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RESUMO

A bovinocultura de leite ¢ uma das mais importantes e tradicionais atividades econdmicas em
nosso pais, destacando-se o estado de Minas Gerais como o maior produtor de leite do Brasil.
Atualmente, uma das grandes caréncias do setor é a falta de informagdes sobre a presenca de
residuos de agrotéxicos em leite produzido em Minas Gerais. Devido a complexidade desta
matriz, as baixas concentracdes de agrotdxicos presentes no leite, e a possiblidade dos
agrotoxicos utilizados no gado produzirem residuos no leite e causarem danos a satide ptblica,
ha grande necessidade de desenvolvimento de métodos analiticos eficientes e confidveis para a
determinacdo e quantifica¢io destes residuos. Neste trabalho foi validada a ampliacdo do escopo
de um método multirresiduos para determinagdo e quantificagdo de agrotdxicos em leite cru
refrigerado produzido no estado de Minas Gerais, empregando o método de extragdo
QuEChERS modificado com deteccdo por LC-MS/MS. O método validado foi utilizado para
pesquisar residuos de agrotéxicos em leite produzido nas 12 mesorregides do estado de Minas
Gerais. Foram analisadas 827 amostras de leite cru refrigerado quanto a presencga de residuos de
agrotoxicos. Das amostras analisadas, 347 apresentaram detec¢do de 22 agrotdxicos diferentes.
E destas, 218 amostras apresentaram residuos de agrotdxicos acima dos limites permitidos pela
legislacdo brasileira. A aplicacdo da andlise multivariada de correspondéncia multipla, aos
resultados das andlises, permitiu estabelecer a correlacio entre as possiveis causas das
contaminacdes - PIB, producdo de leite, média de producdo por animal, nimero de vacas
ordenhadas, época de coleta das amostras e a frequéncia de contaminagdes por mesorregido. Foi
identificada que, a maior parte das contaminag¢des, ocorreu entre a primavera € verdo em
mesorregides de PIB e producdo de leite elevados. Além de o aspecto toxicoldgico, o trabalho
mostrou grande relevincia do ponto de vista da seguranca alimentar indicando que acdes
urgentes devem ser tomadas para garantir a saide dos consumidores em Minas Gerais.

Palavras-chave: leite, agrotéxicos, multirresiduos, LC-MS/MS, andlise de correspondéncia
multipla, segurancga alimentar.



ABSTRACT

The dairy cattle is one of the most important and traditional economic activities in our country,
especially in Minas Gerais State, which is the largest milk producer in Brazil. Currently, one of
the great shortcomings of the sector is the lack of information concerning the presence of
pesticide residues in milk produced in Minas Gerais. Due to the complexity of the milk, the low
concentrations of pesticides in milk, and the possibility of pesticides used in cattle produce
residues in milk and cause harm to public health, there is great need to develop efficient and
reliable analytical methods for the determination and quantification these wastes. This work
validated the expansion of the range of a multiresidues method for determination and
quantification of pesticides in refrigerated raw milk produced in the state of Minas Gerais, using
the QuEChERS extraction method modified for detection by LC-MS / MS. The validated
method was applied to search pesticide for residues in milk produced in 12 regions in Minas
Gerais State. It was analyzed a total of 827 samples of refrigerated raw milk. Among all samples
analyzed, 347 had 22 different pesticides detected. Moreover, of these, 218 samples had
pesticide residues above the limits allowed by Brazilian law. The application of multivariate
analysis of multiple correspondence in the results revealed a correlation between the possible
causes of contamination: GNP, average milk production per animal, number of cows milked,
the season which sample was collected and the frequency of contamination by region. It was
identified that the most contamination occurred between the spring and summer in region which
GNP and milk production are both elevated. Besides the toxicological aspect, this work showed
the great importance of food safety indicating that urgent actions must be taken to ensure the
health of the consumers in Minas Gerais.

Keywords: milk, pesticides, multiresidues, LC-MS / MS, multiple correspondence analysis,
food safety.



1. INTRODUCAO

A dindmica do setor leiteiro na dltima década tem apontado para o incremento da oferta de leite,
decorrente de expressivas taxas de crescimento na producdo interna. A produgdo de leite no
Brasil passou de 23,47 em 2004 para 35,17 bilhdes de litros em 2014 (IBGE, 2014), com um
aumento de 49,9%. Além do expressivo potencial produtivo do pais (grandes areas, mao-de-
obra e clima), hd ainda um crescente mercado interno de consumo. Contudo, a produgdo leiteira
no Brasil ainda estd muito abaixo do que € necessdrio (38 bilhdes de toneladas/ano), ndo sendo
suficiente para atender as quantidades de consumo interno, recomendadas pelo Ministério da
Sadde (IBGE, 2014).

Minas Gerais é o maior produtor de leite do Brasil embora, apesar da significativa importancia
socioecondmica do setor leiteiro para o estado, a atividade ainda requeira mudancgas
significativas para alcancar o perfil de negdcio efetivamente competitivo e sustentdvel. A
qualidade do leite estd relacionada as condi¢des sanitdrias do rebanho, manejo nutricional e de
ordenha, os quais devem visar as necessidades dos consumidores, as exigéncias regulamentares
e o direcionamento do mercado para a qualidade (Forsythe, 2002).

Nos ultimos anos, o Brasil apresentou um significativo desenvolvimento do agronegdcio
internacional, consolidando sua posi¢cdo como um dos maiores produtores e exportadores de
alimentos para mais de 200 paises (Brasil, 2016). O alcance desses resultados s6 foi possivel,
dentre outras coisas, pelo estabelecimento de uma relagdo de confianca e credibilidade entre
consumidores e produtores, importadores e exportadores, assim como entre seus respetivos
governos, quanto a qualidade e inocuidade dos produtos comercializados. Os residuos e
contaminantes sdo substincias que podem estar presentes em determinados géneros
alimenticios, podendo originar-se de contaminagcdo ambiental (dioxinas), priticas de cultivo
(micotoxinas e agrotéxicos), uso de medicamentos veterindrios na pecudria ou formada durante
os processos de producdo (acrilamida, 3-MCPD), dentre outros (Meijer e Kan 2007). Tais
contaminantes, muitas vezes ‘“‘silenciosos”, por ndo apresentarem efeitos ou sintomas de
contaminacdo a curto prazo, acumulando-se no organismo e produzindo efeito danosos
cumulativos com o tempo, estdo cada vez mais evidentes no dia-a-dia dos consumidores, em
funcdo da crescente e vertiginosa escala global de produgdo, comércio, distribuicdo e consumo
de alimentos. Quando presentes acima de determinados niveis, essas substincias podem
representar uma ameaca para a saide humana e dos animais, pois muitos destes compostos
apresentam elevado potencial carcinogénico, elevada toxicidade ao sistema nervoso e, podem
inclusive, afetar o sistema reprodutor dos seres vivos (PPDB, 2016).

Agrotéxicos, em especial organofosforados e carbamatos sdo bastante utilizados no controle de
pragas em plantacdes. Quando aplicados de forma inadequada na lavoura, essas substancias
podem contaminar cursos de dgua, além de gerarem residuos em produtos agricolas. Tanto as
fontes de 4gua como esses produtos agricolas podem ser destinados ao consumo dos animais, €
por meio de seu metabolismo, essas substancias se depositam na gordura e muisculos, podendo
ser encontrados também no leite (Rothwell et al., 2001). Outro fato importante é o parasitismo
animal, considerado o maior flagelo que acomete os rebanhos mundiais, situacdo que leva a
utilizacdo de diferentes classes de agrotdxicos, utilizados diretamente nos animais para controle
de endo e ectoparasitos (Spinosa et al., 2006).



O cendrio mundial atual da produgdo de alimentos revela o grande interesse da sociedade quanto
a inocuidade do produto final a ser consumido. Diversos acontecimentos envolvendo a
contaminacio de alimentos hd muito tém despertado a aten¢do do consumidor, especialmente no
que concerne aos residuos de agrotéxicos (Paschoal et al., 2008). Este quadro tem forcado os
paises a estabelecerem normas legislativas rigidas que garantam o consumo de alimentos
seguros por parte da populagdo.

Para serem capazes de enfrentar com eficiéncia os desafios relacionados aos perigos emergentes
(novos perigos ainda ndo totalmente conhecidos e para os quais ndo ha prévio preparo) e aos ja
existentes, os governos tém se preparado, por meio da criacdo de organizacdes (European Food
Safety Authority - EFSA; Food Standards Agency - FSA; Center for Food Safety and Applied
Nutrition - CFSAN; Food and Drug Administration - FDA), financiamento de projetos
(Contaminants in Food and Feed: Inexpensive detection for Control of Exposure -
CONFFIDENCE; An EU-funded Network of Excellence working towards the harmonization of
analytical methods for monitoring food quality and safety in the food supply chain - MoniQA;
Dioxins in Food and Feed Reference Methods and New Certified Reference Materials -
DIFFERENCE), ou iniciativas como a Thermo Scientific, na implantacio do The Thermo
Fisher Scientific Food Safety Response Center — FSRC, objetivando o desenvolvimento de
métodos e processos para responder as crises e emergéncias.

Um componente essencial do preparo para o confronto de emergéncias é a capacidade analitica
instalada no pafs, traduzida principalmente pela disponibilidade de equipamentos e
infraestrutura adequadas, de equipe com alto desempenho, capacitada e treinada para responder
rapidamente a novas demandas, de métodos analiticos de triagem e confirmatérios, de sistemas
de comunicagdo e gestdo eficientes e de acesso a tecnologias de informacao.

Os laboratérios que realizam as andlises em alimentos precisam ter capacidade técnica
comprovada para tal compromisso, a qual é garantida pelas normas de credenciamento
estabelecidas por 6rgdos responsdveis, que no Brasil sdo representados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA) e pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO), os quais disponibilizam guias para procedimentos de validagdo de métodos
analiticos. H4 ainda 6rgdos internacionais, como a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), Organizagdo Internacional para Padronizacdo (ISO) e a Conferéncia
Internacional em Harmonizacdo (ICH), que também estabelecem procedimentos de validagdo
como critério fundamental no credenciamento de laboratdrios.

Métodos analiticos t€m sido desenvolvidos para a determinagdo de residuos de contaminantes
em alimentos como ferramenta principal para assegurar que os produtos estejam enquadrados
nas determinacdes legais. Para que estes métodos garantam a disponibilidade de um alimento
seguro, € preciso que sejam normalizados e cumpram requisitos que garantam bons resultados.
Com o objetivo de assegurar a confiabilidade dos resultados, sdo delineados procedimentos de
validacdo do processo analitico empregado, como garantia da qualidade das medi¢des quimicas,
por meio da comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.

As nagdes parceiras comerciais do Brasil vém se tornando cada vez mais restritivas em relagdo a
presenca de residuos destas substincias nos alimentos. Assim sendo, € indispensdvel para o
Brasil garantir a qualidade do leite produzido no pais e a seguridade dos consumidores internos



e externos, desenvolver programas eficientes de vigilancia quanto & presenca de residuos de
agrotoxicos e medicamentos veterinarios nos alimentos.

No contexto do planejamento, gestdo e producdo de informacdes, a estatistica tem papel
fundamental no suporte a decisdo estratégica, no campo da Seguranca Alimentar. A estatistica
mostra-se, entdo, cada vez mais, como uma poderosa ferramenta para a anélise e avaliacdo de
dados, em vdrias dreas do conhecimento e a aplicagdo desta ferramenta € indispensavel para
garantir a credibilidade das informagdes e reduzir esforcos na produgdo das mesmas.

Diversas crises relativas a presenca de residuos e contaminantes em alimentos foram, em anos
recentes, destaque nos noticidrios mundiais e motivo de preocupagdo de vdarios paises, como,
por exemplo, os episddios de deteccio de melamina em alimentos para bebés (Huang et al.,
2010), a identificacdo do agrotdxico ndo registrado, isofenfés metil, em morangos e outros
eventos de contaminagdo de alimentos por agrotéxicos (EFSA, 2015; FAO, 2014; FAO, 2015).
Como nenhum desses compostos foi alvejado como contaminantes potenciais em andlises
convencionais, uma investigacdo mais aprofundada das amostras de alimentos nao foi realizada
até que os consumidores adoeceram. Isso institui a necessidade de uma abordagem inovadora
para o desenvolvimento de métodos de andlise (Herndndez et al.; 2005; Sturchio et al. 2006;
Agyei et al., 2008; Landgraf et al., 2010, Hern4ndez et al., 2011).

O estado de Minas Gerais carece de informagdes seguras sobre contaminacdo do leite por
residuos de agrotéxicos e, também, demanda a producdo e compartilhamento de dados e
informacdes de maneira dindmica, com ficil acesso para tornar rdpido o gerenciamento e
facilitar a predicao de alteracdes nos fatores que influenciam o mercado e a qualidade de lacteos
(Souza Filho et al., 2008).

No presente estudo aplicaram-se procedimentos estatisticos descritivos e analiticos. Do ponto de
vista descritivo foram empregadas ferramentas de andlise multivariada estabelecendo-se o grau
de correlacdo entre as diferentes varidveis elencadas como potenciais influentes e/ou
determinantes na presenca de residuos de agrotoxicos em leite. Com a visualizagao do
problema, identificaram-se as microrregides e as mesorregides de Minas Gerais com maior
ocorréncia de contaminantes, além da determinacdo dos contaminantes mais encontrados € em
que niveis estes ocorrem.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho é ampliar o escopo do método multirresiduos
para determinacdo e quantificacdo de residuos de agrotoxicos em leite, validado internamente
no Laboratério de Pesticidas do Lanagro-MG, e aplicé-lo na andlise de amostras de leite cru
refrigerado produzido nas doze diferentes mesorregides do estado de Minas Gerais, realizando a
pesquisa de residuos de agrotéxicos empregando como técnica instrumental a cromatografia de
ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial, atendendo as normas de
qualidade nacionais e internacionais (ABNT, 2005; Brasil, 2011; SANCO, 2010).

