique da regido de Ouro Branco

A25 Fragdo de “cabeca” do alambique da regido de Ouro Branco

A26 Fragdo de “coracao” do alambique da regido de Ouro Branco

3.3. Preparo das solucdes

3.3.1. Solucdes estoque e de trabalho dos pesticidas

Para o preparo de 10 mL das solugdes estoques, pesou-se cerca 16 a 20 mg de
cada padrdo de pesticida e dissolveu em acetonitrila, armazenando-as em frascos de
vidro ambar sob refrigeracdo a -20°C. As concentracdes variam em uma faixa de 1500 a
2000 mg L™, considerando o valor pesado e a pureza de cada padrdo. Solucdes de
trabalho contendo mistura de todos os pesticidas foram preparadas nas concentracdes 1,

2,5e10mg L™ a partir da diluicdo das solucdes estoque em acetonitrila.
3.3.2. Solucdo estoque e de trabalho dos pesticidas e dos HPAS

Para o preparo de 10 mL de solucéo estoque dos HPAs (4 mg L™), adicionou-se
160 pL da solugdo padrdo dos HPAs (250 mg L™) e completou-se o volume com
nonano. Solucdes de trabalho, nas concentracdes de 0,25 e 0,5 mg L™, foram preparadas
a partir da diluicdo da solugdo estoque, sendo o volume completado com acetato de

etila.
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3.4. CondicGes espectrométricas

As condicOes espectrométricas dos pesticidas e dos HPAs foram otimizadas a
partir da injecdo de solucbes de cada padrdo (10 mg L™) no modo varredura, para
determinacdo dos ions precursores e dos tempos de retencdo. Em seguida, realizou-se a
injecdo de solugdo de cada padrdo (10 mg L™) utilizando diferentes energias de colisdo
(5, 15, 25 e 35 eV) e monitorou-se os ions produtos formados na fragmentacdo, no
modo varredura na faixa de 50-500 m/z. A energia de colisdo selecionada para cada
transicdo foi posteriormente otimizada para obtencdo de sinal mais intenso. Para
confirmacdo da identidade dos ions, precursores e produtos, comparou-se 0S espectros
referentes aos picos dos ions obtidos nas injecbes dos padres e os encontrados na
biblioteca do equipamento (NIST08 Mass Spectral Library), além de informacdes na

literatura sobre os ions comumente utilizados para identificacdo desses analitos.

Os ions foram selecionados buscando simultaneamente maior m/z e abundancia.

3.5. CondicOes cromatograficas

As condicbes cromatograficas para 0 método de separacdo dos pesticidas foram
baseadas inicialmente no método do Lanagro/MG (MET/LP/PL/011: “Metodologia de
analise de residuos de pesticidas por GC-MS/MS”). Modificagdes na rampa de
aquecimento e tempo de corrida foram realizadas para obter melhor separacéo entre os
analitos, devido & inclusdo de novos pesticidas. A etapa 6 (280 — 310 °C a 20 °C min™)
foi incorporada na programacdo de forno (Tabela 3.3) para analise de analitos de maior

retencdo o que demandou um acréscimo de 6 minutos no tempo final de corrida.

O método de separacdo dos HPAs foi desenvolvido utilizando uma coluna
especifica para analise de HPAs de 3, 4 e 5 anéis de benzeno (coluna CG J&W Agilent
DB-EUPAH 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A rampa de aquecimento, do forno e do
injetor, e a vazdo do gas de arraste foram otimizadas para analise de HPAs com mais de
5 anéis de benzeno na estrutura. A etapa 2 (40 — 200 °C a 70 °C min™) na programacao
de forno (Tabela 3.3) foi configurada para maximizar a diferenciacdo dos isémeros,
tendo como fundamentos a se¢do de choque, maior frequéncia de choques com a fase

estacionaria e interacdo com fase estacionéria levemente distinta entre 0s mesmos.
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Nos dois métodos foi utilizado hélio grau 6.0, pureza minima de 99,9999%
adquirido da White Martins (Belo Horizonte, Brasil) como gés de arraste e nitrogénio
como gas de colisdo, volume de injecdo de 25 UL no modo de injecdo solvent vent. No
espectrometro, empregou-se ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV), temperatura da
fonte de 300°C e dos quadrupolos de 180°C. As condic¢BGes cromatogréafica otimizadas
para cada método estdo descritas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Condicdes cromatogréaficas otimizadas para o método de analise de
pesticidas e método de analise de HPAs.

METODO CROMATOGRAFICO

Pesticidas HPAs

PROGRAMACAO DE FORNO

Temperatura inicial: 40 °C Temperatura inicial: 40 °C
(1) 40 °C por 0,1667 min; (1) 40 °C por 1,8 min;

(2) 40-50°C a 75 °C min*; (2) 40 — 200 °C a 70 °C min™;
(3) 50 — 150 °C a 50 °C min™; (3) 200 — 240 °C a 6 °C min’*;
(4) 150 — 200 °C a 6 °C min™; (4) 240 — 280 °C a 10 °C min™*;

(5) 200 — 280 °C a 10 °C min™; (5) 280 — 310 °C a 6 °C min™.

(6) 280 — 310 °C a 20 °C min™.

PROGRAMACAO DE INJECAO

(1) 45 °C por 1,37 min
(2) 45— 325 °C a 600 °C min™.

PROGRAMACAO DE VAZAO

(1) 0— 18,23 min: 1 mL min; (1) 0—1,37 min: 1 mL min;
(2) 18,23 — 27,25 min: 1,2 mL min; (2) 1,37 — 2,03 min: 3 mL min™;
(3) 27,25 — 37 min: 2 mL min™. (3)2,03 — 18,23 min: 1 mL min;

(4) 18,23 — 59 min: 1,2 mL™.

COLUNA

Pré-coluna capilar: 2 m x 0,25 mm x Coluna capilar: 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
0,25um Rtx-OPPesticides Restek Agilent J&W DB-EUPAH

Coluna capilar: 15 m x 0,25 mm x 0,25
pum Rtx-OPPesticides Restek
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3.6. Procedimento otimizado de extracéo liquido-liquido

A extracdo dos pesticidas e HPAs utilizando a extragdo liquido-liquido seguiu o
procedimento otimizado descrito:

1) Mediu-se 20 mL de cachaca, transferiu-se para um tubo de centrifugacdo de 50 mL

(as amostras fortificadas, adicionou-se 0s volumes adequados das solugdes de trabalho);

2) Evaporou-se aproximadamente 40% do volume da amostra em banho & 60 °C, sob

fluxo de ar comprimido;
3) Adicionou-se 1 g de NaCl e agitou-se por 1 minuto em vortex;
4) Adicionou-se 10 mL de diclorometano e agitou-se por 1 minuto em vortex;

5) Recolheu-se a fase inferior (fase organica) e transferiu-se para outro tubo de
centrifugacao de 50 mL;

6) Evaporou-se o extrato até completa secura em banho a 38 °C, sob fluxo de ar

comprimido;
7) Retomou-se com 1 mL de acetato de etila;

8) Transferiu-se 900 pL para frasco amostrador e injetou-se no sistema GC-MS/MS.

3.7. Procedimento otimizado da extracdo em fase solida

O procedimento otimizado para extracdo dos pesticidas e HPAs por meio da

SPE cumpriu as etapas:

1) Mediu-se 20 mL de cachaca, transferiu-se para um tubo de centrifugacdo de 50 mL

(as amostras fortificadas, adicionou-se os volumes adequados das solucgdes de trabalho);

2) Evaporou-se aproximadamente 40% do volume da amostra em banho a 60 °C, sob

fluxo de ar comprimido;

3) Transferiu-se a amostra para um cartucho C,g (previamente condicionado com 10 mL
de metanol e 10 mL de 4gua ultrapura) numa vazdo aproximada de 1 a 2 mL min™ e

deixou-se secar por 10 minutos;
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4) Percolou-se 5 mL de &gua ultrapura, etapa de limpeza, e deixou-se secar por 10

minutos;
5) Eluiu-se com 15 mL de diclorometano e coletou-se o extrato;

6) Evaporou-se o extrato até completa secura em banho a 38 °C, sob fluxo de ar

comprimido;
7) Retomou-se com 1 mL de acetato de etila;

8) Transferiu-se 900 pL para frasco amostrador e injetou-se em sistema GC-MS/MS.

3.8. Procedimento otimizado de extracao liquido-liquido com adicéo de sais

1) Mediu-se 20 mL de cachaca, transferiu-se para um tubo de centrifugacdo de 50 mL
(as amostras fortificadas, adicionou-se os volumes adequados das solugdes de trabalho);

2) Adicionou-se 10 mL de diclorometano;

3) Agitou-se por 1 minuto em vortex;

4) Adicionou-se 1 g de NaCl e 6 g de MgSOQy;
5) Agitou-se por 1 minuto em vortex;

6) Centrifugou-se por 10 minutos a 4000 rpm;

7) Recolheu-se 8 mL da fase superior (fase organica) e transferiu-se para outro tubo de

centrifugacao de 50 mL;

8) Evaporou-se o extrato até completa secura em banho a 38 °C, sob fluxo de ar

comprimido;
9) Retomou-se com 1 mL de acetato de etila;

10) Transferiu-se 900 pL para frasco amostrador e injetou-se em sistema GC-MS/MS.
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3.9. Otimizacao da extracgdo liquido-liquido

Para avaliar e otimizar a extracao liquido-liquido foi realizado um planejamento
fatorial 22, avaliando os fatores: evaporacéo da fracdo do etanol da cachaca e tipo de
solvente de extragéo (Tabela 3.4).

Tabela 3.4: Planejamento fatorial 22 para avaliacdo e otimizacdo da extracdo liquido-
liquido.

Nivel
Fator
-1 +1
A Evaporacao Com evaporagéo Sem evaporacgéo
B Solvente Acetato de etila Diclorometano

As 4 combinagBes necessérias para realizacdo do planejamento fatorial 27
estdo apresentadas na Figura 3.1. Os 4 ensaios foram realizados em duplicata.

Figura 3.1: Esquema das combinacées de extracdes realizadas para o planejamento 22.

3.10. Otimizacéo da extracdo em fase solida

Para obter as melhores condicGes da SPE foi realizado um planejamento fatorial
Box-Behnken 3%, Os fatores estudados foram: porcentagem de amostra evaporada na
etapa inicial, volume de agua ultrapura na etapa de limpeza e volume de diclorometano

na etapa de extracdo (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5: Planejamento fatorial Box-Behnken 3° para avaliagdo e otimizacéo da SPE.

Nivel
Fator
-1 0 +1
A Porcentagem de evaporacao da amostra (%) 0 40 75
B Volume de &gua na etapa de limpeza (mL) 0 5 10
C Volume de diclorometano (mL) 10 15 20

Os ensaios necessérios para realizacdo do planejamento Box-Benhken 3% est&o
apresentados na Figura 3.2, sendo o ponto central realizado em triplicata.

|
+1 19)
C - (@)
7
____/_/o______
C o
FatorA ° 7 0 +1
0
-1 o -1 Fator C
1 0 +1
Fator B

Figura 3.2: Representacdo do planejamento fatorial Box-Behnken 3°.

3.11. Otimizacéo da extracao liquido-liquido com adicéo de sais

A extracdo pelo método de extracdo liquido-liquido com adicdo de sais foi
avaliado e otimizado utilizando um planejamento fatorial 2°. No planejamento foram
estudados os fatores: volume de solvente de extracdo e tipo solvente de extracdo (Tabela
3.6).

Tabela 3.6: Planejamento fatorial 2° realizado na otimizagdo da extracio pelo método de
extracdo liquido-liquido com adicéo de sais.