2.2 Objetivos especificos

* Ampliar o escopo do método de detecgdo, determinagdo e quantificagdao de residuos de
agrotoxicos em leite por meio da técnica LC-MS/MS, ja validado, segundo protocolos
nacionais e internacionais, aumentando a capacidade analitica do laboratério.

e Avaliar o impacto dos aditivos azidiol e bronopol na andlise de residuos de agrotéxicos
em leite com extracdo pelo método QUEChERS modificado e detec¢do/quantificacio
por LC-MS/MS.

¢ Determinar e quantificar a presenca de residuos de agrotdxicos em leite cru refrigerado
produzido no estado de Minas Gerais, estabelecendo a frequéncia de contaminagdo do
leite por estas substincias e regides produtoras de leite e, identificar as possiveis causas
desta contaminacao.

e Estudo da influéncia de fatores socio-econdmicos, politicos, geograficos e climaticos
sobre a deteccdo de residuos de agrotdxicos em leite cru refrigerado produzido no
estado de Minas Gerais por LC-MS/MS.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leite
3.1.1 Conceitos e importancia nutricional

O leite, produto de secrecdo da glandula mamdria é um fluido viscoso constituido de uma fase
liquida e particulas em suspensdo, formando uma emulsdo natural, estivel em condi¢des
normais de temperatura ou de refrigeracdo. Possui elevado valor nutritivo, sendo o unico
alimento que satisfaz as necessidades nutricionais e metabdlicas do recém-nascido de cada
espécie (Sgarbieri, 2004; Voltolini et al., 2010).

O MAPA, por meio de seu Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de
Origem Animal — RIISPOA, de marco de 1952, artigo 457, d4 a seguinte defini¢do para leite:
“Entende-se por leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas”. O
mesmo regulamento dispde sobre a composi¢do e tipos de leite.

Os macrocomponentes do leite bovino sao: dgua (87,30%), lactose (4,90%), gordura (3,80%),
proteinas (3,30%) e minerais (0,72%) (BRITO et al., 2016). As particulas suspensas na fase
liquida do leite sdo glébulos de gordura e micelas de caseina. O leite bovino é comercializado
em sua forma liquida, pasteurizado ou esterilizado, integral, semi-desnatado ou desnatado. Essas
mesmas apresentagdes sdo também comercializadas desidratadas, na forma de leite em pd
(Sgarbieri, 2004; Brito et al., 2016).

A proteina contida no leite é classificada como de alto valor biolégico, na medida em que
contém todos os aminodcidos essenciais. Um copo de leite contém aproximadamente 16% da
quantidade didria de proteina necessaria em uma dieta padrdo de 2000 calorias (Timerman,
2010). J4 as proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo
organismo, estimulando a sintese de proteinas sanguineas e teciduais a tal ponto que, alguns
pesquisadores classificaram as mesmas como proteinas de metabolizacdo rdpida chamadas de
fast metabolizing proteins, muito adequadas para situacdes de estresses metabdlicos em que a
reposi¢do de proteinas no organismo se torna emergencial (Sgarbieri, 2004; Voltolini et al.,
2010; Brito et al., 2016).

O leite e seus derivados, principalmente queijos e iogurtes, sdo um dos cinco grupos alimentares
incluidos na Pirdmide Alimentar elaborada pelas autoridades sanitdrias dos Estados Unidos.
Nessa Pirdmide preconiza-se a ingestdo de duas ou trés por¢des de um de seus constituintes por
dia. Essa mesma sugestdo foi incorporada pela Coordenacdo Geral da Politica de Alimentacdo e
Nutri¢do (CGPAN) do Ministério da Satide que, da mesma forma, recomenda a ingestio de trés
porcdes de produtos lacteos por dia (Brasil, 2006a). O leite € considerado um alimento nobre
por apresentar elevada concentracdo de cdlcio, nutriente essencial para a formagdo e
manutencdo dos 0ssos, e que contém boa quantidade de fésforo e manganés, indispensédveis ao
aproveitamento das gorduras e ao funcionamento do cérebro. As proteinas sdo nutricionalmente
completas, propiciando a formagao e manutengdo dos tecidos. O leite contém ainda vitamina A,
B1, B2 e minerais (Voltolini et al., 2010; Wattiaux, 2014; Brito et al., 2016).



Do ponto de vista de satide publica, o leite ocupa lugar de destaque na nutri¢do humana, pois se
constitui em um alimento essencial para todas as idades, principalmente recém-nascidos, o
mesmo se aplicando para todos os derivados lacteos (Oliveira et al., 1999). No entanto, a sua
composi¢do quimica pode ser alterada por uma série de fatores, tais como raga, idade e
alimentacio do animal, estdgio de lactacdo, variacdes climdticas, ou ainda infec¢des do tbere da
vaca (Nascimento et al., 2001).

3.1.2 Mercado do Leite

Segundo Carvalho (2010), a industria de alimentos sempre desempenhou um importante papel
na economia brasileira representando uma das mais tradicionais estruturas produtivas existentes
no Pais. Com um faturamento de R$ 291,6 bilhdes em 2009, essa inddstria contribuiu com
quase 10% do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil (Tabela 1).

Apesar de a maior parte do PIB da industria de alimentos ser resultado do mercado doméstico, o
setor externo vem tendo participacdo crescente na receita das empresas. Isso pode ser observado
no desempenho da balanga comercial de alimentos, que, apGs registrar um saldo de R$ 20,9
bilhdes em 2001, atingiu R$ 101,6 bilhdes em 2014. Com isso, as exportacdes da inddstria de
alimentos representam cerca de 20% das exportagdes totais brasileiras (Carvalho, 2010; ABIA,
2014).

Tabela 1. Desempenho da inddstria alimenticia no Brasil nos quadriénios de

2005 a 2014
IO 2001 2005 2009 2014
RS$ bilhoes
Faturamento 117,9 195,7 291,8 596,5
Participacdo no PIB 9.1 % 9.1 % 9.3 % 9.5 %
Importacoes 2,9 3,6 6,3 15,9
Exportacoes 23,8 48,9 61,6 96,5
Saldo Comercial 20,9 453 55,3 101,6

Fonte: Carvalho (2010), ABIA (2014)

Leite e produtos lacteos sdo importantes commodities agricolas, tanto pelo volume de producio
quanto pelo seu alto valor nutritivo (Blasco et al., 2009). Dentre os diversos setores da industria
alimenticia, o setor de laticinios destaca-se entre os quatro principais (Tabela 2). A lideranca,
neste caso, fica com o setor de derivados de carne. Estima-se que a participacdo dos laticinios
no faturamento total da industria de alimentos seja de aproximadamente 13% (ABIA, 2014).
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Tabela 2. Ranking dos principais setores da industria de alimentos no Brasil por quadriénio

Produto 2001 2005 2009 2014
Derivados de carne 1° 1° 1° 1°
Beneficiamento de café, cha e cereais 3° 2° 2° 3°
Acicares 6° 5° 3° 5°
Lacticinios 2° 4° 4° 2°
Oleos e gorduras 4° 3° 5° 4°
Derivados do trigo 5° 6° 6° 6°

Fonte: ABIA (2014)

Além de possuir elevado valor nutritivo, o leite estd entre os produtos mais importantes na
agropecudria brasileira por sua participacdo na geracdo de renda e empregos, principalmente no
meio rural. A FAO, juntamente com o organismo de saude dos Estados Unidos ¢ o0 MAPA
projetaram para 2024, um aumento no consumo de lacteos superior a 23% em relacdo a
demanda de 2014 (Figura 1). No mesmo estudo tem-se a projecdo do aumento da producio de
lacteos no Brasil de cerca de 28% em relagdo a 2014, com significativa elevacdo no volume de
exportacdes destes produtos, superior a 84%.

Figura 1. Projecdes do aumento do consumo mundial de lacteos industrializados (leite em p6, queijo e manteiga)
para 2024
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Fonte: Brasil (2016)

No ranking dos paises produtores de leite, o Brasil € o terceiro maior produtor do mundo com
uma producgdo de 37,4 milhdes de toneladas em 2014. Ficando atrds dos Estados Unidos (93,5
milhdes de toneladas) e da India (60,5 milhdes de toneladas), ultrapassando a China que teve
uma produgido de 37,3 milhdes de toneladas naquele ano (CONAB, 2016).

Segundo Silva et al. (2012), os dois dltimos censos agropecudrios realizados no Brasil no

periodo entre 1996 e 2006, revelaram um significativo aumento nos processos de produgdo
pecudria, destacando-se as exportacdes de carne bovina (de 46.656 t — ou 1,2% da produgao —
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para mais de um milhao de toneladas — ou 17,8 % da producdo) e o aumento da demanda interna
de leite. Paralelamente, ocorreu o aumento da producdo e no aporte de investimentos em
tecnologia para a producdo de leite e derivados, que entre 1996 e 2014 cresceu de
aproximadamente 18 bilhdes para mais de 32 bilhdes de litros/ano (EMBRAPA, 2016).

A producdo de leite bovino no Brasil cresceu a uma taxa relativamente constante desde 1996 até
2005. A partir deste ano, observou um expressivo aumento na taxa de crescimento da produgdo
embora a taxa de crescimento do rebanho leiteiro tenha permanecido constante (Figura 2).
Possivelmente este significativo aumento seja decorrente dos investimentos em tecnologia e
melhoramento do rebanho.

Figura 2. Produc¢do anual de leite e rebanho leiteiro do Brasil em niimeros, no periodo de 1996 a 2013.
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Fonte: EMBRAPA (2016)

De acordo com projecdes do MAPA para o agronegécio, a producdo de leite deverd crescer a
uma taxa anual entre 2,4% e 3,3%. Isto equivale a um aumento na produgdo de 37,2 bilhdes de
litros em 2015 para, segundo projecdes, uma producio da ordem de 47,5 e 52,7 bilhdes de litros
em 2025 (Brasil, 2015).

Paralelamente, estima-se que aumento do consumo deverd acompanhar o aumento na produgdo.
As projecdes sugerem que o consumo interno de leite crescerd para cerca de 2,4% ao ano
durante o periodo (Brasil, 2015).

Ha décadas, a maior parte do leite produzido no pais é oriunda da Regido Sudeste. Entretanto, a
regido, que era responsavel por 40% da producdo nacional, em 2003, vem perdendo participagdo
relativa e, em 2013, passou a responder por, 35% do leite brasileiro. As regides Nordeste,
Centro-Oeste ¢ Norte mantiveram suas contribui¢des estdveis, em torno de 11, 15 e 5% da
producdo, respectivamente. A regido Sul apresentou aumento significativo de sua participagdo
na producgio total de leite do Brasil, saltando de 25,9% para 34,3 % da produgao de leite no pafs,
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no mesmo periodo (EMBRAPA, 2016). A Figura 3 mostra a variagdo da producio de leite no
Brasil por regido no periodo.

Figura 3. Curva de crescimento da producéo anual de leite no Brasil, em milhdes de litros, por regides entre 2003 e
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Fonte: EMBRAPA (2016)

Neste contexto, o estado de Minas Gerais se destaca como o maior produtor nacional de leite,
com 9,3 bilhdes de litros/ano (Tabela 3), com uma produ¢do maior que o dobro do Rio Grande
do Sul. Sozinho, Minas Gerais responde por quase um terc¢o de toda a producio nacional.

Tabela 3. Produ¢do anual de leite dos principais estados brasileiros produtores no ano

de 2013
Estado Produgi:l(; ?;::::)(bilhfies % da producao nacional
Minas Gerais 9.3 272
Rio Grande do Sul 4,5 13,2
Parana 4,3 12,7
Goias 3,7 11,0
Santa Catarina 2,9 8,5

Fonte: EMBRAPA, (2016)
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O Agronegdécio mineiro gerou, em 2015, um PIB de 164,9 bilhdes de reais para a economia do
estado, representando 13,1 % do PIB do agronegécio brasileiro. Deste montante, o setor 1icteo
contribuiu com 18,3 bilhdes de reais, o que equivale a 11,1 % de toda a riqueza produzida em
Minas Gerais em 2015 (CEPEA, 2016).

No agronegdcio, a participacdo do setor lacteo € ainda mais significativa, representando 20,7%
do PIB do setor para o mesmo ano (CEPEA, 2016). Destaca-se a recuperacio das exportacdes
de lacteos que, embora tenham sofrido um decréscimo nos valores comercializados a partir de
2008, periodo que coincide com o pico da crise econdmica mundial, o setor mostrou sinais de
recuperacdo a partir de 2012 e vem crescendo desde entdo, com um aumento nos valores
comercializados de 909,7% em relacdo a 2013 conforme mostra a Figura 4.