Nivel
Fator
-1 +1
A Volume de solvente de extracdo (mL) 10 20
B Tipo de solvente Acetonitrila Diclorometano

O planejamento foi realizado contemplando as 4 combinacdes possiveis (Figura

3.1), em duplicada.
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3.12. Comparagéo dos procedimentos de extragdo otimizados

Apds a otimizacdo dos trés procedimentos de extracéo, foi realizado um estudo
para determinar o0 método que fornecia resultados mais satisfatérios, em recuperacao e

repetibilidade.

Para comparacdo dos procedimentos de extragdo otimizados, curvas de
calibracdo matrizadas e amostras fortificadas de pesticidas foram preparadas, em
triplicata, nos niveis: 0,001, 0,005, 0,010 e 0,025 mg L™.

3.13. Expanséo do procedimento de extracdo liquido-liquido com adicédo de sais para

determinacéo dos HPAs

O procedimento de extracdo otimizado, que forneceu resultados mais
satisfatorios para os pesticidas, em termos de recuperacéo e repetibilidade, foi avaliado
quanto sua eficiéncia e adequacdo para a extracdo dos HPAs, utilizando os mesmos

parametros estatisticos.

Para realizar essa avaliagdo, foram preparadas curvas de calibragdo nos niveis:
0,001, 0,0025, 0,005, 0,0075 e 0,01 mg L™ e amostras fortificadas no nivel 0,001mg L™,

ambos em sextuplicata, para cada HPA.

3.14. Validacao dos métodos empregando extracao liquido-liquido com adicdo de sais

A validacdo foi conduzida seguindo o Manual de Garantia e Qualidade Analitica
do MAPA e, 0 Documento Guia em Controle de Qualidade Analitica e Procedimentos
de Validacdo de Método para Analise de Residuos de Pesticidas em Alimentos e Racbes
da Comissdo Europeia (BRASIL, 2011; SANTE, 2015). Os parametros de desempenho
foram avaliados para certificacdo do cumprimento dos critérios minimos de aceitacéo.

Os parametros de validacdo avaliados foram: linearidade, veracidade, precisdo
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(repetibilidade e precisdo intermediaria), limite de deteccdo (LD), limite de

quantificagdo (LQ) e incerteza de medicéo.

Segundo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA, a faixa de
trabalho deve ser estabelecida de modo a contemplar o LMR ou, no caso de ndo haver
um limite permitido definido, o Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR)
(BRASIL, 2011). Neste trabalho, a matriz estudada, cachaga, n&o apresenta
regulamentacdo quanto a presenca de pesticidas e HPAs. Por isso, as faixas de trabalho
foram estabelecidas com base na faixa linear do equipamento e nos LMRs dos analitos
regulamentados por 6rgaos de fiscalizacdo, nacional e internacionais, para cana-de-
acucar (CE, 2005; GPO, 2017; ANVISA, 2017; CE, 2011; BRASIL, 2011; BRASIL,
2005; BRASIL, 2007). Para os pesticidas a faixa de trabalho definida foi de 0,01 — 0,1
mg L™ e para os HPAs de 0,001 — 0,01 mg L™.

3.14.1. Linearidade

Na avaliacdo da linearidade foram construidas curvas de calibracdo matrizada,
seguindo o procedimento descrito no item 3.8. As curvas foram preparadas em 5 niveis
de concentracdo, todos em sextuplicata, a partir de extracGes independentes em cada
ponto. Os niveis de concentracdo para os pesticidas foram: 0,01, 0,025, 0,05, 0,075 e 0,1
mg L* e para os HPAs foram: 0,001, 0,0025, 0,005, 0,0075 e 0,01 mg L. O
procedimento foi realizado em trés diferentes dias. A linearidade foi avaliada através do
coeficiente de determinacdo (R?) da curva, do teste t (Equacdo 3.1) e da anélise da
variancia (ANOVA).

n—2
teatcutado = V R? 1 — R2 (Eq. 3.1)

3.14.2. Veracidade e precisdo

A veracidade e precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) foram avaliadas
através de amostras fortificadas em trés niveis de concentracdo. Para avaliacdo dos

pesticidas, as amostras foram fortificadas nos niveis de concentracdo: 0,01, 0,05 e 0,1
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mg L™ e para avaliacdo dos HPAs em: 0,001, 0,005, e 0,01 mg L™. As éreas dos picos
de cada analito foram interpoladas na curva matrizada apropriada para determinagéo da
concentracdo. A veracidade foi avaliada pela recuperagdo (R), que foi estimada através
da razdo da concentracdo calculada pela concentracdo adicionada. Cada nivel de
concentracdo das amostras fortificadas foi preparado em sextuplicata, para avaliar a
repetibilidade através do coeficiente de variacdo (CV). O mesmo procedimento foi

realizado em trés diferentes dias para avaliar a precisdo intermediaria através do CV.
3.14.3. Limites de deteccao e quantificacdo dos métodos

O LD, de cada método, foi determinado experimentalmente, através de injecao
de amostras fortificadas nas concentracdes 0,001, 0,0025, 0,005 e 0,075 mg L™, para os
pesticidas e 10 vezes mais diluidas para os HPAs. A concentracdo que forneceu
identificacdo inequivoca do sinal de todos os analitos estudados, com simetria similar

dos picos cromatograficos e razao sinal/ruido maior que trés, foi selecionada como LD.

O LQ, de cada método, foi estabelecido como o0 menor nivel de concentracdo da
curva de calibracdo, na qual os critérios de veracidade (recuperagéo entre 70 — 120%) e

precisdo (CV< 20%) foram atendidos.

3.14.4. Incerteza de medicéo

A incerteza de medicdo, segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia, é
“parametro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a um
mensurando, com base nas informagdes utilizadas” (INMETRO, 2012). A norma
ISO/IEC 17025 recomenda a avaliacdo da incerteza de medigédo ou, pelo menos que, 0s
componentes mais relevantes sejam considerados (ABNT, 2005). A incerteza de
medicdo (Equacdo 3.2) foi obtida a partir do célculo da incerteza combinada (ucomp)
que, neste trabalho, foi estimada considerando as incertezas advindas da curva de

calibracdo (u,qip) € da precisdo intermediaria (up;).
Ucomb = Xn /ugaub + u%[ (Eq. 3.2)
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A incerteza devido a curva de calibracdo (Equacdo 3.3) envolve as incertezas
provenientes: da resposta instrumental (s2 (y,)), da inclinacdo (s2(b)), intercepto

(s2(a)) e covariancia entre intercepto e a inclinacdo da curva de calibracéo (cov(a, b)).

52 (yp)+s2(a)+xZs2(b)+2xncov(a,b)
Ucalib = \[ b2 = (Eg. 3.3)

A incerteza em consequéncia da precisdo intermediaria (Equacdo 3.4) foi
estimada pela razdo do desvio padrdo das recuperagdes (sg) obtidas nos trés dias de
validacdo pela média das recuperagbes (R), multiplicada pelo nimero total (N) de
ensaios, por nivel, realizados nos trés dias de validacdo. A up; foi estimada para os trés

niveis de concentragdo, nos quais a veracidade e a precisdo foram avaliadas.

SR

EZ IS

3.15. Analise de amostras comerciais de cachac¢a e fra¢ées de “cabeca”, “coragdo” e

“cauda” de destilacéo

Apos validacdo dos metodos, para determinacdo dos pesticidas e HPAs, 20
amostras comerciais produzidas em 7 alambiques e fracGes de “cabeca”, “coracdo” e
“cauda” de destilacdo de dois alambiques foram analisadas. A obtencéo dessas fracOes
foi realizada através da diferenciacdo do ponto de ebuli¢do, chamado ponto de corte das
fragdes. A fragdo “cabega” apresenta ponto de ebuligdo superior ao do etanol e a fracdo

“cauda” ponto de ebuli¢ao inferior ao do etanol.

Na analise das amostras, curvas de calibracdo matrizadas e amostras fortificadas,
utilizando uma matriz branca (previamente analisada e certificada como branca), foram
preparados. O preparo das curvas de calibracdo foi realizado através da contaminacao
com as solucbes de trabalho de pesticidas e de HPAs, adicionando volumes adequados
para cada nivel da faixa de trabalho, a curva de cada analito foi obtida através da
interpolacdo das areas de cada pico nas concentracbes fixadas. As curvas foram
preparadas nos niveis: 0,01, 0,025, 0,05, 0,075 e 0,1 mg L™ e os fortificados, utilizados

para certificar que a adequacdo das recuperacdes do dia de analise, foram preparados
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nos niveis: 0,01, 0,025, 0,05 e 0,1 mg L™, para os pesticidas. As curvas e amostras
fortificadas, para os HPAs, foram preparadas em concentracdes dez vezes mais diluidas.

As extracOes para 0 preparo das curvas e das amostras fortificadas foram
realizadas juntamente com as extracdes das amostras de cachaca comercial e fragdes de
destilacdo. As injecdes foram feitas, simultaneamente, em sequéncia aleatoria, sendo 0s

extratos referentes as curvas e amostras fortificadas, injetados trés vezes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Condicdes espectrométricas

Nos dois métodos otimizados, para analise de pesticidas e HPAs, os analitos
estudados foram determinados utilizando o modo de monitoramento de reacdes
selecionadas (SRM) por GC-MS/MS. Para cada analito foram selecionadas duas
transicbes para monitoramento, a transicdo com maior razdo m/z foi definida como
transicdo de quantificacdo e, a segunda transicdo com melhor resposta, definida como
transicdo de confirmacdo. Os critérios: razdo m/z maior ou igual a 3:1, para ambas
transicOes, intensidades relativas entre os picos e variabilidade das intensidade relativas
foram verificadas quanto a adequacéo as regras de desempenho, requeridas no Manual
de Garantia e Qualidade Analitica do MAPA (Tabela 4.1) (BRASIL, 2011).

Tabela 4.1: Critérios para definicdo das transi¢es de quantificacdo e confirmacdo.

Intensidade relativa Variabilidade méaxima das intensidades
(% da transigdo de quantificagéo) relativas (%)
Maior que 50 +20
20-50 +25
10-20 + 30
Menor ou igual a 10 +50

Os pesticidas e HPAs analisados, seus respectivos tempos de retencao, transicao
de quantificacdo, transicdo de confirmacéo e energia de colisdo para cada transicdo séo

apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Lista de pesticidas e HPAs analisados, com seus respectivos tempo de
retencdo, transicdo de quantificacdo, transicdo de confirmacao e energia de colisdo para
cada transicao.

Te(;r;po Transicdo 1 Transicéo 2
Analito . (quantificacao) EC1 (confirmacdo) EC2
retencédo (m/2) (m/2)
(min)
Método de pesticidas
Tiobencarbe 6,027 100,0 - 55,0 25 100,0-72,0 5
Diclorvos 6,545 185,0 - 93,0 15 185,0 - 109,0 15
Metamidofds 6,851 141,0-95,0 6 141,0-79,0 15
Carbofurano 6,894 164,0 —149,1 15 164,0 - 131,0 15
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Tempo

de Transigdo 1 Transigdo 2
Analito N (quantificacao) EC1 (confirmagdo) EC2
retengéo (m/2) (m/2)
(min)

Dissulfotona sulfona 7,243 186,0 - 97,1 15 186,0 - 81,0 20
2,4-D 7,336 174,6 - 146,9 15 144,6 — 109,0 5
Mervinfés 8,066 191,9-127,0 10 127,0 - 109,0 10
Trifluralina 10,147 305,5 - 264,2 5 305,5-160,0 25
Fenobucarbe 10,186 150,0 - 121,0 10 121,0-77,0 18
Etoprofos 10,474 158,2 - 97,0 15 200,1 - 158,0 5
Benfluralina 10,488 292,0 — 264,0 5 292,0 — 206,0 15
Promecarbe 11,378 149,9 - 135,1 15 149,9-91,0 25
Dissulfotona 11,662 88,1-60,0 5 88,1 -59,0 25
Dicloran 12,221 206,0 - 175,9 15 206,0 — 148,0 25
Quintozeno 12,464 236,5-117,0 25 236,5-119,1 25
Heptacloro 12,465 235,0-141,0 25 235,0-117,0 35
Dicamba 12,516 173,0 — 145,0 15 173,0 - 109,0 35
HCH beta 12,583 180,5 — 145,2 15 218,5-183,1 15
Simazina 12,734 173,0-138,1 5 173,0-110,1 15
HCH gama 13,037 180,5 — 145,2 15 218,5-183,1 15
Etrinfos 13,093 181,0 — 153,0 6 292,0 -181,0 16
Espiroxamina 13,357 144,0 - 100,0 15 198,0 - 126,0 5
Iprobenfos 13,442 204,0-171,0 2 204,0 -122,0 10
Pirimicarbe 13,791 238,0 - 166,0 20 166,0 - 96,0 15
Diclorofluanida 13,794 167,0 - 124,0 5 167,0-97,0 25
Vinclosolina 14,132 284,5-212,2 15 197,4 — 145,2 35
Clorpirifés metil 14,217 288,0 - 93,0 25 288,0 — 273,0 15
Alacloro 14,287 237,0 -160,0 15 188,1 - 160,1 10
Metribuzina 14,447 198,0 - 82,1 15 198,0 - 110,0 15
Tolclofés metil 14,451 264,5 — 250,2 25 264,5-93,2 15
Fenclorfds 14,473 284,4 - 270,1 30 284,9 — 269,9 15
Prometryn 14,668 241,2 - 183,9 10 241,0 -199,0 10
Ametrina 14,675 227,2-170,1 20 227,2-152,1 20
Pirimifés metil 14,863 290,1 - 125,0 25 290,1 - 233,0 10
Clorotalonil 14,901 266,0 — 231,0 25 265,2 —231,0 25
Aldrin 14,902 257,0 -222,0 25 262,5-193,1 12
Bentazona 14,983 198,0 -92,0 25 119,0-92,0 10
Fenitrotiona 15,105 277,0 - 260,0 5 277,0-109,0 5
Paration etil 15,51 291,1 -109,0 10 291,1-81,0 40
Tetraconazol 15,692 336,0 - 218,0 25 336,0 — 204,0 35
Pirimifés etil 15,771 318,1-182,1 15 318,1 -166,1 15
Isodrin 15,773 262,8 -193,0 35 192,9 - 123,0 35
Bromofos metil 15,823 330,9 -315,9 20 331,0-93,0 10
Clorpirifos 15,847 313,8 - 258,0 5 314,0 - 286,0 5
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Tempo

de Transigdo 1 Transigdo 2
Analito N (quantificacao) EC1 (confirmagdo) EC2
retencéo (m/2) (m/2)
(min)

Isocarbofds 15,877 289,0 — 136,0 5 289,0 - 113,0 5
Isoxaflutol 16,073 279,0 — 252,0 15 279,0 —189,0 15
Ciprodinil 16,206 225,0 - 224,0 20 224,0 — 208,0 10
Clordano trans 16,65 373,0 — 265,8 15 373,0-336,8 5
2,4-DDD 16,677 234,4 —199,2 25 234,4 —165,3 5
Bromofds etil 16,681 359,0 - 302,8 35 357,0 —300,8 35
2,4-DDE 16,767 246,0 - 176,0 30 246,0 - 175,1 40
Endossulfan alfa 16,917 241,0 — 206,0 5 195,0 - 159,0 10
Clordano cis 16,939 373,0 — 265,8 15 373,0-336,8 5
4,4-DDE 17,366 246,0 - 176,0 30 246,0 - 175,1 40
4,4-DDD 17,437 234,4 —199,2 25 234,4 —165,3 5
Clorfenson 17,503 174,5-111,2 15 174,5-75,2 15
Oxifluorfem 17,661 361,0 -317,0 5 361,0 —300,0 15
Buprofentezina 17,667 104,0-77,0 5 171,6 - 57,0 15
Uniconazol-p 17,762 233,9 - 165,1 10 233,9-137,0 20
Fluasifope-p butil 17,798 282,0 — 238,0 15 282,0-91,0 5
Flusilazol 17,933 232,6 — 165,1 25 232,6 — 152,0 15
Epoxiconazol 18,035 191,6 — 157,1 5 191,6 — 138,0 15
Clorfenapir 18,045 247,0 — 227,0 15 408,0 — 59,0 10
Endrin 18,073 281,0 — 245,0 10 263,0 - 191,0 25
Carboxin 18,099 235,0 - 143,0 5 235,0-162,1 10
Clorbenzilato 18,174 251,0 - 139,0 5 138,0 -111,0 15
Dicofol 18,174 251,0 - 139,0 15 253,0-141,0 14
Etiona 18,474 231,0-129,0 8 231,0-175,0 25
Carbofenotiona 18,477 153,0 - 96,9 30 199,0 - 143,0 5
2,4-DDT 18,484 234,4 —199,2 25 234,4 - 165,3 5
4,4-DDT 18,968 235,0 - 165,1 25 235,0-199,1 15
Propiconazol 19,134 175,0 - 147,0 15 259,0 - 69,1 5
Resmetrina 19,321 171,0 - 128,2 15 171,0 -143,0 5
Tebuconazol 19,409 250,2 -125,1 15 250,2 - 153,1 5
Acrinatrina 19,67 181,1 -152,1 25 181,1-127,1 30
Bifentrina 19,67 181,0 - 165,0 25 181,0 -139,0 25
Hexazenona 19,709 171,3-71,1 15 171,3-85,1 15
Iprodiona 19,844 314,0 — 245,0 10 314,0 - 56,0 10
Bromopropilato 19,881 183,0 — 155,0 15 341,0-183,0 15
EPN 20,087 157,0 -110,0 15 157,0-77,1 22
Fenazaquina 20,168 160,0 -117,0 25 160,0 — 145,2 20
Mirex 20,634 271,6 —236,8 35 236,6 —118,9 25
Triticonazol 20,66 216,5-182,1 5 234,4 -182,1 10
Lambda cialotrina 20,685 196,6 — 161,3 5 196,6 — 141,3 15
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Tempo

de Transigdo 1 Transigdo 2
Analito N (quantificacao) EC1 (confirmagdo) EC2
retencéo (m/2) (m/2)
(min)
Fenoxaprop etil 21,326 360,8 — 288,1 9 287,8-119,1 9
Azinfos metil 21,448 160,1-132,1 5 160,1-77,1 15
Permetrina 21,641 163,0 -127,0 10 183,1 -168,1 15
Coumafds 22,03 362,0 —109,0 15 362,0 - 81,0 35
Ciflutrina 22,251 163,0 —127,0 10 165,0-91,0 15
Cipermetrina 22,558 163,0 - 127,0 10 163,0-91,0 10
Fenbuconazol 22,635 198,0 —129,0 0 198,0 —102,0 32
Fenvalerato 24,295 167,0 — 125,0 5 225,0-119,0 15
Deltametrina 25,418 253,0-172,0 5 253,0-93,0 10
Azoxistrobina 27,114 344,0 - 329,1 15 388,0 —360,1 5
Cinidon etil 27,925 358,0 —330,0 15 393,0 - 358,0 5
) Tempo Transicao 1 Transicéo 2
Analito de (quantificagdo) ~ EC1  (confirmacdo) EC2
retencéo (m/2) (m/2)
(min)
Método de HPAs
MCH 21,79 242,0 - 242,0 5 242,0 -239,1 40
BcFL 16,97 216,0 — 216,0 5 215,0 - 215,0 5
BaA 19,31 228,0 — 228,0 5 226,0 — 226,0 5
CHR 19,82 228,0 — 228,0 5 226,0 -224,0 25
CPP 20,25 226,0 — 226,0 5 228,0 — 228,0 5
BbFA 24,54 252,0 - 252,0 5 250,0 — 250,0 5
BKFA 24,63 252,0 - 252,0 5 252,0 — 250,0 25
BjFA 24,86 252,0 - 252,0 5 250,0 — 250,0 5
BaP 26,91 252,0 - 252,0 5 250,0 — 250,0 5
IP 30,51 274,0 - 274,0 5 276,0 — 276,0 5
DBahA 32,81 278,0 — 278,0 5 276,0 — 276,0 5
BghiP 35,44 276,0 — 276,0 5 277,0-277,0 5
DBalP 47,83 302,0 —302,0 5 303,0 —303,0 5
DBaeP 52,48 302,0 —302,0 5 303,0 —303,0 5
DBaiP 55,69 302,0 —302,0 5 300,0 —300,0 5
DPahP 57,32 302,0 —302,0 5 303,0 —303,0 5

A férmula molecular dos pesticidas e informacdes a respeito de classe quimica,
toxicidade e adicionais relevantes, podem ser encontradas no endereco eletrénico da
Pesticide Action Network (PAN, 2017). O site da ANVISA apresenta documentos

denominados Monografias Autorizadas, que contém informacGes a respeito de
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pesticidas com uso permitidos no Brasil. Além de informag¢bes sobre o composto,
também contém os limites estabelecidos para as culturas determinadas (ANVISA,
2017). Para os HPAs, as estruturas dos analitos, formula molecular e outras
informacGes relevantes podem ser obtidas no endereco eletrénico do NIST Polycyclic
Aromatic Hydrocarbon Structure Index (NIST PAH STRUTURE INDEX, 2017).

4.2. Condigdes cromatogréficas

O método multirresiduos para analise de pesticidas foi desenvolvido com base
nas condi¢des no método do Lanagro/MG (MET/LP/PL/011: “Metodologia de analise
de residuos de pesticidas por GC-MS/MS”). Poréem, modificacbes na rampa de
aquecimento foram necessarias, devido a insercdo de pesticidas de larga utilizacdo na
producdo de cana-de-agUcar, tais como: 2,4-D, ametrina, azinfés metil, azoxistrobina,
carbofurano, endossulfam alfa, hexazenona, isoxaflutol, lambda cialotrina, metribuzina,
simazina, tebuconazol, trifluralina, entre outros. A condicdo adequada e satisfatoria para
separacdo e determinacdo dos analitos foi descrita na Tabela 3.3 e a Figura 4.1 mostra

uma sobreposicao dos cromatogramas dos ions extraidos do método otimizado.
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Figura 4.1: Cromatograma dos ions extraidos do método multirresiduos para analise de
pesticidas em cachaga.

O método de analise dos HPAs utilizou a coluna GC J&W Agilent DB-EUPAH

30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, que é empregada em métodos de laboratdrios de andlise na
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Unido Europeia. Essa coluna possibilita a separacéo de isomeros como BbFA, BKFA e
BjFA (Figura 4.2), o que ndo é observado ao utilizar outras colunas disponiveis no

mercado.
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Figura 4.2: Cromatograma da analise de HPAs, no modo SRM, gque mostra a separacdo dos
isbmeros BbFA, BKFA e BjFA.