Figura 4. Valores das exportacdes do setor ldcteo em Minas Gerais entre 2005 e 2014 em milhdes de délares
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Fonte: SEAPA (2015)

Diante do exposto, € inquestiondvel a aptidao da atividade leiteira no estado de Minas Gerais.
Todavia, embora seja 0 maior produtor nacional e possua o maior rebanho leiteiro, em relacio a
produtividade, Minas Gerais ocupa apenas o terceiro lugar, ficando ligeiramente acima da média
nacional (Tabela 4).
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Tabela 4. Nimero de vacas ordenhadas e produtividade média por vaca nos cinco estados maiores produtores
de leite do Brasil em 2013

Estado N° de vacas ordenhadas Produtividade
(milhoes de animais) (L de leite/vaca/ano)
Minas Gerais 5850737 1591,1
Rio Grande do Sul 1554909 2899,5
Parana 1715686 2534,0
Goias 2723594 1386,7
Santa Catarina 1132664 2576,5
Brasil 22954537 1492,3

"Fonte: EMBRAPA (2016)

Tanto no Brasil quanto em Minas Gerais, a producio leiteira apresenta grande heterogeneidade
entre os produtores. Dentro de uma mesma microrregido, encontra-se desde grandes produtores,
com elevado grau de tecnificacdo e alta produtividade até pequenos produtores que ainda
realizam a ordenha manual (Carvalho e Oliveira, 2006). Mesmo sendo um estado com largo
histérico de producdo leiteira e a atividade tenha grande importincia para a composi¢do da
renda familiar e para a propria economia e cultura regional, predomina o modelo tradicional de
producdo, baseado em pequenos produtores familiares. Tipicamente, estes produtores possuem
pequenas propriedades familiares e, frequentemente dividem esta atividade com a agricultura
para complementacdo da renda. Assim, a 4rea de pastagem é reduzida e os cuidados com a
qualidade do pasto sdo deficitarios. Desse modo, o rebanho se estrutura em um nimero reduzido
de animais, em geral menor que 30, composto basicamente de vacas mesti¢as para a producio
de leite e de bezerros que sdo vendidos, & desmama, para os pecuaristas de corte. A EMATER
no sitio do programa Minas Leite d4 a seguinte descricdo para a atividade em Minas Gerais:
“Trata-se de uma atividade pouco tecnificada apresentando rebanhos com baixo potencial
genético, dreas de pastagens com graus varidveis de degradacgdo, deficiéncia na alimentacdo
suplementar do rebanho no periodo da seca, manejo sanitdrio e reprodutivo deficiente, auséncia
de praticas voltadas a obtencao higiénica do leite, agravados pela baixissima visdo e adogdo de
instrumentos de gestdo da atividade, resultando, de forma geral, em baixo desempenho
zootécnico € econdmico da atividade, colocando em risco a sustentabilidade da atividade, da
propriedade e da prépria familia” (EMATER-MG, 2016).

Entdo, fica claro que, o aumento na produtividade passa necessariamente por dois pilares: o
melhoramento genético do rebanho e a capacitacio técnico-gerencial dos produtores. Embora
existam programas de melhoramento como aqueles oferecidos pela EMBRAPA Gado de Leite e
o Pr6-Genética desenvolvido pela Secretaria Estadual de Agricultura Pecudria e Abastecimento
(SEAPA). Muitos produtores, sendo a maioria, ndo tem acesso a estes. Apenas aumentar a
produtividade nio garante a renda do produtor, diante de uma legislacao sanitdria rigida e de um
consumidor cada dia mais exigente, o fator qualidade e sanidade do produto in natura ou
transformado em derivados lacteos tornou-se fundamental para dar competitividade ao produto.

A répida expansdo do segmento de produtos de origem animal nos tltimos anos e o grande
aumento da produgdo agricola em geral, colocou sob pressdo os sistemas oficiais de saide e
inspecdo sanitdria no Brasil que, por vdrias razdes, ndo t€ém conseguido acompanhar o ritmo
imposto pela evolucdo dos negdcios, inclusive os de exportagcdo. Adicionalmente, a ampliagio
do comércio internacional e do fluxo de pessoas provenientes das mais diversas partes do
planeta, como resultado da globalizacdo, traz a ameaca constante de entrada de novas pragas e
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doencas no Pais. Portanto, quanto mais aberto é o mercado, mais vulneravel ele fica e maior € a
responsabilidade do seu sistema de defesa agropecudria (Silva, 2011).

3.1.3 Seguranca alimentar e agrotéxicos

O conceito de Higiene e Seguranca Alimentar surgiu a partir da 2* Grande Guerra Mundial com
mais da metade da Europa devastada e sem condi¢des de produzir o seu préoprio alimento. Esse
conceito leva em conta trés aspectos principais: quantidade, qualidade e regularidade no acesso
aos alimentos. No que diz respeito a qualidade dos alimentos consumidos, a populac@o ndo pode
estar submetida a qualquer tipo de risco por contaminagdo (residuos de agrotéxicos, drogas
veterindrias, elementos inorginicos dentre outros), problemas de deterioracdo ou outros
decorrentes de prazos de validade vencidos. O tema estd intimamente relacionado com a satide
dos seres humanos, sua sobrevivéncia e desenvolvimento (Brasil, 2006).

Os agrotoxicos merecem especial atencdo sob o ponto de vista da “Seguranga Alimentar”,
devido a sua toxicidade e a grande diversidade de compostos quimicamente diferentes. A ampla
utilizacdo destes produtos, o desconhecimento dos riscos associados a sua utilizagdo, o
consequente desrespeito as normas bdsicas de seguranca, a livre comercializa¢do, a grande
pressdo comercial por parte das empresas distribuidoras e produtoras e os problemas sociais
encontrados no meio rural constituem importantes causas que levam ao agravamento dos
quadros de contaminag¢do humana, animal e ambiental observados no Brasil (Miranda et al.,
2007).

Os alimentos sdo considerados a principal fonte de exposicdo dos seres humanos aos
agrotoxicos (Picé et al., 2007). Um estudo realizado por Margni et al. (2002) acerca do impacto
do uso de agrotéxicos na saide humana e nos ecossistemas confirma este dado, pois conclui que
a ingestdo de alimentos é uma fonte toxicoldgica de exposi¢do, cerca de 103 a 105 vezes maior
que a ingestdo de dgua ou por inalacio.

A presenca de residuos de agrotéxicos em alimentos é uma questao importante que causa grande
preocupacdo aos governos dos diferentes paises e a diversas organizacdes internacionais. A
Organiza¢cdo Mundial de Saide (OMS) coloca a seguranca alimentar no topo da agenda global
de higiene publico. Nesta, residuos de agrotéxicos e drogas veterindrias nos alimentos
representam riscos potenciais para a Seguranca Alimentar (Pang et al., 2006).

Para efeitos de garantir a inoquidade dos alimentos, a Comissao do Codex Alimentarius (CAC),
vinculada a FAO/OMS estabelece limites maximos de residuos (LMR) para 170 agrotdxicos e
medicamentos veterindrios em mais de 300 variedades de produtos agricolas e alimentos.
Estados Unidos, Canad4, Alemanha e outros paises da Unido Europeia (UE), bem como
organizagdes internacionais regionais promulgaram seus préprios LMRs para residuos de
agrotoxicos para varios tipos de produtos agricolas e alimentos com base nas caracteristicas
internas de cada pais ou regido (EC, 2008; EC, 2011; Codex Alimentarius, 2015).

Como maior produtor nacional de leite, Minas Gerais deve manter constante preocupagdo com a

manutencdo e valorizacdo de seu patrimdnio agropecudrio, por meio da garantia e da
credibilidade na seguranca sanitdria, na qualidade e prote¢do do ambiente e dos processos
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produtivos, a fim de manter e ampliar a competitividade, a qualidade e a inocuidade dos
produtos agropecudrios produzidos no estado.

Diante dessas consideracdes, fica evidente que deve ser fortalecido o sistema de defesa
agropecudria sob-risco de colocar Minas Gerais e, em uma escala maior, o Brasil em situagao de
vulnerabilidade, sujeito a san¢des nio tarifdrias as exportacdes de produtos agropecudrios e aos
seus efeitos econdmicos e sociais, tais como reducdo de reservas cambiais, desemprego,
diminuicdo da renda no campo e migracdo do campo para a periferia dos grandes centros
urbanos, com 6bvios impactos negativos para o desenvolvimento do pafs. Na esfera nacional, é
esta mesma defesa agropecudria que tem que zelar e garantir uma boa qualidade e inocuidade
dos alimentos a serem consumidos pela populacdo brasileira (Silva, 2011).

Portanto, a deteccdo precoce das fontes de contaminacgdo, a partir do mapeamento de riscos e
das anélises laboratoriais proporciona a reducao de prejuizos advindos do embargo aos produtos
nacionais em mercados exigentes como Unido Européia e Estados Unidos, além da protecao da
saide da populagdo, o que resulta no aumento da competitividade do agronegécio brasileiro no
mercado internacional uma vez que a disponibilidade de métodos analiticos para monitoramento
dos produtos resulta em garantia de qualidade dos mesmos (Santos, 2009).

A avaliacdo da seguranca alimentar é um exercicio cientifico desenvolvido por pesquisadores e
consiste em identificacdo e caracteriza¢do do perigo, avaliacdo da exposi¢ao e caracterizagao do
risco. Um pré-requisito importante para a realizacdo de avaliacdo de risco adequada é a presenca
de dados gerados por fontes confidveis e métodos analiticos adequados para estimar o nivel de
exposicao e consumo de contaminantes e residuos pelo consumidor.

No entanto, consideragdes de custo e tempo dos gestores da seguranga alimentar (em
institui¢des reguladoras e industria) devem favorecer o desenvolvimento e implementagdo de
métodos rapidos e baratos. A produgdo global de alimentos e as mudangas climaticas mostram
que novos riscos alimentares inesperados para a seguranca dos consumidores podem aparecer na
cadeia alimentar humana e animal, salientando a necessidade de ferramentas analiticas capazes
de alertar para esses riscos emergentes.

3.2 Agrotéxicos - Utilizacao e Mercado

A histéria da utilizacdo dos agrotéxicos comecou hé vérios séculos com relatos do emprego de
produtos quimicos para controle de algumas pestes principalmente insetos. O termo agrotéxico
¢, contudo, muito mais amplo, aplicando-se a substincias quimicas que apresentam agao
fisiolégica sobre organismos vivos e normalmente sido utilizados para impedir a ag¢do ou
destruir, direta ou indiretamente, formas de vida animal ou vegetal prejudiciais, como ervas
daninhas, roedores, fungos, dcaros e insetos (Melo et al., 2002).

No Brasil, os agrotoxicos foram primeiramente utilizados em programas de satdde ptblica, no
combate a vetores e controle de parasitas, passando a ser utilizados mais intensivamente na
agricultura a partir da década de 1960, quando o Brasil adotou um modelo de produ¢do agricola
baseado na incorporacdo de alta tecnologia com utilizagcdo de insumos mecanicos e quimicos
(agrotoxicos e fertilizantes). Em 1975, o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND),
responsdvel pela abertura do Brasil ao comércio de agrotdxicos, condicionou o agricultor a
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comprar estes produtos com recursos do crédito rural, ao instituir a inclusdo de uma cota
definida de agrotoxico para cada financiamento requerido (Trapé, 1995).

Essa obrigatoriedade, somada a propaganda dos fabricantes, determinou um enorme incremento
e disseminag@o da utilizacdo dos agrotéxicos no Brasil, que € atualmente um dos maiores
consumidores mundiais (EMBRAPA 2015), resultando em indmeros problemas, tanto de saide

humana como animal, além do meio ambiente.

Atualmente existem mais de 800 compostos, pertencentes a cerca de 100 classes quimicas
diferentes, registrados como ingredientes ativos de produtos comercializados como agrotxicos
em todo o mundo. Se forem incluidos os metabdlitos destes compostos, o nimero supera 1500
substancias. A aplicacdo de agrotéxicos aumentou em 50% no mundo, desde 1950. Estima-se
que a produgio industrial de agrotéxicos é de 2,5 x 10° kg ao ano (Cajka et al., 2008; Kovalczuk
et al., 2008). Muitos desses produtos ndo possuem antidotos e sdo proibidos em seus paises de
origem (Rice et al., 2007; Khalili-Zanjani et al., 2008).

As préticas agricolas modernas dependem, extensivamente, da aplicacdo de agrotéxicos durante
o cultivo e apds a coleta, na etapa de estocagem dos produtos agricolas. O uso de agrotéxicos é
essencial para prevenir ou reduzir perdas na agricultura, melhorando, assim, a producao, e para
que sejam obtidos produtos isentos de pragas como lesmas e insetos, livres de contaminagdes
por fungos ou que apresentem doencas causadas por estes organiamos (Kmellar et al., 2008a).
Sdo ainda largamente empregados na pecudria para o controle de parasitas que provocam danos
a satide dos animais ou desconforto a estes, diminuindo a produg@o e, por conseguinte, causando
prejuizos aos produtores (Silva et al., 2012).

De acordo com dados da EMBRAPA (2015), anualmente s3o usados no mundo
aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de agrotdxicos. O consumo anual de agrotéxicos no
Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas de produtos comerciais. Expresso em quantidade de
ingrediente-ativo, sdo utilizadas anualmente cerca de 130 mil toneladas de agrotéxicos no pais;
representando um aumento na utilizacdo de agrotéxicos de 700% nos udltimos quarenta anos,
enquanto a drea agricola aumentou 78% nesse periodo.

A utilizac¢do desses produtos difere nas vérias regides do pais, nas quais se misturam atividades
agricolas intensivas e tradicionais, e nestas udltimas ndo incorporaram o uso intensivo de
produtos quimicos. Os agrotoxicos tém sido mais usados nas regides Sudeste (cerca de 38%),
Sul (31%) e Centro-Oeste (23%). Na regido Norte o consumo de agrotéxicos &,
comparativamente, muito pequeno (pouco mais de 1%), enquanto na regido Nordeste
(aproximadamente 6%) uma grande quantidade concentra-se, principalmente, nas &dreas de
agricultura irrigada. O consumo de agrotéxicos na regido Centro-Oeste aumentou nas décadas
de 1970 e 1980 devido a ocupagdo dos Cerrados e continua crescendo pelo aumento da area
plantada de soja e algodao naquela regido. Os estados que mais se destacam quanto a utilizacio
de agrotéxicos sao: Sao Paulo (25%), Parand (16%), Minas Gerais (12%), Rio Grande do Sul
(12%), Mato Grosso (9%), Goias (8%) e Mato Grosso do Sul (5%) (EMBRAPA, 2015).

De acordo com o0 MAPA (Brasil, 2014b), existem atualmente cerca de 6.600 produtos de uso
veterindrio autorizados para comercializacido no Brasil, com destaque para os antimicrobianos e
os produtos para combate de ectoparasitas (em particular os carrapaticidas). Com relagao aos
carrapaticidas e outros produtos de controle de ectoparasitas, uma importante questdo se coloca
como tema de grande relevincia para a Saide Coletiva no pais: esses produtos sdo formulados a
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base de principios ativos considerados agrotdxicos (ou pesticidas, tal qual registrado no conceito
de produtos de uso veterindrio descrito pela legislacdo), agentes quimicos reconhecidamente
prejudiciais para a satide humana, animal e o ambiente (Silva et al., 2012).