As rampas do forno, de fluxo e do injetor foram otimizadas com foco na
adequacdo ao equipamento utilizado e reducdo do tempo de corrida, para possibilitar a
analise dos HPAs com mais de 5 anéis benzénicos, apresentam tempos de retencdo mais
elevados que os HPAs leves. A condicdo adequada e satisfatdria para separacdo e
determinacdo dos analitos foi descrita na Tabela 3.3 e o cromatograma dos ions

extraidos do método otimizado é mostrado na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Cromatograma dos ions extraidos do método de analise de HPAs em cachaca.

4.3. Otimizacéo da extracao liquido-liquido

O procedimento de extracdo liquido-liquido foi otimizado utilizando um
planejamento fatorial 22, o qual avaliou os fatores: evaporacdo da fracdo de etanol (fator
A) e tipo de solvente de extracdo (fator B). A andlise dos resultados obtidos no
planejamento fatorial 22 foi realizada utilizando o programa Statistica. O gréfico de
Pareto (Figura 4.4) e os valores dos efeitos estimados (Tabela 4.3) mostram que apenas
o fator B foi estatisticamente significativo, com p-valor abaixo de 0,05. O nivel +1 do
fator solvente foi o que apresentou maiores areas, considerando a média das areas dos
picos de todos os analitos. Portanto, o diclorometano foi selecionado como o solvente
de extracdo. A maior eficiéncia do diclorometano como solvente extrator pode ser
explicada com base em dois fatores: (1) menor polaridade, se comparado ao acetato de
etila, e consequentemente, maior interacdo com o0s pesticidas; (2) menor solubilidade
em agua. Apesar dos dois solventes, diclorometano e acetato de etila, apresentarem
baixas solubilidades em &gua, a ponto de serem considerados imisciveis em agua, a
solubilidade do acetato de etila (83 g L™) é quatro vezes maior do que a do
diclorometano (20 g L™) em agua. Assim, a particdo dos pesticidas da fase aquosa para

a fase organica é favorecida em diclorometano (MERK, 2017).
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Figura 4.4: Gréafico de Pareto dos efeitos estimados no planejamento fatorial 22 realizado na

otimizacdo da extracdo liquido-liquido.

Tabela 4.3: Valores dos efeitos estimados obtidos no planejamento fatorial 22 realizado
na otimizacgdo da extracdo liquido-liquido.

Efeito Erro puro p-valor Coeficiente Erro padrédo
Intersecdo 1438719 104516,8 0,000161 1438719 104516,8
A -540475 209033,6 0,060967 -270238 104516,8
B 749121 209033,6 0,023091 374560 104516,8
AB -139214 209033,6 0,541861 -69607 104516,8

O fator A e a interacdo entre os fatores A e B ndo foram estatisticamente
significativos. Porém, a analise da curva de nivel (Figura 4.5), mostra que o nivel -1 do
fator A, extracdo com evaporacdo, forneceu maiores areas, o que reforca a hipotese de
que o etanol presente na cachaca aumenta a interacdo dos analitos com a amostra e,
consequentemente, dificulta a transferéncia para o solvente organico. Sendo assim, a
condicdo com diclorometano como solvente de extracdo e evaporacdo da fracdo
alcoolica foi adotada, uma vez que, o emprego da etapa de evaporacdo facilitou o

alcance de niveis mais baixos de detecc¢éo.
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Figura 4.5: Curva de nivel obtida no planejamento 22 empregado na otimizacdo da extracio
liquido-liquido. Eixo A: fator evaporacao e eixo B: fator solvente.

4.4. Otimizacéo da extracdo em fase sélida

Na otimizacdo da extracdo em fase sélida utilizou-se o planejamento
fatorial Box-Behnken 3°, avaliando os fatores: porcentagem de evaporacdo da amostra
(A), volume de agua na etapa de limpeza (B) e volume de diclorometano (C) (Tabela
3.5). A porcentagem de evaporacdo da amostra foi estudada, pois a porcentagem de
etanol, considerando que a cachaca apresenta cerca de 40% de etanol em sua
composicdo, pode influenciar na retencdo dos analitos no cartucho C18, devido a
interacdo destes com o etanol. O fator volume de &4gua na etapa de limpeza foi estudado
para avaliar se a realizacdo de uma etapa de limpeza do cartucho levaria a obtencédo de
extratos mais limpos e, consequentemente, de cromatogramas com menos ruidos e/ou se
acarretaria perda de analitos. O fator volume de diclorometano foi estudado para
determinar a quantidade de solvente necessaria para eluir os analitos, evitando gastos

desnecessarios de solvente e tempo.

A analise estatistica do planejamento fatorial Box-Behnken 3° foi realizada
utilizando o método dos minimos quadrados, através do qual ajustou-se um modelo,

utilizando as médias das areas obtidas. O modelo ajustado € descrito pela Equacdo 4.1,
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que apresenta os coeficientes do modelo e seus respectivos erros padréo. Os intervalos
de 95% de confianga, tracados a partir do produto entre t(0,05;2) = 4,303 e o0s
respectivos erros padrdo, mostraram que fatores e interagcdes ndo foram estatisticamente
significativos nos niveis avaliados, como pode ser verificado no grafico de Pareto
(Figura 4.6). Entretanto, o fator A teve uma maior influéncia na extragdo (Figura 4.6),
Ou seja, 0 aumento na porcentagem de amostra evaporada elevou a porcentagem de
extragdo.
122,59(+17,20) + 44,99(£10,53)A + 3,15(£10,53)B + 4,33(£10,53)C + (Eq. 4.1)

12,05(+15,51)A? — 9,98(+15,51)B? — 0,36(+15,51)C? + 3,46(+14,90)AB +
7,86(+14,90)AC — 7,49(+14,90)BC

p=0,05
= p = 0,050695
Al — P
p = 0,306814
8 C1l
o) = 0518500
5 A2 P
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= B2
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© AlCl
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=]
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28,6544 80,9731
0,7119 24,0934
6,9258 19,9617
6,2977 (15,7206
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Figura 4.6: Gréfico de Pareto dos efeitos estimados no planejamento fatorial Box-Behnken 3°
realizado na otimizacdo da extracdo em fase solida. A: evaporacdo inicial linear; B: limpeza; C:
vol. de solvente; 1: linear; 2: quadratico.

Assim, a condicdo selecionada para a SPE foi o ponto central, devido as
seguintes observacdes experimentais: (1) apesar do aumento da porcentagem de
evaporacdo da amostra elevar as areas dos pesticidas, o tempo adicional gasto para
evaporar uma fracdo superior a 40%, ponto no qual a cachaca possui maior fracdo
aquosa, € inviavel. Para evaporar cerca de 40% do volume da amostra, gastou-se cerca
de 20 minutos, ao ponto que, para evaporar 75% do volume amostra, gastou-se 1 hora.

(2) A etapa de limpeza com 5 mL de &gua ultrapura forneceu extratos visivelmente
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mais limpidos, sendo um fator importante para obtencdo de maior precisdo dos
resultados, alem de favorecer a manutengdo e conservacdo do equipamento. (3) O
volume de 15 mL de diclorometano foi selecionado a fim de manter um compromisso

entre favorecer a extracdo, reduzir o consumo de solvente e o tempo de eluicao.

4.5. Otimizacdo da extracdo liquido-liquido com adicéo de sais

A analise dos resultados adquiridos no planejamento fatorial 22, realizado na
otimizacdo da extracdo liquido-liquido com adicdo de sais, apontou que tanto o fator A,
volume de solvente de extracdo, quanto o fator B, tipo de solvente de extracédo, e a

interacdo entre os eles foram significativos (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Grafico de Pareto dos efeitos estimados no planejamento fatorial 22 realizado na
otimizag&o da extracéo liquido-liquido com adicédo de sais.

O estudo estatistico dos dados foi realizado e os valores dos efeitos estimados,
com os respectivos erros padrdo, foram determinados. O p-valor para todos os efeitos
ficou abaixo de 0,05, comprovando a significancia estatistica dos fatores estudados,

bem como a interacéo entre eles (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Valores dos efeitos estimados obtidos no planejamento fatorial 22 realizado
na otimizacdo da extracdo liquido-liquido com adicao de sais.

Efeito Erro puro p-valor Coeficiente  Erro padréo
Intersecéo 1641303 38517,16 0,000002 1641303 38517,16
A 598697 77034,32 0,001478 299349 38517,16
B 2427993 77034,32 0,000006 1213997 38517,16
AB 342826 77034,32 0,011244 171413 38517,16

A selecdo da melhor condicdo foi realizada com base na curva de nivel
construida para o planejamento fatorial 2% (Figura 4.8) e no estudo da influéncia de cada
fator individualmente. O fator volume de solvente de extracdo foi avaliado através da
razdo, em porcentagem, das médias das areas das extracOes utilizando 20 mL de
solvente pelas médias das areas das extragdes utilizando 10 mL, para 0 mesmo solvente.
A avaliacdo do fator tipo de solvente de extracdo foi realizada pela razdo, em
porcentagem, das médias das areas das extragdes utilizando diclorometano pelas médias
das areas utilizando acetonitrila, para 0 mesmo volume de solvente de extragdo. A curva
de nivel (Figura 4.8) mostra que o nivel +1, para os dois fatores, foi 0 que forneceu os

melhores resultados, ou seja, volume de solvente de extracdo de 20 mL e diclorometano
como solvente de extracao.

g‘?’%ﬁ, 'Q.Q %\Q%m

Figura 4.8: Curva de nivel obtida para o planejamento 2° na otimizagdo da extracdo liquido-

liquido com adicéo de sais. Eixo A: fator volume de solvente de extracdo e eixo B: fator tipo de
solvente.
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A avaliacdo dos fatores, individualmente, se mostra coerente com a curva de
nivel obtida no estudo estatistico do planejamento. Para o fator volume de solvente de
extracdo, as extragcbes com 20 mL apresentaram areas proporcionalmente maiores para a
maioria dos analitos, para o0s dois solventes avaliados (Figura 4.9). Na analise do fator
tipo de solvente de extracdo, as extracbes com diclorometano proporcionaram areas
500% maiores do que as extragdes com acetonitrila, para mais de 70% dos analitos, nos
dois niveis de volume de solvente avaliados (Figura 4.10). Esses resultados ressaltam a
eficiéncia do diclorometano como solvente de extracdo dos analitos em estudo, uma vez
que, na otimizacdo da extracdo liquido-liquido, este também apresentou resultados
superiores em relacdo ao acetato de etila.

H Diclorometano Acetonitrila

(o]
o

(o))
o

N
o

NUmero de analitos
S
o

(0-99)% (100 - 149)% > 150%

o

(Areayy , /Area;q ) x 100

Figura 4.9: Razdo de area, em porcentagem, das extracdes utilizando 20 mL de solvente pelas
extracOes utilizando 10 mL de solvente, para os dois solventes.
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Figura 4.10: Razdo de area, em porcentagem, das extracBes utilizando diclorometano pelas
extrac@es utilizando acetonitrila, nos dois volumes de solventes.
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A condicdo 6tima selecionada foi extragdo com 10 mL de diclorometano. Apesar
das extracBes utilizando 20 mL de solvente ter apresentados resultados superiores as
extracOes utilizando 10 mL, o fator tipo de solvente de extragdo mostrou uma
influéncia, consideravelmente, maior. Na curva de nivel (Figura 4.8), o eixo do fator B,
apresentou uma inclinagdo visivelmente mais acentuada do que a inclinacéo do eixo do
fator A e na comparacao individual dos fatores, os resultados da comparagéo entre as
extragdes com diferentes solventes estava em uma escala de 0 — 1000%, enquanto na
comparagdo entre as extragdes com diferentes volumes de solvente estava em uma
escala de 0 — 150%. A sele¢do do diclorometano como solvente de extragdo proporciona
resultados expressivos e satisfatorios, mesmo com o uso de 10 mL de solvente, ndo

havendo necessidade do uso de maior quantidade de solvente.