3.2.1 Toxicidade dos Agrotoxicos

Agrotdxicos sdo muitas vezes aplicados topicamente ou administrados por via oral em animais
com o objetivo de controlar infestagdes por insetos nocivos e parasitas ou, utilizados em seu
ambiente para controlar uma variedade de pragas. No ambiente rural, as caracteristicas do
sistema de produgdo de alimentos, de origem animal ou vegetal, em larga escala, acaba por
resultar na exposi¢ao de animais domésticos a grande variedade de produtos quimicos agricolas
atualmente em uso. Esta exposicdo a agrotéxicos pode ser minima ou pode ser suficientemente
elevada para produzir sinais clinicos e resultar em intoxicagdes agudas, ou mesmo, deixar
residuos que afetam a seguranca dos consumidores pela contaminag¢do da cadeia alimentar
(Poppenga e Oehme, 2010).

Um grande niimero de novas substincias quimicas tem sido desenvolvido para utilizagdo como
agrotoxicos em substitui¢ao as moléculas de uso corrente na agricultura e pecudria. Agrot6xicos
mais modernos t€m sido especificamente concebidos para produzir a morte rapida das pragas
alvo e aumentar a seguranca relativa para os animais e pessoas. A proposta destes novos
agrotoxicos € apresentar menor toxicidade a organismos nao alvo, menor persisténcia no
ambiente e significativa reducdo da presenca de residuos de agrotéxicos em alimentos. A
eficcia e seguranca destes compostos sdo resultado da exploracdo de caracteristicas fisioldgicas
especificas de mamiferos e pragas, tais como insetos, parasitas intestinais e carrapatos. Pode-se
citar o caso dos inseticidas organofosforados e carbamatos que, em fungdo da legislacio
moderna tém apresentado significativa redug¢do na utilizacdio em medicina veterindria. Em
substituicdo a estes compostos, inseticidas menos téxicos, tais como piretrinas e piretrdides, os
neonicotindides e os reguladores de crescimento de insetos, tém sido desenvolvidos (Krieger,
2010). Isso tem levado a reducdo do nimero de casos de intoxicagdes agudas de animais
domésticos, de producdo e humanos, embora ainda ocorram casos de intoxicacdo deste tipo
(Hodgson, 2004; Poppenga e Oehme, 2010).

A OMS classifica os agrotdxicos em classes de acordo com o grau de toxicidade da substancia
(Tabela 5).
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Tabela 5. Classificagdo dos agrotéxicos quanto ao grau de toxicidade de acordo com a
sua DLs; segundo a Organizagdo Mundial de Sadde

DL, para ratos

Classe (mg.kg" de massa corporal)
Via oral Via dérmica
Ia Extremamente toxico <5 <50
Ib Altamente toxico 5-50 50 -200
11 Moderadamente téxico 50 - 200- 200 - 2000
III Levemente toxico > 2000 > 2000

U Pouco provével que apresente
toxicidade aguda
Fonte: WHO (2009b)

5000 ou superior

Os agrotoxicos sdo ainda subdivididos em classes, de acordo com a estrutura quimica ou a
presenca de um grupo funcional caracteristico. Segundo o sitio CRL - Data Pool (EURL, 2014),
mantido pelos laboratérios de referéncia da Comunidade Européia, existem 142 classes
quimicamente diferentes de agrotdxicos, incluindo metabolitos. No Brasil, o Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento — MAPA, é o orgido responsdvel pelo registro e
credenciamento de agrotéxicos no pais. No entanto, cabe a Agé€ncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria — ANVISA, estabelecer os limites maximos de residuos permitidos para as diferentes
culturas. A ANVISA relata, no Guia para Controle da Qualidade para a Andlise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos para os Laboratérios Integrantes do PARA (Brasil, 2007), 25 classes
distintas de agrotéxicos em uso no Brasil (Tabela 6).

Outra forma de classificagdo agrupa os agrotéxicos pelo tipo de acdo destes compostos. Esta
classificacdo divide os agrotéxicos em inseticidas, herbicidas, fungicidas e rodenticidas
(Ecobichon, 1991; Cope et al., 2004; Heinzow. e Andersen, 2006; Poppenga e Oehme, 2010).
Neste trabalho serdo estudados compostos pertencentes as trés primeiras classes.

Tabela 6. Principais classes de agrotdxicos em uso no Brasil em fun¢do de sua natureza quimica

segundo a ANVISA
Grupo Classe Grupo Classe

1 Ftalamidas 14 Uréia\ uracilas

2 Grupos. n1tr~lla/01an0 ligados pds- 15 Heterociclicos nitrogenados
dupla ligacdo

3 Halogenados arométicos 16 Metoxi-acetamidas
(organoclorados)

4 Conazdis e metabdlitos 17 Imidazolinonas

5 Clorados (ciclo/ciclodienos - 18 Fenéxi 4cido
organoclorados)

6 Carbamaldeidos 19 Oxihidrocarbonos

7 Dinitroanilinas 20 Estrobilurinas
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Grupo Classe Grupo Classe

8 Piretréides e metabdlitos 21 Neonicotinis

9 Triazinas 22 Diacilidrazinas

10 Fenil pirr6is 23 Acidos etanosulfonico, oxanilico e
metab.

11 Organofosforados e metabélitos 24 Sulfonil uréias

12 Carbamatos e metabdlitos 25 Acido tetrénico

13 Tiocarbamatos

Fonte: Brasil (2007)

3.3 Residuos de agrotoxicos em leite e seguranca alimentar

No Brasil, o governo federal, por meio da Lei n° 11.346, de 15 de setembro de 2006, criou o
Sistema Nacional de Seguranca Alimentar e Nutricional — SISAN. Este tem como um de seus
objetivos primordiais, garantir a qualidade dos alimentos oferecidos a populagao. Para tanto o
SISAN constitui-se em uma entidade multi-setorial integrado por um conjunto de 6rgdos e
entidades da Unido, dos Estados, do Distrito Federal e dos Municipios e pelas institui¢cdes
privadas (Brasil, 2006).

A forte expansdo das exportagdes do agronegécio na tltima década tem sido um dos aspectos
mais destacados da agropecudria brasileira. A partir dos anos 1990, com a expansdo da
globalizagao e abertura de novos mercados, ocorreu um rapido incremento do fluxo comercial e
aumento do consumo. O consumidor tornou-se mais exigente e seletivo e os mercados, dado o
aumento da oferta mundial, entraram em periodo de grande concorréncia. Com a formacio dos
grandes blocos econémicos (Unido Europeia, NAFTA, MERCOSUL e outros), o maior desafio
das autoridades do Brasil na drea tem sido o de adaptar o sistema de defesa agropecudria ao
ambiente comercial do mercado globalizado, ao qual estd inserido. Todos os paises que se
destacam no comércio internacional de produtos do agronegécio dispdem de tecnologias
avangadas e de um eficiente sistema de defesa agropecudria. Esses sistemas destinam-se a
proteger o seu mercado consumidor, sem perda de qualidade ou produtividade, garantindo a
conformidade e a inocuidade dos alimentos, evitando assim, riscos a saide ptblica e ao meio
ambiente.

Neste contexto, a seguranga alimentar € um tema estratégico envolvendo nio sé o aspecto de
sadde publica no mercado interno onde tem levado os consumidores a alterarem seus habitos de
consumo (Landgraf et al., 2010), mas também, e cada vez mais, o aspecto de competitividade do
Pais no mercado externo.

A integracdo comercial em escala global estd sendo acompanhada de uma progressiva reducio
das barreiras tarifarias. Por outro lado, também ocorre uma elevacao das barreiras nao-tarifarias,
particularmente barreiras técnicas ao comércio. As economias mais fortes tendem a tornarem-se
cada vez mais restritivas e, apesar do acordo da Organizacdo Mundial do Comércio (OMC),
tendem a utilizar esses mecanismos como forma de proteger seus mercados. As nacdes parceiras
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comerciais do Brasil vém se tornando cada vez mais restritivas em relacdo a presenca de
residuos destas substincias nos alimentos. Assim, é indispensdvel ao Brasil, para garantir a
qualidade dos alimentos produzidos no pais e a seguridade dos consumidores internos e
externos, desenvolver programas eficientes de vigildncia quanto a presenca de residuos de
agrotoxicos em alimentos.

Atualmente, a utilizacdo de agrotéxicos em alguma etapa da produgcdo animal € fato
indiscutivel. Entretanto, o uso inadequado dessas substancias, seja pela inobservancia aos
prazos de caréncia apds a aplicacdo, as dosagens corretas e a via de administragdo recomendada,
ou ainda pela terapia indiscriminada e uso de substincias proibidas, pode deixar residuos de
agrotoxicos em produtos alimenticios de origem animal (Nero et al., 2007). Outra fonte de
contaminacdo, a aplica¢do inadequada de agrotéxicos nas lavouras leva a contaminacido de
produtos agricolas utilizados na elaboracdo de ragdes e forragens oferecidas aos animais além

de deixar residuos nos cursos d’dgua e pastagens (Rothwell et al. 2001).

Agrotoxicos com alta solubilidade em lipidios tendem a se concentrar no leite e em tecidos com
maior teor de gordura, tais como tecido adiposo, cérebro, figado e rim. A ocorréncia de residuos
de agrotéxicos em leite de ruminantes € motivo de preocupacio para as autoridades de satde
publica, uma vez que leite e produtos licteos sdo amplamente consumidos por criangas,
adolescentes e adultos em todo o mundo. Em vista disso, muitos paises tém legislacdo que
limita o nivel de residuos de agrotéxicos neste alimento e seus derivados (Prassad e Chhabra,
2001).

Diversos trabalhos relatam a pesquisa de residuos de agrotoxicos em leite. Pagliuca et al. (2006)
avaliaram amostras de leite oriundas de quatro laticinios italianos quanto a presenca de
organofosforados. Das 135 amostras analisadas, 37 foram positivas em tracos e dez mostraram
uma contaminacdo por organofosforados variando entre 5-18 mg.L"'. Todavia, em todas as
amostras positivas, a contaminacao por organofosforados foi inferior ao LMR estabelecido pela
Comissdo Europeia.

Nero et al. (2004) pesquisaram a presenca de residuos de agrotoxicos organofosforados e
carbamatos em leite in natura oriundo de 210 propriedades rurais em quatro regides leiteiras do
Brasil (Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul). Agrotéxicos foram observados
em 74,4% das amostras empregando a técnica de cromatografia em camada delgada. Em outro
estudo, Nero e colaboradores (2007) analisaram 209 amostras de leite in natura nas mesmas
quatro regides produtoras, empregando a mesma técnica. Os resultados obtidos mostraram que
93,8% das amostras apresentavam residuos de organofosforados e/ou carbamatos. Segundo os
autores, embora a concentragdo dos residuos nas amostras niao tenha sido determinada, a
sensibilidade da técnica sugere niveis elevados (Nero et al., 2007).

Na India, Sharma et al. (2007) coletaram 147 amostras de leite em 14 distritos de Haryana, e as
analisaram quanto a presenca de residuos de organoclorados. Das amostras analisadas, 8%
excederam o LMR de 0,10 mg.L"' para HCH recomendado pela OMS, e 24% das amostras
excederam o LMR de 0,05 mg.L"' para DDT, um agrotéxico da classe dos organoclorados que
teve seu uso banido em diverso paises, devido a sua conprovada carcinogéncidade e a sua
grande estabilidade, sendo portanto um contaminante persistente no ambiente e cumulativo na
cadeia alimentar.
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Na Espanha, Mezcua et al. (2007) investigaram a presenga de agrotéxicos em 25 amostras de
leite em pd, sendo detectados residuos de endossulfam I e II, fenitrotiona, clorpirifés etil e
bifentrina em niveis entre 0,03 a 5,03 mg.L'l. Os compostos encontrados nas amostras
pertencem a classe dos organoclorados, organofosforados e piretréides. As duas primeiras
classes apresentam potencial biocumulativo, especialmente os organoclorados, e elevada
toxicidade. Os resultados chamam a atengdo por se tratarem de amostras de alimentos infantis,
onde o publico alvo é particularmente suscetivel aos efeitos adversos dos contaminantes
encontrados.

Agrotdxicos organoclorados foram encontrados em amostras de leite em diversos paises. Na
Africa do Sul, Sereda et al. (2009) pesquisaram a presenca de residuos de agrotéxicos em dez
amostras de leite de vaca. Em praticamente todas foram encontrados residuos de DDT e, em seis
amostras foram detectados residuos de permetrina, um agrotéxico pertencente a classe dos
piretréides. Outro estudo realizado em Bengala, utilizando 210 amostras de leite coletadas em
supermercados de 17 bairros no distrito de Nadia, revelou a presenca de residuos de
organoclorados em 90% das amostras.

No no Egito, foram detectados residuos de organoclorados em 120 amostras de leite de vaca e
60 de bifala coletadas aleatoriamente em fazendas produtoras por todo o pais. Foram
encontrados residuos de lindano em cerca de 50% das amostras coletadas em concentragcdes
variando de 0,34 a 0,46 mg.kg"' valores bem acima do LMR internacionalmente adotado para
este composto, que é 0,01 mg.kg". No estudo foi também avaliado o efeito do porcessamento
do leite, pela pasteurizacdo, esterilizacdo térmica e producdo de derivados como iogurte,
manteiga e creme de leite. Os resultados revelaram que o tratamento/processamento do leite,
ndo tem impacto significativo sobre a concentrag¢do de residuos de agrotéxicos organoclorados
em relacdo a concentragdo encontrada no leite antes do tratamento/processamento (Abou Donia
et al., 2010).

Agrotoxicos organoclorados sdo potencialmente carcinogénicos e devido a propriedade de
bioacumulacio e biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar, constituiem um grave problema
a sadde da populacdo (Sereda et al. ,2009; Abou Donia et al., 2010 ; Singh et al., 2013; EURL-
EU, 2014).

Também na Espanha, Melgar et al. (2010) observaram a presenca de residuos de
organofosforados empregados diretamente no controle de ectoparasitas em bovinos ou, na racio
fornecida a esses animais, em 312 amostras assim distribuidas: 70 amostras de alimentos
infantis a base de leite e 242 de leite in natura. Somente foram detectados residuos de
organofosforados em 8,67 % das amostras de leite in natura principalmente diclorvés, parationa
metilica e coumafés. Todos os agrotéxicos encontrados no estudo apresentam elevada
toxicidade a sdo risocs potenciais 4 saide dos consumidores.

Tian (2010) desenvolveu e aplicou um método para pesquisa de 29 agrotéxicos em leite. O
método foi aplicado a 100 amostras de leite in natura nas quais foram detectados residuos de
agrotéxicos pertencentes a quatro classes diferentes: fipronil (fenilpirazol) encontrado em trés
amostras, diflufenican (carboximida) em duas amostras, hexaflumurom e teflubenzurom (ambos
benzoiluréias) encontrados em duas e cinco amostras respectivamente e piperofds
(organofosforado) encontrado em uma amostra. Estes agrotéxicos sdo neurotoxicos € o
piperofés € inibidor da colinesterase, portanto, oferecem riscos reais a satide humana.
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Na China, Liu et al. (2013) relataram a presenca de pirimicarbe, carbaril, fenubocarbe e
propoxur em amostras de leite coletas nos supermercados na provincia de Zhejiang. Carbamatos
sao inseticidas derivados do 4cido carbamico e seu mecanismo de acao ocorre pela inibi¢do da
colinesterase, afetando a transmissao do impulso nervoso. Estes agrotéxicos possuem elevada
toxicidade, por exemplo, o carbofurano possui DLs, de apenas 8 mg.kg"' o que desperta grande
preocupacdo das autoridades. Outro fato preocupante relatado pelos autores é que, embora as
concentracdes encontradas estejam abaixo dos LMRs, os resultados evidenciam que o
tratamento térmico aplicado ao leite no processo de envase ndo eliminou estas substancias do
produto.

No Brasil, Bastos et al. (2015) coletaram 201 amostras de leite fluido (UAT e pasteurizado) e,
107 amostras de leite em p6 oriundas de diversos estados para pesquisa de agrotoxicos, sendo
encontrados principalmente, residuos de acefato, clorpirifds, dissulfotona, etiona e fosmete.
Ressalta-se que neste estudo aproximadamente 50% das amostras apresentaram algum tipo de
residuo. Os autores também detectaram de residuos de organofosforados em amostras de leite
fluido, mesmo apds os processos de pasteurizacdo, esterilizacdo e secagem, isto demostra a
grande estabilidade quimica destes compostos.

3.4 Legislaciao e Limites Maximos de Residuos (LMRs)

Atualmente, os paises produtores estdo adequando as exigéncias das organizacdes internacionais
no que concerne a qualidade e a seguranca dos produtos agropecudrios. Orgdos governamentais
competentes t€m atualizado sua legislacdo e implementado seus mecanismos de controle
especifico, estabelecendo LMRs para residuos de agrotéxicos em leite e outros alimentos, até
transformando-os em barreiras ndo tarifarias. Em nivel mundial, o Codex Alimentarius,
organismo vinculado a FAO/WHO, estabelece os LMRs de agrotoxicos em leite (Codex
Alimentarius, 2015).

O governo brasileiro realiza o monitoramento de residuos de agrotéxicos em leite, no dmbito
dos produtores e laticinios, através do Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) desenvolvido pelo MAPA. Cabe a ANVISA, 6rgdo do Ministério da
Saude, a fiscalizagdo do produto final nos pontos de venda direta ao consumidor. O PNCRC
(Brasil, 2015) para produtos de origem animal estabelece os LMRs e os agrotdxicos a serem
monitorados em leite (Tabela 7).

A andlise da Tabela 7 demonstra que o nimero de agrotdéxicos para os quais hd LMR
estabelecido no Brasil, ¢ muito reduzido em face ao grande nimero de compostos distintos
disponiveis no mercado. Comparado com o programa de 2014, houve uma reducdo no nimero
de agrotoxicos pesquisados. Neste sentido o MAPA segue na contramido da comunidade
internacional que tem intensificado o controle de residuos de agrotéxicos em leite por
considerar este alimento de grande importancia no Ambito da satdde e da seguranga alimentar. A
Unido Européia desenvolve uns dos melhores, sendo o melhor, programa de monitoramento de
residuos de agrotéxicos em leite do mundo. Na Comunidade Européia, sdo legislados 393
LMRs para residuos de agrotéxicos em leite, nimero muito significativo se comparado aqueles
definidos pelo Codex Alimentarius e Brasil (EC, 2011).
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Tabela 7. Compilagdo dos limites maximos de residuos de agrotéxicos em leite estabelecidos pelos

PNCRCs de 2014 e 2015
Agrotoxicos pesquisados no PNCRC 2015
Grupo Agrotéxico LMR (mg.L™)

Antiparasitarios Abamectina 0,01

Piretréides Gama Cilatrina 0,025
Lambda Cialotrina 0,025
Permetrina 0,05
Deltametrina 0,030
Ciflutrina 0,04
Cipermetrina 0,1
Fenvarelato 0,04

Agrotéxicos pesquisados no PNCRC 2014 (Brasil, 2014 a) e removidos em 2015

Grupo Agrotéxico LMR (mg.L")

Organoclorados Aldrin 0,006
Alfa-HCH 0,004
Lindano 0,01
Dieldrin 0,006
Endrin 0,002
Heptacloro 0,004
DDT e metabdlitos 0,04
Clordano 0,002
Mirex 0,002
Metoxicloro 0,01

Carbamatos Carbaril 0,02
Carbofurano 0,10
Metomil 0,02
Propoxur 0,05
Aldicarbe 0,01
Oxamil 0,05
Metiocarbe 0,05

Organofosforados Clorpirifés etil 0,01
Clorpirifés metil 0,01
Diazinona 0,01
Metamidofés 0,01
Mevinfés 0,05
Acefato 0,02
Pirimif6s metil 0,05
Parationa 0,02
Primifos etil 0,02
Metidationa 0,02
Azinfés metil 0,05
Azinf6s etil 0,05

Fonte: Brasil (2015)

3.5 A Analise de residuos de agrotoxicos em leite

A andlise de residuos de agrotéxicos em leite desempenha um papel importante para a
estimativa da exposi¢do dos seres humanos e do meio ambiente a estas susbstancias, bem como
para verificar o comportamento dos produtores rurais quanto a conformidade com as Boas
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Préticas Agricolas (BPA), facilitando as decisdes regulatérias e comerciais, e ainda fortalecendo
a confianca do consumidor com relagdo a seguranga e inocuidade dos alimentos.

Nas andlises de residuos de agrotéxicos em leite, as concentracdes dos analitos sdo geralmente
muito baixas, frequentemente com concentragdes na ordem de grandeza de partes por bilhdo
(ppb) e a matriz muito complexa, devido a sua composi¢do quimica diversa, que inclui aguicares,
gordura, proteinas, sais minerais entre outros componentes. Assim, a andlise ndo poderia ser
executada com a confiabilidade desejada sem uma etapa prévia de cleanup da amostra.

Devido ao fato de que as determinagdes s@o normalmente efetuadas em baixos niveis de
concentracdo, as interferéncias sdo problemas frequentes que devem ser considerados. O
objetivo principal do preparo da amostra €, portanto, promover o fracionamento e o
enriquecimento da mesma, com todos os analitos de interesse, e os deixando o mais livre
possivel das interferéncias provenientes dos componentes da matriz, que certamente estardo no
extrato.

E importante lembrar que, qualquer perda de analito que venha a ocorrer nessa etapa nao pode
ser compensada por nenhuma das etapas subsequentes. Assim sendo, o cleanup da amostra é
uma etapa crucial dentro de todo o processo analitico.

As maiores limitacdes dos procedimentos analiticos mais comumente utilizados, que sdo a
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liguid-liquid extraction) e a sélido-liquido (SLE, do
inglés solid-liquid extraction), sdo a exigéncia de muito trabalho, demora, e o fato de serem
procedimentos onerosos em termos de materiais e volumes de solventes e muitas vezes nao
podem ser concluidos antes que os produtos sejam colocados no mercado (Cacho et al., 2003).
Para um método ser de aplicacdo vidvel, é necessdrio considerar os custos das andlises,
incluindo reagentes, equipamento, mao de obra e restricdes ambientais (Obana et al., 1999). Em
andlises de rotina, um processamento rapido de numerosas amostras é desejado. Para isto, é
necessario o desenvolvimento de métodos eficientes, rdpidos e ambientalmente corretos.

As anélises de residuos envolvem, fundamentalmente, duas etapas:

a) a extracdo dos analitos de interesse da matriz, que pode ou nao ser acompanhada por
uma etapa posterior de purificacdo, dependendo das caracteristicas da matriz e do tipo
de extracdo utilizada e

b) as determinagdes qualitativa e quantitativa, que frequentemente sao realizadas
empregando técnicas cromatograficas. Usualmente, cromatografia gasosa com
diferentes detectores e cromatografia liquida acoplada a detetores UV-Vis ou
fluorescéncia. Modernamente empregam-se técnicas cromatogrificas acopladas a
espectrometria de massas, GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS e LC-MS/MS.

3.5.1 Métodos de Extraciao
LeDoux (2011) realizou uma revisao sobre os métodos empregados na determinacao de residuos

de agrotéxicos em alimentos de origem animal nas duas dltimas décadas. Neste trabalho, o autor
observou que a LLE ainda é a metodologia preferida pela maioria dos autores para andlise de
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residuos de agrotéxicos em leite. Este procedimento consiste na agitacdo das amostras diversas
vezes em solventes organicos selecionados para a extragdo dos residuos de agrotéxicos da
matriz. Vdrios protocolos de LLE foram normalizados para aplicacdo a andlise de residuos de
organoclorados, organofosforados em leite e derivados.

Atualmente, os métodos multirresiduos mais comumente utilizados para as andlises de
agrotéxicos envolvem uma extragdo inicial com acetona, acetonitrila, ou acetato de etila, a partir
da qual os analitos de interesse sao transferidos para uma camada organica, deixando na fase
aquosa os co-extrativos indesejdveis e alguns agrotéxiocs altamente polares (Anastassiades et
al., 2003; Goulart et al., 2008; Mol et al., 2008).

A extracdo de residuos de agrotéxicos com fluido supercritico (super critic fluid extraction -
SFE) foi testada em carnes (LeDoux, 2011). SFE geralmente € um método de extracao eficiente,
aplicavel, principalmente, a amostras sélidas. Todavia, embora apresente inlimeras vantagens
(eficacia, seletividade, tempos de extragao reduzidos, baixos volumes de solventes), apresenta
diversos inconvenientes (otimizacao dificil, aparelhos de alto custo de manutencéo e altos niveis
de interferentes).

Extracdo em fase sélida (solid phase extraction - SPE) e dispersdo da matriz em fase sélida,
(matrix solid phase dispersion - MSPD) foram técnicas, recentemente, introduzidas como
métodos alternativos para o preparo de amostras destinadas a anélise de residuos de agrotoxicos.
Estes métodos miniaturizados t€m como caracteristica a reducdo no uso de solventes
(Anastassiades et al., 2003; Lehotay et al., 2005).

Outra técnica bastante difundida é a microextragao em fase sélida (solid phase micro-extraction
- SPME), que também consome um pequeno volume de solventes, onde a extragdo e
concentracdo dos analitos sdo realizadas em uma unica etapa. SPME tem sido aplicada com
bastante sucesso na determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos, dgua e solo. Outra
caracteristica desta técnica € o ganho de sensibilidade, uma vez que a fracdo extraida (na fibra)
pode ser introduzida quantitativamente dentro do cromatégrafo a gds utilizando desorcdo
térmica (LeDoux, 2011).

Hernandez et al. (2006) desenvolveram um método que emprega extragdo sortiva com barra
magnética (stir bar sorptive extraction - SBSE). O mecanismo desta extracdo é similar ao da
SPME. Porém, apresenta um fator de pré-concentracio em torno de 100 vezes maior,
dependendo da quantidade de adsorvente, polidimetilsiloxano (PDMS), utilizado. Esta nova
metodologia permite que baixos limites de deteccdo sejam atingidos, especialmente para
analitos hidrofébicos.

3.5.1.1 Métodos de clean-up

Interferentes da matriz podem ser co-extraidos e posteriormente co-eluidos com os componentes
analisados podendo, consequentemente, interferir com a identificacdo e quantificacdo do
analito. Além disso, compostos co-extraidos, principalmente lipidios, tendem a se fixar nos
sistemas de GC obstruindo o injetor ou interagindo fortemente com a coluna, resultando em
baixo desempenho do sistema cromatografico (Anastassiades et al., 2003; Hong et al., 2004;
Lehotay et al., 2005).
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O cleanup eficiente do extrato minimiza a presenca de interferentes melhorando a sensibilidade
e permitindo que resultados mais consistentes e reprodutiveis sejam alcancados. Vdrias
abordagens tém sido testadas para eliminar interferentes co-extraidos, como o congelamento,
centrifugacdo, particdo liquido-liquido, cromatografia de permeacdo em gel (gel permeation
chromatography - GPC), SPE e SPME (Schenck et al., 2008; Stajnbaher, 2008; LeDoux, 2011).

3.5.1.2 Método de Luke

Luke et al. (1975) desenvolveram o chamado e bem conhecido “Método de Luke”, cuja versao
original estd representada de forma esquematica na Figura 5. O objetivo dos autores foi obter
um método capaz de quantificar quase todos os agrotéxicos polares e apolares. Atualmente, a
versdo mais utilizada desse método, consiste na andlise de 15 g da amostra, adicionando-se 30
ml de acetona e agitacio em homogeneizador por cerca de 30 s, sendo posteriormente
adicionados 15 g de sulfato de sdédio anidro, 30 mL de éter de petréleo e 30 mL de
diclorometano, agitando-se novamente em homogeneizador por cerca de 1 minuto. Finalmente,
o extrato € centrifugado e a parte liquida € transferida para erlenmeyer com tampa (Netherlands,
1996).