4.6. Comparacao dos procedimentos de extracdo otimizados

Os procedimentos de extracdo otimizados foram comparados pela avaliacdo dos
resultados obtidos submetendo, cada procedimento, ao preparo de uma curva de
calibracdo e de amostras fortificados, em triplicata, nos niveis 0,001, 0,005, 0,010 e
0,025 mg L™ dos pesticidas. Através das respostas de reas dos picos, foram calculadas
as R e o CV, para cada analito, nos trés procedimentos. Os critérios fixados de
aceitabilidade foram: recuperacdo na faixa de 70 — 120% e CV menor que 20%. Em

cada nivel, os analitos foram avaliados e contabilizados (Figura 4.11).

Nos trés primeiros niveis de fortificacdo, uma quantidade pequena de analitos,
para os trés procedimentos, atendeu aos critérios de aceitabilidade. Porém, observou-se
que, no nivel superior de concentracdo, os resultados fornecidos pela extracdo liquido-
liguido com adicdo de sais foram muito superiores aos demais procedimentos, 65
analitos (cerca de 60%) atenderam o critério de aceitabilidade. Portanto, o
procedimento de extracdo liquido-liquido com adicdo de sais foi avaliado como o mais
eficiente para a extracdo de pesticidas em cachaca e, considerando a melhora da
eficiéncia do procedimento com o aumento do nivel de fortificacdo, fixou-se a

concentracdo de 0,025 mg L™ como nivel minimo de analise dos pesticidas.
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Figura 4.11: Namero de analitos, em cada nivel de fortificacdo, que satisfizeram os critérios de
recuperacdo entre 70 -120% e coeficiente de variagdo menor que 20%. Total de analitos
avaliados: 108. Procedimento A: extracdo liquido-liquido; procedimento B: extracdo em fase
solida; procedimento C: extracdo liquido-liquido com adicéo de sais.

4.7. Expansdo do procedimento de extragdo liquido-liquido com adicdo de sais para

determinacéo dos HPAs

O procedimento de extracdo liquido-liquido com adicdo de sais foi avaliado
quanto sua eficiéncia e adequacao para analise dos HPAs. Para cada analito, preparou-se
uma curva de calibracdo nos niveis 0,001, 0,0025, 0,005, 0,0075 e 0,01 mg L™ e
amostras fortificadas no nivel 0,001mg L™, ambos em sextuplicata. Avaliou-se a R e
CV, utilizando as areas dos picos obtidos para a realizacdo dos célculos (Tabela 4.5). Os
critérios de aceitabilidade fixados foram baseados no Manual de Garantia da Qualidade
Analitica do MAPA, o qual recomenda recupera¢des numa faixa de 70 — 120% e CV <
30% para a faixa de concentracdo de 0,001 — 0,010 mg L™ (BRASIL, 2011).
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Tabela 4.5: Valores de R e CV dos HPAs, obtidos no ensaio para expansdo do
procedimento de extracdo liquido-liquido com adicdo de sais para HPAs. As amostras
foram fortificadas com 0,001 mg L™ de cada HPA.

HPAs

Pardmetros| BcFL  BaA CHR CPP MCH BbFA  BKkFA BjFA

R(%) |9381 8824 9579 9562 10579 1058 100,26 109,95
CV (%) | 192 83 4,3 154 164 25 82 227

Parametros| BaP IP DBahA BghiP DBalP BBaeP DBaiP DBahP

R(%) |9769 7593 90,01 102,23 9881 97,15 82,35 109,24
CV (%) 3 4,2 4,1 4,6 5,7 3,1 11,6 2

Todos os HPAs apresentaram resultados satisfatorios no nivel de concentragédo
avaliado, com recuperacdes na faixa de 75,93 — 109,95% e CV < 25%. O procedimento
de extracdo liquido-liquido com adicdo de sais mostrou ser adequado para extracdo de
HPAs, em cachaca. A concentracdo de 0,001 mg L™ foi fixada como o primeiro nivel da

curva para os HPAs.

4.8. Validacao dos métodos empregando extragdo liquido-liquido com adicéo de sais

Os métodos desenvolvidos para pesticidas e HPAs foram validados, avaliando os
parametros de desempenho: linearidade, veracidade, precisdo (repetibilidade e precisao

intermediaria), LD, LQ e incerteza de medicéo.

O parametro seletividade foi avaliado e certificado durante o processo de
otimizacdo dos métodos, para garantir que fosse cumprido o critério recomendado, no
qual o sinal do interferente deve ser menor ou igual a 30% do sinal no menor nivel de
concentracdo da curva de calibracdo. Por se tratar de métodos multirresiduos, na grande
maioria dos casos, ha sempre presenca de efeito matriz para algum nimero de analitos,

sendo assim, assumiu-se a presenca do efeito de matriz e utilizou-se curvas matrizada.

O tratamento de dados da validacdo foi realizado utilizando a planilha de
validacdo do laboratorio de pesticidas do LANAGRO/MG.

64



4.8.1. Linearidade

Inicialmente, avaliou-se a homogeneidade das variancias das areas através do
teste F de Fisher. Para todos os analitos em estudo, o valor de F calculado através da
maior variancia entre os 5 niveis de concentracdo estudados pela menor variancia entre
0s mesmos, foi maior que o valor tabelado (Feritico005, 4, 4 = 6,39). Portanto, as
variancias foram heterocedasticas e a regressdes foram realizadas pelo método dos
minimos quadrados ponderado (MMQP), utilizando o inverso das varidncias ou o
inverso das concentracdes, de cada nivel de concentracdo, como ponderador (BRASIL,
2011).

As respostas consideradas outliers foram removidas, levando em consideragéo a
exclusdo maxima de 22,2% dos dados em cada nivel e no total de pontos (HORWITZ,
W., 1995; AOAC, 2002).

A adequacio dos valores de R? foi verificada através do teste t. A linearidade da
curva pode ser considerada aceitavel e R? adequado, se o valor de teacuiado fOr maior que
0 teiico (BRASIL, 2011). Para todos analitos em estudo, os valores de teaculado fOram

superiores ao teriico, OU Seja, R? adequados (Tabela 4.6).

A linearidade das curvas de calibracdo também foi avaliada através da ANOVA,
sendo os valores de Fcauiado €Stimados para falta de ajuste (Fr;) e para significancia da
regressdo (Fsig) (Tabela 4.6). O ajuste linear da regressdo é considerado adequado, se o
valor de Fsy; inferior ao valor tabelado. A regressdo é considerada significativa, se o
valor de Fsg for, no minimo, dez vezes maior que o valor tabelado. O valor de Fg,;, ao
nivel de confianga de 95%, € F(os53.26p = 2,98 €, 0 valor de Fsig € F(o05:1.28y = 4,1960,
considerando as sextuplicatas, nos 5 niveis de concentracdo. A regressdo foi
considerada significativa para todos os analitos, com Fgg na ordem de média de 100
vezes maiores que F tabelado. Os analitos: 2,D, 4,4-DDD, bentazona, carbofurano,
dicloran, diclorvos, espiroxamina, flusilazol, HCH gama, isocarbofds, isodrin,
metamidofds, , oxifluorfem e paration etil, apresentaram falta de ajuste, ao nivel de 95%
de confianca, em algum dia de validacdo. Mas como 0s demais parametros de
linearidade avaliados foram satisfeitos, a linearidade do método para esses analitos foi

considerada aceitavel.
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Para os HPAs, tanto a regressdo quanto o ajuste do modelo foram significativos
para todos os analitos, nos trés dias de validacdo. Sendo Fr,;, em todos os casos, menor
que 2,93 e Fsig muito acima do limite para falta de significancia.
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4.8.2. Veracidade e precisao

A veracidade de cada método foi avaliada através dos valores R, obtidos para as
amostras fortificadas, em sextuplicata, em trés niveis de concentracdo (item 3.13.2.).
Segundo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA, o método deve
apresentar capacidade de recuperar, de 70 — 120% em média, para os analitos, em cada
nivel fortificado (BRASIL, 2011). Para todos os analitos foram obtidas recuperactes
dentro da faixa recomendada, pesticidas (Tabela 4.7) e HPAs (Tabela 4.8).

A precisdo foi avaliada através da determinagdo do CV nos niveis de
repetibilidade e de precisdo intermediaria. O critério de aceitabilidade determina que o
valor ndo ultrapasse 20% para analises na faixa de concentragdo de 0,01 — 0,10 mg L™,
faixa de trabalho dos pesticidas e, ndo ultrapasse 30% para analises na faixa de
concentracdo de 0,001 — 0,010 mg L™, faixa de trabalho dos HPAs (BRASIL, 2011). A
repetibilidade foi avaliada pelo CV das recuperacfes estimadas, nos trés niveis de
fortificacdo, em cada dia de validag&o, para os pesticidas e para os HPAs. E, a precisdo
intermediaria, pelo CV das recuperacdes globais estimadas para os trés dias de

validacao, em cada nivel, para os pesticidas (Tabela 4.7) e para os HPAs (Tabela 4.8).

Na avaliacdo dos pesticidas, alguns analitos apresentaram CV acima de 20% em
algum nivel de fortificacdo. Porém, como o procedimento sugerido pelo Manual de
Garantia da Qualidade Analitica do MAPA, para analise da precisdo, recomenda a
fortificacdo em apenas dois niveis, considerou-se validos os resultados que
apresentavam CV abaixo de 20% para pelo menos dois niveis de fortificacdo (BRASIL,
2011). Apenas para lambda cialotrina (CV (0,01 mg L™) = 30,47%, CV (0,05 mg L™?) =
11,40% e CV (0,10 mg L™) = 28,36%) e metamidofés (CV (0,01 mg L™) = 26,66%,
CV (0,05 mg L™) = 17,28% e CV (0,10 mg L™) = 27,37%) os resultados de preciséo

nao atenderam os critérios de aceitabilidade.

Na faixa de trabalho, em que os HPAs foram quantificados, 0,001 — 0,01 mg L™,
a recomendagdo para ¢ de CV < 30%. Todos os HPAs apresentaram CV abaixo do
limite estabelecido, mostrando que o método é preciso, com a maioria dos CVs abaixo
de 20% (limite para faixa de concentracdo superior, 0,01 — 0,1 mg L™). Apenas cinco
analitos, em algum nivel de fortificacdo, apresentaram CV acima de 20%, ndo

ultrapassando o valor de 27,33%.
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Tabela 4.7: Valores de R média, considerando os trés dias de validacdo e, valores de CV

para precisdo intermedidria, para o0s pesticidas.

-1 -1 -1
Pesticida 0,01 (mg L™) 0,05 (mg L™) 0,10 (mg L™)
R(%) CV (%) R(%) CV (%) R (%) CV (%)
2,4-D 88,57 14,95 98,22 14,44 93,16 10,34
2,4-DDD 103,94 15,74 102,85 16,16 90,69 18,39
2,4-DDE 94,12 20,15 100,89 10,62 98,91 12,53
2,4-DDT 93,44 19,13 97,52 9,71 96,20 10,00
4,4-DDD 106,95 16,21 102,10 11,82 101,13 13,35
4,4-DDE 102,54 16,46 95,44 9,29 93,71 10,17
4,4-DDT 100,13 15,55 103,80 18,64 104,11 22,02
Acrinatrina 95,52 14,21 98,69 10,68 97,28 10,15
Alacloro 95,44 14,27 101,42 9,67 98,60 7,02
Aldrin 98,97 19,14 97,64 12,40 98,73 10,92
Ametrina 99,75 11,76 100,06 6,58 95,42 8,00
Azinfés metil 114,84 13,79 97,42 17,27 103,65 14,81
Azoxistrobina 104,58 12,24 102,25 8,88 95,44 12,34
Benfluralina 105,39 10,28 93,31 15,17 96,74 13,08
Bentazona 112,02 8,64 101,79 14,52 98,12 25,56
Bifentrina 101,71 11,13 106,00 19,48 97,81 7,92
Bromofos etil 103,27 19,98 99,02 16,42 94,44 14,79
Bromofos metil 98,49 15,39 96,66 10,22 94,70 13,98
Bromopropilato 108,59 9,89 103,39 12,50 98,51 9,64
Buprofentezina 99,84 12,40 102,85 9,47 96,96 7,08
Carbofenotiona 94,01 17,15 95,44 11,44 95,98 11,15
Carbofurano 99,74 15,57 98,07 12,04 105,94 13,96
Carboxin 118,24 18,36 99,36 10,19 98,82 9,09
Ciflutrina 100,72 14,98 98,94 11,20 98,43 12,54
Cinidon etil 100,08 13,49 98,03 11,92 92,16 14,21
Cipermetrina 102,14 15,95 95,95 9,84 96,49 12,62
Ciprodinil 88,28 9,93 100,21 12,71 103,34 10,25
Clorbenzilato 99,68 15,20 99,95 9,13 93,57 10,40
Clordano cis 102,32 16,53 103,15 8,86 98,52 7,02
Clordano trans 102,68 14,94 102,06 7,45 97,13 8,12
Clorfenapir 95,72 13,64 101,60 9,91 96,44 10,64
Clorfenson 96,43 19,91 101,86 13,28 94,99 8,61
Clorotalonil 97,74 17,74 95,95 8,53 97,34 10,88
Clorpirifos 99,32 22,57 96,86 10,00 97,54 8,84
Clorpirifés metil 100,36 15,69 93,92 13,24 94,75 15,11
Coumafos 113,25 9,29 95,98 13,76 96,30 12,53
Deltametrina 99,30 15,73 98,15 13,30 95,35 13,70
Dicamba 101,27 17,79 99,55 12,15 99,92 19,11
Dicloran 108,15 6,73 94,08 11,37 95,41 9,96
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-1 -1 -1
Pesticida 0,01 (mg L™) 0,05 (mg L™) 0,10 (mg L™)
R (%) CV (%) R (%) CV (%) R (%) CV (%)
Diclorofluanida 102,16 14,63 105,01 9,34 96,25 11,19
Diclorvés 102,33 16,16 104,09 14,12 101,90 11,25
Dicofol 102,82 15,65 102,32 11,54 99,90 12,23
Dissulfotona 147,51 43,00 93,37 20,00 97,56 12,31
Dissulfotona sulfona | 105,62 8,30 94,19 12,22 95,48 12,54
Endossulfan alfa 101,33 16,59 100,97 8,90 99,32 10,11
Endrin 104,10 13,49 100,94 9,96 96,60 12,81
EPN 102,95 12,02 101,27 10,68 98,48 14,11
Epoxiconazol 12,16 8,01 94,56 18,13 9458 13,79
Espiroxamina 103,13 9,91 102,68 9,04 94,16 12,57
Etiona 103,91 15,24 100,26 9,08 98,77 12,29
Etoprofos 108,21 14,07 104,23 20,77 98,43 15,38
Etrinfés 106,38 15,09 98,19 11,99 94,53 10,32
Fenbuconazol 108,29 7,55 100,06 14,90 97,47 16,62
Fenazaquina 97,56 15,28 98,25 11,93 95,73 10,27
Fenclorfés 99,75 19,57 97,95 14,13 94,56 11,14
Fenitrotiona 110,24 11,88 97,57 8,60 93,32 11,14
Fenobucarbe 93,19 17,11 86,65 15,34 95,73 11,73
Fenoxaprop etil 98,71 17,57 100,79 10,94 95,58 10,85
Fenvalerato 93,82 15,82 98,20 12,11 93,07 13,60
Fluasifope-p butil 97,22 17,46 102,11 8,21 96,49 8,38
Flusilazol 104,61 11,08 102,15 7,72 94,45 11,79
HCH beta 91,39 16,06 96,78 16,66 98,92 10,63
HCH gama 95,25 13,07 100,08 6,49 98,81 7,53
Heptacloro 94,19 11,62 94,02 15,39 94,88 7,43
Hexazenona 101,70 14,48 106,97 19,16 95,22 10,20
Iprobenfos 110,50 12,44 105,44 15,34 96,67 12,67
Iprodiona 106,97 14,31 93,98 17,94 94,86 16,95
Isocarbofds 111,19 15,12 93,79 18,85 95,40 14,60
Isodrin 102,02 17,74 94,70 9,29 93,77 12,68
Isoxaflutol 99,70 14,35 95,95 10,14 99,36 11,79
Lambda cialotrina | 105,85 30,47 96,67 11,40 92,02 28,36
Mervinfos 110,42 14,39 96,78 18,91 90,52 17,05
Metamidofds 108,67 29,66 110,34 17,28 105,46 27,37
Metribuzina 102,17 10,94 95,69 12,31 99,57 16,47
Mirex 100,81 17,55 101,38 8,51 99,61 11,71
Oxifluorfem 104,87 12,78 97,12 14,18 97,32 16,88
Paration etil 106,16 11,49 97,55 10,52 97,67 12,45
Permetrina 94,65 15,18 100,39 10,92 90,24 15,63
Pirimicarbe 99,05 13,42 104,49 8,30 97,10 9,87
Pirimifés etil 96,36 12,01 100,63 10,40 99,85 9,95
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-1 -1 -1
Pesticida 0,01 (mg L™) 0,05 (mg L™) 0,10 (mg L™)
R (%) CV (%) R (%) CV (%) R (%) CV (%)
Pirimifos metil 99,35 15,47 100,07 6,09 101,80 9,02
Promecarbe 100,05 14,46 94,86 12,98 100,43 12,57
Prometryn 99,94 15,67 105,40 6,48 98,24 10,50
Propiconazol 96,47 18,79 101,64 13,97 104,78 12,19
Quintozeno 112,55 9,52 90,09 15,74 100,03 14,21
Resmetrina 98,31 17,81 103,52 17,76 97,41 11,91
Simazina 101,80 11,84 107,38 15,33 97,66 13,98
Tebuconazol 102,33 14,26 112,71 13,69 98,08 16,99
Tetraconazol 96,52 16,65 104,17 10,27 102,76 11,87
Tiobencarbe 93,33 19,14 96,60 13,15 101,41 9,84
Tolclofos metil 100,14 17,96 98,14 8,23 102,04 9,45
Trifluralina 94,81 19,85 90,31 13,88 101,96 14,47
Triticonazol 90,60 9,43 107,67 14,56 100,51 12,78
Uniconazol 88,80 16,50 110,97 32,61 105,30 16,36
Vinclosolina 94,27 14,69 100,42 6,85 105,19 12,22

Tabela 4.8: Valores de R média, considerando os trés dias de validacéo e, valores de CV
para precisdo intermediaria, para os HPASs.

HPA 0,001 (mg L™ 0,005 (mg L™) 0,010 (mg L™)
R(%) CV (%) R(%) CV(%) R(%) CV (%)
MCH 120,78 18,67 95,28 14,32 97,26 22,41
BaA 9520 25,29 93,10 1545 90,53 11,03
BbFA 97,69 27,33 98,63 14,67 92,68 10,11
BjFA 104,36 22,01 92,47 17,30 9243 9,42
BKFA 110,05 19,34 95,07 16,49 90,74 11,99
BaP 87,76 18,10 9,70 15,03 87,65 11,83
BghiP 92,47 16,04 96,48 10,81 90,80 8,37
CHR 111,45 22,58 87,08 15,77 84,76 9,80
CPP 107,49 23,40 94,73 6,23 92,10 10,48
DBahA 96,41 18,87 93,88 14,76 89,38 11,72
DBaeP 9527 17,33 97,32 14,90 91,69 17,66
DBahP 108,09 17,98 96,42 16,16 99,01 9,32
DBaiP 89,47 16,29 97,68 12,65 95,74 11,38
DBalP 102,77 12,12 96,10 13,90 95,60 11,29
1P 92,60 17,06 98,56 7,01 97,80 6,60
BcFL 99,36 17,07 96,26 11,52 95,36 10,44
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4.8.3. Limites de deteccdo e quantificacdo dos métodos

O LD, de cada método, foi determinado pela analise das respostas instrumentais
fornecidas na injegdo de amostras fortificadas em quatro concentragfes: 0,001, 0,0025,
0,005 e 0,075 mg L™, para os pesticidas e 10 vezes mais diluidas para os HPAs. O
critério para determinagdo da LD foi que, a resposta instrumental mostrasse clara
diferenciacdo entre os ruidos, com razdo sinal/ruido maior que trés e simetria similar
dos picos cromatograficos. O LD do método foi definido com 0,0025 mg L™, para os
pesticidas e 0,00025 mg L™, para os HPAs, pois nestas concentracdes foi possivel
detectar com seguranca todos os analitos.

O LQ do método, segundo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica do
MAPA, é o menor nivel de concentracdo que atenda os critérios de veracidade e
preciséo, considerando também uma relacdo sinal ruido acima de seis (BRASIL, 2011).
Neste caso, 0 LQ foi definido como o primeiro ponto da curva de calibracéo, ou seja,
0,01 mg L™ para os pesticidas e 0,001 mg L™ para os HPAs. Para os pesticidas: 2,4-
DDE, clorpirifés, dissulfotona, lambda cialotrina e metamidofos, o LQ definido foi 0,05

mg L™ pois esta foi a menor concentracdo que forneceu precisdo adequada (Tabela 4.7).

4.8.4. Incerteza de medicéo

A u.,mp, que neste caso, representa a incerteza de medicdo, foi estimada
levando em consideracdo duas fontes principais de incerteza: u.4;;;, € up;. Para cada
analito, a u.,,, foi calculada seguindo o procedimento descrito no item 3.13.4. Os
valores de u,,,p SA0 apresentados na Tabela 4.9 e na Tabela 4.10, para pesticidas e

HPAs, respectivamente:

Tabela 4.9: Valores de u,,,,;, para os pesticidas, os niveis de concentracdo avaliados.