Figura 5. Diagrama esquemadtico com a marcha analitica do método de Luke para extracdo de residuos de
agrotoxicos

| 15 g de matriz processada |

}7 30 mL de dgua

| Agitacao por 2 min. |
[
| Filtragdo por suc¢ao em funil de |
[

| 80 mL do filtrado em funil se separacdo de |

F—— 100 mL de éter de
— petréleo

| Agitag@o por 1 min. |

[
| |
Camada aquosa transferida Secagem da camada organica pela passagem em
para funil de separacdo de funil contendo Na,SOj, sobre 1a de vidro

li 7 g de NaCl |

Concentrado em Kuderna-Danish até

| Agitagdo por 30 s | que 100 a 150 mL tenham evaporado
[
Repetir 2 x — 100 mL de diclorometano Tomar 2 mL em tubo coletor, adicioinar
10 mL de acetona e concentrar até 2
Agitagdo por 1 min | mL. Repetir mais 2 vezes

Ajustar o volume final até 7
ml com acetona

—— Separagdo de camadas

Secagem da camada
organica com Na,SOy4
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3.5.1.3 Método QuECHeRS

Anastassiades et al. (2003) desenvolveram um método multirresiduos, que utiliza as vantagens e
possibilidades oferecidas pela instrumentagcdo analitica moderna, este método foi denominado
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), que foi desenvolvido para gerar
extratos que sdo diretamente aplicdveis tanto para as andlises por GC quanto por LC. Durante o
desenvolvimento desse método, grande énfase foi colocada para a obtencdo de um
procedimento moderno e dindmico, que pudesse ser aplicado em qualquer laboratério, devido a
simplificacdo ou corte de etapas lentas, trabalhosas e impraticéveis.

O método envolve uma extracdo inicial com acetonitrila, seguido por uma etapa de parti¢ao
liquido-liquido apds adicao da mistura de MgSO, e NaCl, os quais facilitam a remocao de uma
quantidade significante de componentes polares da matriz, e finalmente, uma etapa simples de

purificacdo, na qual o extrato é misturado com uma quantidade de sorvente (SPE)
(Anastassiades et al., 2003).

As vantagens desse método incluem a rapidez (preparo de oito amostras em cerca de 30 min),
simplicidade, confiabilidade, robustez (poucas e simples etapas), baixo custo, baixo consumo de
solventes (somente 10 mL de acetonitrila), praticamente nio necessita de vidrarias e cobre um
amplo espectro de pesticidas extraidos (incluindo pesticidas com cardter acido, basico e aqueles
muito polares).

Modificagdes do método original Quechers foram realizadas por diversos pesquisadores.
Atualmente, os métodos multirresiduos mais comumente utilizados para as andlises de
agrotéxicos envolvem uma extragdo inicial com acetona, acetonitrila, ou acetato de etila, a partir
da qual os analitos de interesse sdo transferidos para uma camada orgénica, deixando na fase
aquosa os co-extrativos indesejaveis e alguns pesticidas altamente polares (Anastassiades et al.,
2003; Lehotay et al., 2005; Goulart et al., 2008; Mol et al., 2008; LeDoux, 2011).

3.5.1.4 Separacao e determinacio de residuos de agrotoxicos

Em muitos casos, a GC tem sido a técnica selecionada para a andlise de residuos de agrotdxicos
em alimentos (Anastassiades et al., 2003; Hirahara et al., 2005). Entretanto, nos dltimos anos
com o advento de agrotéxicos mais polares, os quais apresentam menor persisténcia e
toxicidade ao meio ambiente, quando comparados aos apolares, a GC ndo é capaz de analisar
um grande nimero destes compostos devido a sua alta polaridade. Isto implica no uso de
técnicas alternativas. A LC acoplada a espectrometria de massas em série LC-MS/MS € a
melhor escolha para estes tipos de compostos, que geralmente apresentam volatilidade baixa ou

instabilidade térmica (LeDoux, 2011).

A cromatografia liquida aplica-se a andlise de grande nimero de compostos, principalmente,
compostos polares e/ou nao-volateis e/ou termicamente estaveis para os quais as condicdes de
operacdo da GC ndo sdo adequadas, que constituem cerca 80% dos compostos sintéticos e
naturais. No caso da andlise de agrotéxicos, citam-se, principalmente carbamatos e triazinas, e
seus metabolitos e produtos de degradagdo (Niessen, 2006; LeDoux, 2011).
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Com indmeras aplica¢des em varios campos da ciéncia e da andlise quimica, é usada para a
andlise de uma enorme faixa de compostos organicos, desde pequenas moléculas como
metabdlitos e peptideos, até moléculas grandes como as biomoléculas, por exemplo, as
proteinas (Niessen, 2006).

Sensibilidade inigualdvel, limites de deteccdo cada vez mais baixos, velocidade e diversidade de
aplicacdes, sdo algumas das caracteristicas que levaram a espectrometria de massas a uma
posicdo de destaque entre os métodos analiticos. Entre as indmeras aplicacdes da técnica citam-
se: na bioquimica, aplicada em estudos de metabolomica; em controle de polui¢cdo ambiental; na
garantia da qualidade e seguranca dos alimentos; na ciéncia forense e na quimica de produtos
naturais e muitas outras. Fornecendo informacdes valiosas para profissionais de diversas areas:
quimicos, bidlogos, farmacéuticos, fisicos, astronomos, etc (de Hoffmann, 2007; Ekman et al.,
2009).

As técnicas de ionizagdo mais comumente usadas pelos analistas de alimentos em
espectrometria de massas sao a ionizacdo por impacto de elétrons elétrons (electronic impact -
El) e a ionizagdo quimica (chemical ionization - CI) aplicadas principalmente em combinagdo
com a cromatografia gasosa, GC-MS e GS-MS/MS, e as técnicas de ionizagdo por eletrospray
(eletrospray ionization - ESI), ionizagao a pressdo atmosférica (atmospheric pressure ionization
- API), fotoionizacdo a pressdo atmosférica (atmospheric pressure photoionization - APPI),
comumente empregadas em combinacdo com a LC (de Hoffmann, 2007; Ekman et al., 2009).
H4 ainda diversas outras formas de ioniza¢do de uso especifico e praticamente restritas a
pesquisa.

3.6 Validacao de métodos analiticos

A demonstracdo da qualidade de medicdes quimicas por meio de comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida. Dados
analiticos ndo confidveis podem comprometer conclusdes de estudos e conduzir a decisdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irrepardaveis. Para garantir que um novo método analitico
gere informacgdes confidveis e interpretdveis sobre a amostra, este deve sofrer uma avaliacdo
denominada validacdo.

A validagdo de um método € um processo continuo que comega no planejamento da estratégia
analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia do método validado
entre laboratdrios ou instituigdes.

Cada vez mais, empresas, artigos cientificos e os 6rgaos reguladores do Brasil e de outros paises
exigem a validacdo de metodologias analiticas e, para isso, a maioria deles tem estabelecido
documentos oficiais com diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo. Um processo de
validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de
que os métodos e os sistemas de medic¢do sdo adequados para o uso desejado.

A ABNT NBR ISO/IEC 17025 estabelece que métodos normalizados utilizados fora dos
escopos para os quais foram concebidos, ampliados ou modificados; métodos ndo normalizados;
e métodos criados ou desenvolvidos pelos laboratdrios devem ser validados. Apesar de nao
tratar a necessidade de validagdo para métodos normalizados, esta norma define que os
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laboratérios devem confirmar que tém condi¢des de operar adequadamente os métodos
normalizados antes da implantagcdo dos ensaios (ABNT, 2005).

3.6.1 Desenvolvimento de métodos e parametros de validacao

O desenvolvimento de métodos analiticos, em geral, ocorre de diferentes maneiras, num
extremo envolvendo adaptacdes a um método existente por meio de mudangas minimas, em
outro extremo partindo do delineando experimental para criagio de um novo método. Nesta
dltima, o processo de desenvolvimento exige muito trabalho e sempre existird uma divida
inicial acerca do sucesso do método desenvolvido (EURACHEM, 2014).

A validagdo de um método que emprega técnicas cromatograficas pode ser considerada como a
soma de diferentes etapas de validacdo a serem incluidas no processo analitico. Em geral, a
validacdo do método envolve a execucdo e a interpretacdo de uma série de experimentos
planejados a fim de avaliar as caracteristicas do método. Desta forma, todas as varidveis de um
método devem ser consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparacdo da
amostra, separacdo cromatografica, deteccdo e avaliagdo dos dados (Ribani et al., 2004; De
Souza, 2007; SANTE, 2015).

No planejamento e execugdo da validacdo é conveniente que sejam seguidos os passos da
sequéncia de eventos abaixo (Codex Alimentarius, 2003; INMETRO, 2011):

v’ definir a aplicag@o, objetivo e escopo do método;

definir os parametros de desempenho e critérios de aceitagao;

desenvolver um procedimento operacional para validacdo;

definir os experimentos de validacdo;

verificar se as caracteristicas de desempenho do equipamento estdo compativeis com o

ASENENRN

exigido pelo método em estudo;

qualificar os materiais, por exemplo, padrdes e reagentes;

executar os experimentos preliminares de validacao;

ajustar parametros do método e/ou critérios de aceita¢do, se necessario;

executar experimentos completos de validagao;

preparar um procedimento operacional para execucdo do método, na rotina e

definir critérios de revalidacdo (por exemplo, mudangas de pessoal, condi¢des
ambientais, equipamentos, periodicidade, etc.).

AN N NN

As principais figuras de mérito avaliadas em um procedimento de validagdo dos métodos
analiticos sdo apresentadas na Tabela 8 (INMETRO, 2011; Oliveira, 2011).
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Tabela 8. Parametros de validacdo conforme a natureza do ensaio

Tipo de ensaio

Parametro N Deterlfun.a £a0 Analise de Propriedades
Qualitativo do principal .
tracos fisicas
componente

Precisdo v v v
Especificidade / seletividade v v v 4
Exatiddo / recuperagdo v v v
Robustez v v v 4
Sensibilidade / linearidade / faixa de v v v
trabalho

Limite de detecgdo v v

Limite de quantificagio v

Fonte:. INMETRO (2011)

3.6.1.1 Seletividade (ou especificidade)

E a habilidade de um método para determinar acuradamente e especificamente os analitos de
interesse na presenca de componentes de matriz sob as condi¢des iniciais do ensaio
(EURACHEM, 2014).

E sabido que a matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da
medi¢do. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito também
pode depender da concentragdo. Experimentos para avaliagdo da seletividade descritos na
literatura sobre validagdo de métodos analiticos envolvem ensaios com padrdes ou materiais de
referéncia, amostras com e sem o analito, além da avaliacdo da capacidade de identificacdo do
analito de interesse na presenca de interferentes. Quando nZo hd disponibilidade de
interferentes, alguns autores sugerem a avaliagdo da habilidade de medi¢do do analito por
diferentes métodos, técnicas ou por meio de variacdes nas condi¢des instrumentais (De Souza,
2007; INMETRO, 2010).

Se a seletividade nao for assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisao do método estardo
seriamente comprometidas.

3.6.1.2 Sensibilidade

E a capacidade de o método em distinguir, com determinado nivel de confianca, duas
concentracdes proximas. Sob o ponto de vista pratico, a sensibilidade constitui o coeficiente
angular do grafico analitico expresso pela equagado 1 (Brito et al., 2003; INMETRO, 2010)

d
S = 4
dc Equacio 1
Sendo: S = sensibilidade;

dy = variagdo da resposta;
dc = variagao da concentracao.
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Em métodos sensiveis, uma pequena diferenca na concentragcdo do analito causa grande
variagdo no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a capacidade do
procedimento analitico gerar variagcdo no valor da propriedade monitorada ou medida, causada
por pequeno incremento na concentracdo ou quantidade do analito. Entretanto, tornou-se
comum o uso erréneo desse termo para designar método com baixo limite de detec¢do (LD)
(Brito et al., 2003).

3.6.1.3 Curva analitica, linearidade

O termo calibracdo é mais pertinente para instrumentos de medicdo e padrdes, assim sendo,
neste trabalho, serd empregado o termo curva analitica para expressar a relag@o sinal (resposta)
em fun¢do da concentragdo do analito, em vez de curva de calibracio como empregado por
Brito (2003), De Souza (2007), ANVISA (Brasil, 2007) e SANTE (2015).

A qualquer método quantitativo, € possivel determinar uma faixa de concentracdes do analito na
qual o método pode ser aplicado. Segundo a ANVISA (Brasil, 2007), a curva analitica
representa a relag@o entre a resposta do instrumento e a concentracdo conhecida do analito.

De acordo com as recomendacgdes da Food and Drug Administration - FDA (US-FDA, 2001), a
curva analitica deve ser construida usando uma amostra branca, amostra zero (amostra branca
adicionada do padrdo interno) e mais matrizes fortificadas com o analito para seis a oito niveis
de concentragdo, abrangendo a faixa de concentragdo esperada e incluindo o limite de
quantificacdo (LQ). Como critérios de avaliagdo, a FDA recomenda que os resultados devam ser
analisados por métodos estatisticos (regressdo linear pelo método dos minimos quadrados) e que
deva ser usado o modelo mais simples que adequadamente descreve a relagdo concentracao-
resposta. Modelos mais complexos podem ser empregados desde que devidamente justificado.
Ainda, estabelece que os desvios sejam menores ou iguais a 15 e 20% em relagdo a
concentracdo nominal para o LQ e & concentracdo nominal para as outras concentracdes da
curva analitica, respectivamente (no minimo quatro dos seis niveis de concentra¢do da curva
analitica devem atender a esses critérios, incluindo o LQ e a maior concentracdo da curva
analitica).