Nivel de concentracdo (mg L™)
Pesticida 0,01 0.05 0.1
2,4-D 0,0035 0,0034 0,0066
2,4-DDD 0,0035 0,0029 0,0058
2,4-DDE 0,0028 0,0032 0,0057
2,4-DDT 0,0021 0,0025 0,0071
4,4-DDD 0,0029 0,0023 0,0045
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Nivel de concentracéo (mg L™)

Pesticida 0.01 0.05 0.1
4,4-DDE 0,0020 0,0025 0,0062
4,4-DDT 0,0033 0,0043 0,0127
Acrinatrina 0,0022 0,0018 0,0034
Alacloro 0,0023 0,0026 0,0047
Aldrin 0,0040 0,0036 0,0080
Ametrina 0,0014 0,0020 0,0054
Azinfés metil 0,0030 0,0027 0,0048
Azoxistrobina 0,0040 0,0036 0,0080
Benfluralina 0,0022 0,0022 0,0039
Bentazona 0,0036 0,0028 0,0072
Bifentrina 0,0021 0,0032 0,0042
Bromofos etil 0,0026 0,0025 0,0044
Bromofds metil 0,0020 0,0017 0,0040
Bromopropilato 0,0021 0,0020 0,0032
Buprofentezina 0,0013 0,0014 0,0022
Carbofenotiona 0,0023 0,0019 0,0036
Carbofurano 0,0040 0,0036 0,0080
Carboxin 0,0022 0,0018 0,0032
Ciflutrina 0,0040 0,0036 0,0080
Cinidon etil 0,0013 0,0016 0,0036
Cipermetrina 0,0020 0,0017 0,0037
Ciprodinil 0,0024 0,0026 0,0054
Clorbenzilato 0,0040 0,0036 0,0080
Clordano cis 0,0020 0,0016 0,0027
Clordano trans 0,0015 0,0013 0,0025
Clorfenapir 0,0023 0,0018 0,0035
Clorfenson 0,0021 0,0020 0,0030
Clorotalonil 0,0019 0,0015 0,0033
Clorpirifos 0,0014 0,0014 0,0025
Clorpirifés metil 0,0030 0,0024 0,0048
Coumafos 0,0040 0,0036 0,0080
Deltametrina 0,0020 0,0020 0,0039
Dicamba 0,0022 0,0020 0,0051
Dicloran 0,0029 0,0022 0,0040
Diclorofluanida 0,0021 0,0017 0,0035
Diclorvos 0,0051 0,0035 0,0061
Dicofol 0,0025 0,0020 0,0040
Dissulfotona 0,0028 0,0030 0,0041
Dissulfotona sulfona 0,0040 0,0036 0,0080
Endossulfan alfa 0,0015 0,0014 0,0029
Endrin 0,0031 0,0022 0,0045
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Nivel de concentracéo (mg L™)

Pesticida 0.01 0.05 0.1
EPN 0,0023 0,0019 0,0042
Epoxiconazol 0,0020 0,0030 0,0039
Espiroxamina 0,0017 0,0016 0,0043
Etiona 0,0026 0,0019 0,0040
Etoprofos 0,0031 0,0031 0,0049
Etrinfés 0,0021 0,0019 0,0033
Fenbuconazol 0,0014 0,0022 0,0061
Fenazaquina 0,0024 0,0020 0,0036
Fenclorfos 0,0025 0,0022 0,0037
Fenitrotiona 0,0027 0,0019 0,0039
Fenobucarbe 0,0025 0,0024 0,0038
Fenoxaprop etil 0,0021 0,0018 0,0034
Fenvalerato 0,0022 0,0020 0,0040
Fluasifope-p butil 0,0018 0,0014 0,0027
Flusilazol 0,0023 0,0017 0,0037
HCH beta 0,0015 0,0022 0,0030
HCH gama 0,0024 0,0017 0,0032
Heptacloro 0,0023 0,0023 0,0031
Hexazenona 0,0019 0,0025 0,0031
Iprobenfos 0,0028 0,0025 0,0043
Iprodiona 0,0023 0,0025 0,0047
Isocarbofds 0,0027 0,0028 0,0045
Isodrin 0,0031 0,0027 0,0060
Isoxaflutol 0,0017 0,0016 0,0033
Lambda cialotrina 0,0022 0,0019 0,0071
Mervinfos 0,0021 0,0026 0,0046
Metamidofds 0,0040 0,0036 0,0080
Metribuzina 0,0026 0,0021 0,0048
Mirex 0,0019 0,0015 0,0034
Oxifluorfem 0,0020 0,0021 0,0046
Paration etil 0,0028 0,0027 0,0072
Permetrina 0,0020 0,0018 0,0043
Pirimicarbe 0,0025 0,0020 0,0039
Pirimifés etil 0,0029 0,0022 0,0040
Pirimifés metil 0,0026 0,0019 0,0039
Promecarbe 0,0033 0,0028 0,0052
Prometryn 0,0021 0,0017 0,0036
Propiconazol 0,0028 0,0024 0,0041
Quintozeno 0,0029 0,0026 0,0046
Resmetrina 0,0031 0,0028 0,0044
Simazina 0,0030 0,0026 0,0046
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Nivel de concentracéo (mg L™)

Pesticida 0,01 0,05 0.1
Tebuconazol 0,0031 0,0025 0,0052
Tetraconazol 0,0036 0,0027 0,0055
Tiobencarbe 0,0031 0,0027 0,0056

Tolclofos metil 0,0028 0,0022 0,0043
Trifluralina 0,0023 0,0021 0,0042
Triticonazol 0,0033 0,0040 0,0088
Uniconazol 0,0017 0,0041 0,0053
Vinclosolina 0,0040 0,0036 0,0080

Tabela 4.10: Valores de u,,,p, para 0s HPAs, os niveis de concentracao avaliados.

Nivel de concentracdo (mg L™)

HPA 0,001 0,005 0,01
MCH 0,00021 0,00021 0,00057
BaA 0,00020 0,00022 0,00033
BbFA 0,00025 0,00023 0,00035
BjFA 0,00024 0,00025 0,00034
BKFA 0,00022 0,00023 0,00037
BaP 0,00026 0,00024 0,00040
BghiP 0,00031 0,00023 0,00039
CHR 0,00015 0,00021 0,00028
CPP 0,00021 0,00014 0,00033
DBahA 0,00030 0,00025 0,00043
DBaeP 0,00028 0,00025 0,00052
DBahP 0,00023 0,00024 0,00033
DBaiP 0,00026 0,00022 0,00039
DBalP 0,00028 0,00023 0,00040
IP 0,00026 0,00021 0,00038
BcFL 0,00015 0,00016 0,00029

A amplitude das u.,,; estimadas foi avaliada pela comparacdo com o valor de

incerteza maxima (Unmax), determinada através da Equacdo 4.4 (CE, 2006).

U, = \/ (%)2 + (a0)? (Eq. 4.4)
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Onde: LD é o limite de deteccdo do método; C é a concentragdo média do
analito, considerando os trés dias de validacdo, no nivel em que se deseja estimar a

incerteza e a ¢ um parametro relacionado ao C em questdo (Tabela 4.11):

Tabela 4.11: Valor do parametro o de acordo com a concentragdo em estudo.

C(mg L™ a
<0,050 0,20
0,051 0,5 0,18
0,501-1 0,15
1,001 -10 0,12
> 10 0,10

Realizando a comparacdo dos valores u.ym,, com 0s Umax (Tabela 4.12),
observou-se que, para ambos, pesticidas e HPAs, apenas no primeiro nivel de
concentracdo, 0,01 e 0,001 mg L™ respectivamente, obteve-se valores de u omp
superiores ao valor de Umax. NOS demais niveis, a u,,pyp foi inferor a Umax, atendendo ao

critério de aceitabilidade.

Tabela 4.12: Valores de Unax, para pesticidas e HPAs, de acordo com o nivel de
concentracdo em avaliagao.

Pesticidas HPAs
C (mg L™ Umax C(mg LY Unax
0,01 0,002358 0,001 0,000236
0,05 0,010078 0,005 0,001008
0,10 0,018043 0,010 0,002004

Os valores de LMR para grande partes dos pesticidas nas legislacdes para
amostras vegetais e animais, estdo nos niveis de concentracdo de 0,05 e 0,1 mg L™,
assim sendo, nos niveis de maior relevancia analitica, a incerteza do método atendeu ao
critério de aceitabilidade (CE, 2005; GPO, 2017; ANVISA, 2017).

Para os HPAs, dos analitos que compdem o sistema de quatro substancias
especificas (PAH4), BaP, BaA, BbFA e CHR, fixados na Unido Europeia como 0s
indicadores dos HPAs nos alimentos, 0 CHR e BaA apresentaram incerteza de medigéo

adequada em todos os niveis avaliados e, BaP e BbFA mostram u,,,,,Um pouco acima
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da Umax (Tabela 4.12), 12% e 4%, respectivamente. Porém, para os grupos de alimentos
em que existe legislacdo para HPAs, foram estabelecidos limites em termos da soma
dos PAH4 presentes, esses limites, na maioria dos casos, estdo em uma faixa de 0,01 —
0,035 mg L™, faixa na qual o método apresenta precisdo adequada (CE, 2011).

4.9. Andlise de amostras comerciais de cachaga e fracoes de “cabeca”, “coracdo” e

“cauda” de destilacéo

Os métodos otimizados foram empregados em 20 amostras comerciais, das quais
18 foram produzidas em 5 alambiques de diferentes regifes de Minas Gerais e 2 de um
alambique da regido de Paraty/RJ. Também foram analisadas fracbes de “cabega”,
“coragdo” e “cauda” de destilacdo dois alambiques de diferentes regibes de Minas

Gerais.

Os resultados mostraram contamina¢do com 31 pesticidas e 12 HPAs entre as

amostras analisadas (Tabela 4.13).

Tabela 4.13: Teores dos pesticidas e HPAs encontrados nas amostras e fracdes de
"cabeca", "coragcdo" e "cauda" de destilagdo, analisadas utilizando o0s métodos
validados.

Pesticidas HPAs
Amostra
Contaminante Teor (mg L™) Contaminante  Teor (mg L™)
CPP 0,003
BbFA 0,004
4-4-DDT 0,011

Al BkFA 0,005

Fenbuconazol 0,017 )
BjFA 0,005
BaP 0,007
CPP 0,003
A2 - - BjFA 0,003
BaP 0,003
BbFA 0,009
BkFA 0,01