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure and Applied
Chemistry - IUPAC), em seu relatério técnico resultante do Symposium on Harmonization of
Quality Assurance Systems for Analytical Laboratories (Thompson et al., 2002) recomenda que
os niveis de concentragdo da curva analitica devem ser igualmente espagados entre si, estar
sobre a faixa de concentrag@o de interesse e abranger a faixa de 0 a 150% do valor esperado. Os
padrdes analiticos devem ser analisados no minimo em duplicata, e em ordem aleatoria.

A Unido Européia (DIRECTIVE 657, 2002) recomenda que no minimo cinco niveis de
concentracdo (incluindo a amostra zero) sejam empregados na construgcdo da curva analitica.
Ainda, estabelece que sejam descritas a faixa de trabalho, a equagdo matemética e o modelo de
regressdo linear aplicado na construcdo da curva analitica.

Outro documento recomendado pela Unido Européia é o SANTE/11945/2015 - Procedimentos
de validag¢ao de metodologia e controle de qualidade para andlise de residuos de agrot6xicos em
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alimentos para consumo humano e animal (SANTE, 2015). Este documento menciona que
curvas analiticas alternativas podem ser obtidas, tais como:

e calibracdo por interpolacdo entre dois niveis, desde que estes ndo difiram por um
fator maior do que 4 e quando os fatores da resposta média, obtidos de
determinacdes em replicata para cada nivel, indicarem linearidade aceitdvel de
resposta, com o maior fator nao representando mais de 120% do mais baixo fator de
resposta (110% nos casos em que o LMR ¢ alcangado ou excedido).

e calibragcdo em um dnico nivel que, segundo o documento, pode fornecer resultados
mais exatos que a calibragdo realizada em varios niveis se a resposta do detector for
varidvel com o tempo.

O documento trata ainda da obtencdo de curvas analiticas com trés ou mais niveis de
concentracdo. E recomenda que nestas curvas uma fun¢do de calibracdo apropriada (que pode
ou ndo ser linear) ndo deve, em geral, ser forcada a passar pela origem. Ainda segundo o
documento SANTE/11945/2015, o ajuste da funcdo de calibragdo deve ser confeccionado e
inspecionado visualmente e/ou pelo cdlculo dos residuos, evitando confiar somente nos
coeficientes de correlag@o, para assegurar que o ajuste € satisfatorio na regido de interesse para
os residuos detectados. Se alguns residuos isolados se desviarem mais que = 20% (+ 10 % em
casos nos quais o LMR ¢é alcangado ou ultrapassado) da curva de calibragdo na regido de
interesse, uma fungdo de calibracdo alternativa deve ser usada. Em geral, o uso de regressio
linear ponderada (1/x) é recomendado, comparado a regressao linear (SANTE, 2015).

O exame dos residuos € fundamental para que se possa avaliar a qualidade do ajuste. Estes
devem ser pequenos, pois, se o modelo apresenta residuos elevados, provavelmente ¢ um
modelo inadequado (Neto et al., 2010). No modelo ideal, todas as previsdes coincidiriam
exatamente com as respostas observadas, nao havendo, portanto, residuo algum.

Segundo Sampaio (2007) e Neto e colaboradores (2010), o método mais empregado para se
avaliar a qualidade do ajuste de um modelo é a Andlise de Variancia (Analysis of Variance -
ANOVA).

3.6.1.4 Faixa de trabalho

E o intervalo do método analitico correspondente 2 faixa do maior ao menor nivel que possa ser
determinado com precisdo e exatidao, usando a linearidade do método. A faixa de trabalho deve
cobrir a faixa de aplicag@o para a qual o ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da
amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2010).

No limite inferior da faixa de concentracdes, os fatores limitantes sdo os valores dos limites de
deteccdo e de quantificagdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de

resposta do equipamento de medi¢do (De Souza, 2007; INMETRO, 2010).

E desejdvel que na faixa de trabalho haja um intervalo de concentragdes no qual a resposta do
sinal do analito estudado terd uma relacdo linear com o analito ou valor da propriedade. A
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extensdo dessa faixa deve ser estabelecida durante a avaliacdo da faixa de trabalho (Codex
Alimentarius, 2003; Brasil, 2007; INMETRO, 2010).

3.6.1.5 Limites de deteccao (D) e quantificacao (LQ)

A detectabilidade de um método analitico pode ser definida considerando-se o LD e o LQ
apresentado por este.

3.6.1.6 Limites de deteccao

A menor concentragdo do analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada,
sob condic¢des experimentais estabelecidas, constitui o limite de deteccdo (EURACHEM, 2014;
Brito et al., 2003).

Frequentemente, o limite de detec¢do € dado em termos do desvio-padrio de medidas do
branco, de acordo com a equagdo 2 (EURACHEM, 2014; Thompson et al., 2002; Brito et al.,
2003; De Souza, 2007;).

LD = 3.Spranco Equacao 2

Uma vez que o branco é composto por todos os reagentes, com exce¢do da amostra e do analito,
ndo reproduz as mesmas condi¢des a que o analito estard sujeito durante a andlise. O LD assim
determinado conduz a valores extremamente baixos que ndo representam a realidade da rotina
analitica. Fundamentalmente, o LD calculado a partir da equagdo 2, pode avaliar mudangas
ocorridas durante o desenvolvimento do método, ou para comparacao de instrumentos. O limite
de deteccdo pode ser determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-padrdo da resposta ou do
coeficiente angular e por processos estatisticos INMETRO, 2010).

Experimentalmente o LD é determinado empregando a andlise de dilui¢des sucessivas da
solucdo do analito em estudo até o nivel de interesse ou, o nivel de concentracdo que apresente
relacdo sinal ruido maior que 3. Todavia, h4 vérias outras maneiras de se calcular e/ou estimar
do valor do LD, tanto do instrumento de medi¢do quanto do método, como pela utilizagdo do
método visual, método da relagdo sinal/ruido e aquele baseado em pardmetros da curva
analitica. Nesse estudo, a maneira utilizada para a obtencdo dos valores de LD do instrumento e
do método estd descrita na parte experimental.

3.6.1.7 Limite de quantificacao

Definido como o menor nivel de concentragdo fortificado, que pode ser quantificado na amostra
com exatiddo e precisdo aceitaveis (recuperacdo média entre 70 e 120% e desvio padrdo relativo
(%RSD) ou coeficiente de variagdo (CV%) < 20%, sob as condi¢des experimentais adotadas
(SANTE, 2015).
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Comumente é determinado analisando-se 20 replicatas do branco e posterior aplicagdo da
equacdo 3. Embora, como no caso do LD, este procedimento conduza a valores extremamente
baixos e muitas vezes distantes da realidade de uma rotina analitica (Thompson et al., 2002;
Brito et al., 2003; De Souza, 2007; INMETRO, 2010; EURACHEM, 2014).

LQ = 10. Siranco Equacao 3

O LQ pode ser determinado experimentalmente pelos ensaios de recuperacdo. Neste caso, o LQ
serd o menor nivel de concentragcdo que apresente recuperagdo média entre 70 e 120% e CV% <
20%.

De modo andlogo ao que ocorre com o LD, hd vdrias outras maneiras de se calcular e/ou estimar
do valor do LQ, tanto do instrumento de medi¢do quanto do método, como empregando o
método visual, método da relacdo sinal/ruido e aquele baseado em pardmetros da curva
analitica.

Nesse estudo, a maneira utilizada para a obtencdo dos valores de LQ do instrumento e do
método estd descrita na parte experimental.

3.6.1.8 Precisao

Grau de concordancia entre indicag¢oes ou valores medidos, obtidos por medicoes repetidas, no
mesmo objeto ou em objetos similares, sob condigdes especificadas INMETRO, 2009).

Estudos de precisdo avaliam a dispersdo dos resultados de ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou solucdes analiticas de referéncia, analisadas em
condic¢des definidas.

A precisdo pode ser numericamente expressa em termos do desvio padrdo relativo (RSD%) ou
coeficiente de variacdo (CV%), pode ser calculada empregando-se a equagdo 4 (INMETRO,
2010).

RSD% = —>—.100
X

m

Equacao 4
sendo:

s = estimativa do desvio padrdo absoluto
X,» = média das respostas das repeti¢cdes para aquele nivel de concentragdo de interesse.

Para métodos empregados em determinagdes em nivel de tracos, valores de RSD% de até 20%
sdo aceitdveis (DIRECTIVE 657, 2002; Codex Alimentarius, 2003; INMETRO, 2010; SANTE,
2015).

A precisdao pode ser determinada em termos de repetitividade, precisdo intermedidria e
reprodutibilidade (Ribani et al., 2004; De Souza, 2007).
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3.6.1.9 Exatidao

Grau de concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro de um mensurando
(INMETRO, 2009).

A exatiddo representa a existéncia de erros sisteméticos, e é um dos critérios mais importantes
para o julgamento do desempenho de um método analitico.

Na indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatiddo pode ser avaliada
analisando-se os dados dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo (geralmente expressa em
percentual), podendo esta ser calculada empregando a equagao 5 (Codex Alimentarius, 2003).

Rec% =172 100

3 Equacio 5
sendo:

C, = Concentragdo determinada na amostra fortificada (branco);
C, = Concentragao determinada na amostra nao fortificada;
C; = Concentracao usada para fortificacao.

Em geral, sdo aceitos intervalos de recuperacdo entre 70 e 120%, com precisio de até 20% para
a maioria dos métodos analiticos (DIRECTIVE 657, 2002; Codex Alimentarius, 2003;
INMETRO, 2010; SANTE, 2015).

3.6.1.10 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas
variagdes. Um método diz-se robusto quando se revelar praticamente insensivel a pequenas
variagdes que possam ocorrer quando esse estd sendo executado (INMETRO, 2010).

O parametro robustez é frequentemente considerado fora do processo de validacdo, como parte
de estudos de desenvolvimento do método (De Souza, 2007, EURACHEM, 2014). Assim, o
estudo da robustez em processos de validacdo somente € considerado necessdrio quando os
limites para os parametros experimentais e seus respectivos desvios permitidos ndo forem
previamente estabelecidos (Thompson et al., 2002). De qualquer forma, a robustez é importante
para fornecer informacdes sobre o efeito de pardmetros experimentais significativos para a
estimativa da incerteza (EURACHEM/CITAC, 2002).

3.6.1.11 Incerteza de medicao

Quando se relata o resultado de uma medi¢do de uma grandeza, é desejavel que seja dada uma
indicacdo quantitativa da qualidade do resultado de forma tal que aqueles que o utilizam possam
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avaliar sua faixa de dudvidas. Sem esta indicagdo, resultados das medicdes ndao podem ser
comparados, seja entre eles mesmos ou com valores de referéncia dados numa especificagdo ou
numa norma. E, portanto, necessirio que haja um procedimento prontamente implementado,
facilmente compreendido e de aceitagdo geral para caracterizar a qualidade de um resultado de
uma medicao, isto é, para avaliar e expressar sua incerteza (ABNT, 2005).

Incerteza de medi¢do € um pardmetro, associado ao resultado de uma medi¢do, que caracteriza a
dispersao dos valores que podem ser fundamentadamente atribuidos a um mensurando
(EURACHEM/CITAC, 2012).

A medida da incerteza é um indicador quantitativo da confiabilidade dos dados analiticos e
descreve o intervalo em torno de um resultado experimental no qual o valor verdadeiro se
encontra com uma dada probabilidade (nivel de confianca). Os intervalos de incerteza devem
ser determinados considerando todas as fontes de erro. Com a exatidao, constituem os dois mais
importantes pardmetros de qualidade de um resultado de medi¢do, permitindo a
comparabilidade e a avaliacdo da conformidade do resultado de medi¢cdo em relagdo as normas,
limites legais ou contratuais INMETRO, 2010; JCGM, 2010).

Um dos requisitos da norma ISO/IEC 17025 € que os laboratérios determinem e disponibilizem
o valor da incerteza associada aos resultados (ABNT, 2005). Para isto o laboratério deve
utilizar-se de dados, os quais serdo aplicados para a determina¢do da incerteza associada,
oriundos da validacio/verificacdo metodoldgica, ensaios de proficiéncia e outros estudos inter-
laboratoriais e controle interno da qualidade analitica. A medida da incerteza é um indicador
quantitativo da confiabilidade dos dados analiticos e descreve o resultado de uma avaliagdo com
o propdsito de determinar o intervalo dentro do qual se estima o valor verdadeiro, geralmente
associado a um nivel de confianca (Brasil, 2007; SANTE, 2015).

Os dados da incerteza de medi¢do devem ser aplicados cautelosamente para que se evite a falsa
sensacdo de certeza sobre o valor verdadeiro da medicdo. Estimativas de incerteza tipicas sdo
baseadas em dados prévios e podem ndo refletir a incerteza associada a andlise da amostra
corrente (SANTE, 2015). Portanto, deve-se avaliar cuidadosamente quais sdo as principais
fontes de incerteza envolvidas na metodologia empregada.

Na préatica, existem muitas fontes possiveis de incerteza em uma medi¢do, incluindo
(EURACHEM/CITAC, 2002):

a) definicdo incompleta do mensurando;

b) realiza¢do imperfeita da defini¢do do mensurando;

¢) amostragem nao representativa - a amostra medida pode nao representar o mensurando;

d) conhecimento inadequado dos efeitos das condi¢des ambientais sobre a medi¢do ou medicao
imperfeita das condi¢des ambientais;

e) erro de tendéncia pessoal na leitura de instrumentos analdégicos;
f) resolucdo finita do instrumento ou limiar de mobilidade;
g) valores inexatos dos padrdes de medicdo e materiais de referéncia;

h) valores inexatos de constantes e de outros parametros obtidos de fontes externas e usados no
algoritmo de redugdo de dados;
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i) aproximacdo e suposicdes incorporadas ao método e procedimento de medigao;

J) variacdes nas observacdes repetidas do mensurando sob condi¢des aparentemente idénticas.