A3 Fenbuconazol 0,012 )
BjFA 0,011
BaP 0,022
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Pesticidas HPAs
Amostra
Contaminante Teor (mg L")  Contaminante Teor (mg L™)
IP 0,003
DBahA 0,01
BghiP 0,006
Ad - - - -
BaA 0,004
CPP 0,003
MCH 0,004
. BbFA 0,008
AS Etrinfos 0,024 BKEA 0.009
Fenbuconazol 0,017 ]
BjFA 0,009
BaP 0,018
DBahA 0,005
BghiP 0,004
CPP 0,003
MCH 0,002
BbFA 0,012
BKFA 0,012
A6 Carbofurano 0,013 BjFA 0,014
BaP 0,029
IP 0,004
DBahA 0,018
BghiP 0,013
BaA 0,007
CHR 0,002
MCH 0,011
BbFA 0,016
A7 - - BKFA 0,015
BjFA 0,017
BaP 0,029
DBahA 0,003
BghiP 0,001
Carbofurano 0,017 CPP 0,004
A Cinidon etil 0,013 BbFA 0,003
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Pesticidas HPAs
Amostra
Contaminante Teor (mg L™) Contaminante  Teor (mg L™)
Etrinfos 0,016 BaP 0,002
BaA 0,005
CPP 0,003
MCH 0,004
BbFA 0,006
Carbofurano 0,012
A9 L BKFA 0,006
Etrinfos 0,013 .
BjFA 0,006
BaP 0,009
DBahA 0,002
BghiP 0,002
BaA 0,003
Tebuconazol 0,013
Al10 CPP 0,003
Fenbuconazol 0,065
BbFA 0,005
CPP 0,003
All 44-DDT 0,01 BaP 0,004
BghiP 0,002
Al2 - - CPP 0,003
BbFA 0,009
BKFA 0,01
BjFA 0,011
Al3 - - BaP 0,02
IP 0,002
DBahA 0,005
BghiP 0,002
BbFA 0,002
Al4 Fenbuconazol 0,034 BjFA 0,002
BaP 0,004
Dissulfotona sulfona 0,012
ALS Fenbuconazol 0,128 BjFA 0,003
Permetrina 0,013 BaP 0,002
Resmetrina 0,017
Al6 Metamidofés 0,26 BbFA 0,012
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Pesticidas HPAs
Amostra
Contaminante Teor (mg L")  Contaminante Teor (mg L™)
Carbofurano 0,077 BKFA 0,012
BjFA 0,013
BaP 0,03
DBahA 0,016
BghiP 0,011
Al7 - - - -
MCH 0,005
BbFA 0,016
BkFA 0,014
ALS 4,4-DDT 0,012 BjFA 0,017
Carbofurano 0,017 BaP 0,035
IP 0,004
DBahA 0,015
BghiP 0,01
A19 - - - -
CPP 0,003
BbFA 0,009
BKFA 0,01
BjFA 0,01
A20 - -
BaP 0,023
IP 0,003
DBahA 0,013
BghiP 0,009
CPP 0,003
BbFA 0,007
Carbofurano 0,045 BKFA 0,008
A21 Dissulfotona 0,301 BjFA 0,008
Etrinf6s 0,057 BaP 0,016
IP 0,001
DBahA 0,003
4,4-DDT 0,014
A22 Bromofos metil 0,011 - -
Cipermetrina 0,018
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Pesticidas HPAs
Amostra
Contaminante Teor (mgL™)  Contaminante Teor (mg L™
Clopirifos 0,047
Fenclorfés 0,01
CPP 0,003
BbFA 0,004
. BKFA 0,005
Buprofentezina 0,06 i
BjFA 0,004
A23 Carbofurano 0,019
Etrinfos 0,077 BaP 0,009
IP 0,003
DBahA 0,004
BghiP 0,007
2,4-D 0,019
4,4-DDT 01
Acrinatrina 0,021
Alacloro 0,014 BaA 0,006
Aldrin 0.012 CHR 0,003
Ametrina 0,014 MCH 0.009
Ad Azoxistrobina 0,013 BbEA 0.012
Dissulfotona sulfona 0,025 BKEA 0.011
Etrinfos 0.014 BjFA 0,014
Fenclorfos 0,016 Bap 0.021
Fenitrotiona 0,016 P 0.003
Permetrina 0,021 DBahA 0.006
Quintozeno 0,011 BghiP 0,006
TSIr?iI((:)(:gergﬁtr:l’ 00,,00113 DBaiP 0,002
Vinclosolina 0,017
Cipermetrina 0,027
Ciprodinil 0,032
A25 - : . .
BaA 0,003
A26 - - MCH 0,008
BbFA 0,011
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Pesticidas HPAs
Amostra
Contaminante Teor (mgL™)  Contaminante Teor (mg L™

BKFA 0,011

BjFA 0,012

BaP 0,021

IP 0,002

DBahA 0,005

BghiP 0,005

A analise das amostras, determinacdo e quantificacdo dos contaminantes, foi
realizada através da interpolacdo das areas de cada analito na curva de calibracdo

preparada e injetada juntamente com as amostras.

Para os pesticidas, as contaminacdes foram numa faixa de 0,010 — 0,301 mg L™,
duas amostras apresentaram teores de pesticidas acima da faixa de trabalho da curva,
0,128 mg L™ de fenbuconazol e 0,301 mg L™ de dissulfotona, nas amostra A15 e A21
respectivamente. Para analise desses pesticidas nas amostras supracitadas, uma diluicdo
adicional das amostras (1:4 v/v) foi realizada. Esses teores elevados de pesticidas é uma
evidéncia que na producdo da cachaga, ocorre uma concentracdo destes contaminantes,
ja que a producdo de 60 — 80 litros de cachaca artesanal consomem cerca de uma
tonelada de cana moida (ANDRADE, L. A. B., 2006).

Analisando as fracdes de destilacdo, pode-se observar que as duas amostras de
fracdes de “coragdo” estavam livres de contaminagdo por pesticidas e as fra¢des de
“cabe¢a” também mostram pequena contaminacdo, apenas a amostra A3 apresentou
contaminagdo de 0,012 mg L™ de fenbuconazol. J& nas fracdes de “cauda”, ndo
verificou-se contaminacdo na amostra A2, e foram detectados 18 pesticidas na amostra
A24. Entretanto, as amostras comerciais sao fracdes de “coracdo” e varias apresentaram
contaminacdes com pesticidas. Assim, ndo foi possivel criar uma relacdo entre o

processo de destilacdo da cachaca e a contaminacdo da bebida com pesticidas.

O pesticida de maior incidéncia nas amostras analisadas foi o fenbuconazol,
presente em 10 amostras (Figura 4.12). Este pesticida ndo apresenta regulamentacao,
para nenhuma cultura no Brasil (ANVISA, 2017). Na EU e nos Estados Unidos,
existem regulamentacfes especificas para fenbuconazol em diversas culturas, porém,

apenas na EU existe LMR (0,05 mg kg™) para cana-de-agtcar (CE, 2005; GPO, 2017).
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O fenbuconazol é um fungicida da classe das triazinas, utilizado no tratamento foliar,

pré e pos-colheita, em varias culturas de frutas e vegetais (MANCLUS, J. J., 2008).

Estudos apontaram para um aumento de casos de adenomas de figado em ratos expostos

a dieta contaminada com fenbuconazol (JUBERG, D. R., 2006). Os resultados desses

estudos atentam para a necessidade de avaliagdo deste quanto a atividade cancerigena.
(JUBERG, D. R., 2006; DELLARCO, V. L., 2005) A presenca deste contaminante na

cachaca e 0 ndo monitoramento representa um risco desconhecido para a saude dos

consumidores. O carbofurano, pesticida da classe dos carbamatos, foi outro pesticida de

elevada incidéncia, presente em 7 amostras. Este € um inseticida que apresenta

toxicidade aguda, podendo causa desde mal-estar, fraqueza muscular, tonturas e

transpiracdo até, em situacGes criticas, depressdo do sistema nervoso central levando ao

estado

de coma, convulsbes e hipotonicidade. Também pode causar hipertenséo,

depressdo cardiorrespiratoria, dispneia, broncoespasmo e broncorreia com eventual

edema pulmonar (PAN, 2017). Nos Estados Unidos o LMR deste em cana-de-agucar €
0,1 mg kg™, ja na EU o LMR é dez vez menor, 0,01 mg kg™ (CE, 2005; GPO, 2017). O

Brasil também apresenta legislacdo para este pesticida em varios alimentos, inclusive

em cana-de-agucar, no qual o LMR, igualmente aos Estados Unidos, é fixado em 0,1

mg kg™, com intervalo de seguranca de 90 dias entre aplicacdo e colheita (ANVISA,

2017).
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Figura 4.12: Numero de amostras em que foi observada a presenca de cada pesticida.

Para 0s HPAs, as contaminacdes foram numa faixa de 0,001 — 0,029 mg L™,

com grande quantidade das amostras contaminadas em niveis acima dos limites

estabelecidos para culturas que apresentam legislacdo para HPAs, uma vez que para
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cana-de-agucar ndo apresenta legislagdo em nenhum érgdo, nacional ou internacional
(CE, 2011). Entre os HPAs, o BaP foi o composto mais incidente, presente em 19
amostras, seguido por BbFA e BjFA, ambos presentes em 17 amostras. Deste trés, o
BaP e o BbFA integram o grupo PAH4, substancias fixadas com marcadores da

presenca de HPAs em alimentos (CE, 2011).
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Figura 4.13: Numero de amostras em que foi observada a presenca de cada HPA.

A analise das amostras mostrou contaminacéo, tanto para pesticidas, quanto para
HPAs, na maioria das amostras. Também apontou teores muito altos desses compostos,
0 que representa um risco invisivel, uma vez que ndo ha legislacdo para esse tipo de

produto.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho envolveu a otimizagéo de trés procedimentos de extracdo: extracao
liquido-liquido, extracdo em fase sélida e extracdo liquido-liquido com adicdo de sais,
para analise de pesticidas em cachaca, utilizando planejamento de experimentos na
avaliacdo dos fatores selecionados como mais relevantes, em cada procedimento. Apos
otimizacdo, os procedimentos foram comparados, em termos de recuperacdo e
repetibilidade, sendo o procedimento de extracdo liquido-liquido com adicdo de sais 0
que forneceu os resultados mais satisfatérios. A concentracdo de 0,025 mg L™ também
foi fixada, com base nos resultados obtidos na comparacdo, como nivel minimo de
analise para pesticidas. Posteriormente, o procedimento selecionado foi avaliado quanto
sua adequacdo para determinacdo de HPAs, o qual também mostrou ser eficiente.

A validacdo envolveu a avaliacdo dos parametros: linearidade, veracidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), LD, LQ e incerteza de medicdo. Os
critérios minimos de aceitabilidade seguiram as recomendacfes preconizadas pelo
Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA e o documento guia
SANTE/11945/2015 da Comissdo Europeia. A faixa de trabalho estabelecida foi: 0,01 —
0,1 mg L™, para os pesticidas e 0,001 — 0,01 mg L™, para os HPAs. A linearidade foi
avaliada ao nivel de 95% de confianca, apresentando t, calculado maior que o valor
critico. A veracidade e precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) foram
avaliadas em termos de recuperacdo e coeficiente de variacdo, para os pesticidas: R
entre 81 — 113% ¢ CV < 20% (exceto para lambda cialotrina e metamidofos) e para 0s
HPAs: R entre 84,76 — 120,78% e CV <27,33%. Os LDs alcangados foram de 0,0025 e
0,00025 mg L* e os LQs de 0,01 e 0,001 mg L* para pesticidas e HPAs,
respectivamente. A incerteza de medicdo estimada foi adequada, nos niveis de maior

relevancia analitica.

Assim, foram desenvolvidos dois métodos multirresiduos para determinacdo de
95 pesticidas e 16 HPAs, em cachaca, por GC-MS/MS, utilizando um Unico
procedimento de preparo de amostra: extracdo liquido-liquido com adicéo de sais. Apos
validacdo dos métodos, amostras comerciais de cachaca e fragdes de “cabeca”,
“coracdo” e “cauda” de destilagdo de dois alambiques foram analisadas. As amostras
analisadas apresentaram contaminagdes de 31 pesticidas, numa faixa de 0,01 — 0,301

mg L. O pesticida com maior incidéncia foi o fenbuconazol, presente em 10 amostras.
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Este pesticida ndo apresenta regulamentacdo nacional. Os Estados Unidos e EU
apresentam regulamentagdes para este em diversas culturas, porém apenas na EU inclui
regulamentacéo para cana-de-agticar (LMR = 0,05 mg kg™). O ndo monitoramento deste
pesticida em cachaca revela uma ameaca a saude dos consumidores, uma vez que
diversas amostra apresentaram teores acima de 0,05 mg L™ Para os HPAs, foi
verificada a presenca de 12 dos 16 compostos analisados, a faixa de contaminacédo foi
de 0,001 — 0,29 mg L™ uma porcentagem elevada das amostras apresentaram
contaminacdo em niveis acima dos limites estabelecidos para culturas que apresentam
legislagcdo especifica, o que ndo ocorre para cana-de-aclcar. O BaP foi o composto
presente em maior nimero de amostras, presente em 19 amostras. Além deste, também

se destacaram o BbFA e 0 BjFA, ambos presentes em 17 amostras.

Os resultados obtidos na anélise das amostras de cachaca ressaltam a relevancia
do desenvolvimento de métodos que identifiquem e quantifiquem pesticidas e HPAs.
Também ressaltam a necessidade da criacdo de legislacdo para esses contaminantes,
aléem do estudo e avaliacdo das técnicas de manejo e producdo para detectar as
principais fontes de contaminacdo da cachaca durante o processo. Para assim, realizar a
padronizacdo do procedimento de producdo, a fim de assegurar a qualidade do produto

brasileiro.
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