[P1) 4 663

Estas fontes ndo sdo necessariamente independentes e algumas das fontes de “a” até “i” podem
contribuir para a fonte *“j”. Naturalmente, um efeito sistemdtico ndo reconhecido ndo pode ser
levado em consideracdo na avaliacdo da incerteza do resultado de medi¢do, porém contribui

para se€u erro.

3.7 Analise estatistica multivariada

Segundo Alves (2007), a demanda crescente de informagdes implica um melhor conhecimento
de técnicas para a organizagdo e interpretagdo de dados bem como para a interpretacdo do
grande volume de dados que é gerado em diversas linhas de pesquisa, permitindo o
estabelecimento de relacdes entre as varidveis e a proposicao de leis que explicam os fendmenos
observados. Nesse contexto, a Andlise Multivariada dispde de uma diversidade de técnicas que

favorecem o entendimento de muitos fendmenos (Hair Jr. et al., 2005).

Ao analisarmos varidveis podemos fazer a abordagem estatistica de duas maneiras. Observando
as varidveis isoladamente — estatistica univariada ou, fazendo a andlise de forma conjunta —
estatistica multivariada (Vicni, 2005).

Até o advento e a rdpida evolugdo dos computadores, com a continua elevacdo da capacidade e
velocidade de tratamento de dados, a tinica forma de se analisar as varidveis era isoladamente.
Est4 abordagem permitia, de modo limitado, fazer inferéncias sobre a realidade. No entanto,
quando o objeto de estudo é um fendmeno que depende de muitas varidveis, geralmente esse
tipo de andlise falha, pois ndo basta conhecer informacdes estatisticas isoladas, sendo necessario
o conhecimento do fendmeno na totalidade das informagdes coletadas, analisando o conjunto
das varidveis e suas relacdes (Vicni, 2005).

A denominacio “Andlise Multivariada” corresponde a um grande nimero de métodos e técnicas
que utilizam, simultaneamente, todas as varidveis na interpretacio tedrica do conjunto de dados
obtidos (Vicni, 2005).

Técnicas analiticas multivariadas estdo sendo largamente aplicadas na industria, na esfera
governamental para auxiliar a tomada de decisOes e nos centros de pesquisas das universidades.
Somente pela aplicagdo de técnicas de andlise multivariada é que as multiplas relagdes obtidas
entre as varidveis sob estudo podem ser adequadamente examinadas para se obter um
entendimento completo e realista na tomada de decisdo. (Kachigan, 1986; Hair Jr. et al., 2005).

Diversas sdo as técnicas disponiveis para aplicacdo da andlise multivariada a um determinado
conjunto de dados. Para Hair et al. (2005), tais técnicas podem ser divididas em dois grandes
grupos:

I Técnicas de Dependéncia: Regressio Miiltipla e Correlagio Multipla, Andlise

Conjunta, Anélise Discriminante Multipla, Modelos Lineares de Probabilidade (Logit
e Probit), Andlise de Correlacio Canodnica, Andlise Multivariada de Varidncia
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(MANOVA), Andlise Multivariada de Covariancia (MANCOVA) e Modelagem de
Equagdes Estruturais;

I Técnicas de Interdependéncia: Analise Fatorial, Andlise de Agrupamentos,
Escalonamento Multidimensional e Anélise de Correspondéncia.

Todas as técnicas multivariadas exceto a andlise de conglomerados e a redugdo
multidimensional (multidimensional scaling) sao baseadas em inferéncias de valores
populacionais ou no relacionamento entre varidveis de uma amostra extraidas ao acaso de uma
populagao (Viali, 2015).

Ainda segundo Viali (2015), a interpretacdo de inferéncias estatisticas requer a especificacdo de
niveis aceitdveis de erro. Sendo mais comum o emprego do erro do Tipo I, cuja probabilidade é
representada por a (alfa). O erro do Tipo I consiste em rejeitar a hipdtese nula quando ela é
verdadeira. Outro erro que se pode cometer € o erro do Tipo II, isto €, aceitar a hip6tese nula
quando ela ndo deveria ser aceita. A probabilidade de se cometer o erro do tipo II é representada
por B (beta). No entanto, uma probabilidade mais interessante é 1- 3, que € a probabilidade de
tomar uma decisdo correta.

A probabilidade 1 -  ndo é apenas uma fungio de o, sendo consequéncia de trés fatores (Viali,
2015):

v" Tamanho do efeito: a probabilidade de se obter significincia estatistica é baseada néo
somente em consideragfes estatisticas, mas também na real magnitude do efeito de
interesse sendo estudado (por exemplo, a diferenga de médias entre dois grupos ou a
correlacdo entre varidveis) na populacdo, denominado de tamanho do efeito. O tamanho
do efeito é definido em termos de desvios padrdes para facilitar comparacdes.

v' Alfa: 2 medida que a probabilidade de se cometer erro do tipo I (alfa) diminui a
probabilidade 1 - B também decresce. Isto significa que se o analista reduz a chance de
encontrar um efeito incorreto significativo, a probabilidade de encontrar corretamente o
efeito também diminui. Normalmente os niveis utilizados para a significancia ficam em
5% e 1%.

v" Tamanho da amostra: aumentando o tamanho da amostra efeitos cada vez menores
serdo detectados como estatisticamente significativos até que para uma amostra muito
grande quase todo efeito serd significativo. O analista deve estar sempre ciente que o
tamanho da amostra pode afetar o teste estatistico tanto tornando-o insensivel (para
pequenos tamanhos de amostra) ou entdo extremamente sensivel (para amostras
realmente grandes).

A Andlise de Correspondéncia é uma técnica estatistica multivariada interdependente para
andlise exploratdria de simplificacdo da estrutura da variabilidade de dados multivariados, que
utiliza de varidveis categéricas dispostas em tabelas de contingéncia, levando em conta medidas
de correspondéncia entre as linhas e colunas da matriz de dados (Hair Jr. et al, 2005; Viali,
2005). Ela tem por objetivo, facilitar tanto a reducdo dimensional da posicdo em uma escala
(por exemplo, produtos, pessoas, etc.) em um conjunto de atributos quanto a visualizagdo em
um mapa perceptual das relagdes entre as varidveis em estudo e estes atributos (Viali, 2005).
Segundo Licio (1999) a Andlise de Correspondéncia possibilita a determinacdo de um sistema
de associagdes entre os elementos de dois ou mais conjuntos, buscando explicar como tais
associacdes entre as diferentes varidveis se estruturam. Assim, sdo construidos graficos com as
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componentes principais das linhas e das colunas permitindo a visualizagdo da relacdo entre os
conjuntos, onde a proximidade dos pontos referentes a linha e a coluna indicam associacio e o
distanciamento uma repulsao.

Exatamente por estar interessada em estudar a correspondéncia entre varidveis, é que esta
técnica recebeu o nome de Anélise de Correspondéncia. Sua geometria e dlgebra fazem com que
pertenca a uma familia de técnicas de disposi¢do grafica que sdo baseadas em aproximagdo de
uma matriz por outra de posto menor, por meio da decomposi¢do em valores singulares. Ou
seja, o objetivo desta andlise é achar um subespaco que melhor ajuste o conjunto (nuvem) de
pontos no espago euclidiano. Este ajuste é feito pelo método de minimo quadrado ponderado
onde a distincia euclidiana generalizada (ponderada) € utilizada em um sistema de massas
pontuais (Carvalho et al., 2002).

De acordo com Hair (2005), é uma técnica de andlise exploratéria de dados adequada para
analisar tabelas de duas entradas ou tabelas de multiplas entradas, levando em conta algumas
medidas de correspondéncia entre linhas e colunas. Os conceitos principais da Andlise de
Correspondéncia sdo os perfis de linha ou coluna e a distancia Chi-quadrado. (Carvalho et al.,
2002; Fox, 2010).

As primeiras consideracdes matemadticas a respeito da Andlise de Correspondéncia foram feitas
por Hirschfeld, em 1935. A partir dai os procedimentos numéricos e algébricos foram aplicados
em diferentes contextos, especialmente em ecologia e psicologia. A Andlise de Correspondéncia
foi redescoberta e se popularizou nas décadas de 60 e 70 através do estatistico francés Jean-Paul
Benzécri, primeiramente na Franga e, posteriormente, se estendendo pela Europa (Fox, 2010). A
partir de 1975, a técnica passou a ser utilizada em diversas areas do conhecimento (Hair Jr. et al,
2005).

A Anidlise de Correspondéncia difere de outras técnicas interdependentes na habilidade para
acomodar tanto dados ndo-métricos quanto relacionamentos nao-lineares, permitindo a
visualizag@o grafica das categorias das varidveis em uma tabela de contingéncia (Figura 6) e,
assim, verificar o grau de interag@o entre as mesmas.

Figura 6. Tabela de contingéncia tipica aplicada a andlise de correspondéncia

B
A 1 ) 3 . Total da
1 ng ng; n3 nli ng;
2 Ny Ny, Ny3 e cee e Ny; Ny,
i n;; njp N3 000 000 000 n n;;
Total da I n I . N
COluna +1 +2 +3 +j

Fonte: o autor
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Cada elemento n; da Figura 6 representa um elemento pertencente a categoria i da varidvel A e a
categoria j da varidvel B. E ainda: n;, € o total da linha i; n,; € o total da coluna j e N € o total
geral das frequéncias observadas (Hair Jr. et al, 2005; Viali, 2005).

Com o objetivo de estudar as associacdes existentes entre as varidveis A e B, representadas
pelas categorias i e j, extrai-se uma matriz que transforma cada frequéncia observada n; da
tabela de contingéncia, em uma propor¢ao ou probabilidade (P; . ;), empregando a equagdo 6 a
seguir (Hair Jr. et al, 2005; Viali, 2005):

TLL']'

Piyj=—= Equacao 6

Tem-se entdo, a matriz de frequéncias relativas, ou matriz de correspondéncia (Figura 7).

Figura 7. Matriz de correspondéncia

B
A . Total da
1 2 3 linha

1 pPu P12 P13 pij P+
2 P21 P22 P23 e vee e P2i Pa+

i Pi1 Pi2 Pis e - . Pjj Pi+

Total da
coluna P+1 P+2 P+3 vee vee vee P+j 1

Fonte: o autor

Na Figura 7, cada elemento p;; , representa uma propor¢do de explicagdo da frequéncia n; em
relacdo ao total N. A quantidade p;, representa a linha i em relagdo a frequéncia total. De forma
andloga, p,; descreve a representatividade da coluna j em relacdo ao total N (Hair Jr. et al,
2005).

A partir dos valores correspondentes aos totais de cada linha e coluna da matriz de
correspondéncia P, definem-se os vetores de massas das linhas r € o vetor de massas das
colunas c, respectivamente como segue:

r= [p14+ Do+ D3+ - Dir I Equacio 7

T .
c= [p1+ P2+ DP3+ - pj+] Equacao 8

A técnica, nos permite ainda, encontrar associacdes entre as linhas e as colunas da matriz de
correspondéncia, por meio de vetores de frequéncias relativas ou perfis. Os perfis linha e coluna
sdo vetores compostos pelo total de cada propor¢do da matriz P, dividido pelos totais referentes
as marginais da matriz de correspondéncia. Desta forma, definimos o i-ésimo perfil linha a; € o
i-ésimo perfil coluna b;, empregando as equagdes matriciais a seguir (Hair Jr. et al, 2005):
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a o Di ; Pij ~
a; = [p—” Pz Ps i] Equacio 9
Pi+ DPi+ Di+ Di+
P1j P2j P3j Pij ~
b; = [i - #] Equacio 10
Pj+ DPj+ Pj+ Dj+

Estes vetores podem ser entendidos como medida de significincia de cada linha ou coluna
dentro da matriz original dos dados, agindo de modo a diminuir a sobreposicao de uma linha ou
coluna em relacdo a outra. Cada um dos vetores de perfis (linhas ou colunas), representam
proporcionalmente um peso relativo aos dados originais, sendo que as distancias entre os perfis
linha/coluna aos seus respectivos centréides ndo sdo calculadas pela métrica Euclidiana, mas
sim pela métrica Chi-quadrado #’. A estatistica 7’ pode ser encontrada por meio da equacio
11(Hair Jr. et al, 2005):

2
X2 =X, —(n”;_é” ) Equacio 11
ij

Sendo: n; o nimero de observagdes de ordem ij
E;j = ni. nj, /N valor esperado da varidvel sob um modelo de independéncia

Um valor elevado para a estatistica Chi-quadrado indica que, geometricamente, existe uma
diferenca significativa entre os perfis e seus respectivos centréides, esse fato indica que as
varidveis sdo independentes.

De acordo com o descrito acima, a técnica multivariada de Anélise de Correspondéncia,
basicamente, converte uma matriz de dados ndo negativos em um tipo particular de
representacdo grafica em que as linhas e colunas da matriz sdo simultaneamente representadas
em dimensao reduzida, isto €, por pontos no grafico denominado mapa perceptual. Este método
permite a visualizacdo das relacdes mais importantes de um grande conjunto de varidveis entre
si. De forma resumida, gera graficos onde os atributos categdéricos de uma varidvel sdo
dispostos num plano bidimensional. A associacdo, ou ndo, entre as categorias € dada pela
proximidade entre elas no gréfico (Greenacre, 2007; Knop, 2008).

Este método permite estudar as relacdes e semelhancas existentes entre as categorias de linhas e
as categorias de colunas de uma tabela de contingéncia, € o conjunto de categorias de linhas e o
conjunto categorias de colunas (Carvalho et al., 2002).

A Anilise de Correspondéncia mostra como as varidveis dispostas em linhas e colunas estdo
relacionadas e ndo somente se a relacio existe. Embora seja considerada uma técnica descritiva
e exploratdria, esta simplifica dados complexos e produz anélises exaustivas de informagdes que
suportam conclusdes a respeito das mesmas (Infantosi et al., 2014).

A técnica apresenta diversos aspectos que a distinguem de outras técnicas de andlise de dados.
Destaca-se, sua alta flexibilidade quanto a pressuposi¢des sobre os dados: o Unico requisito € o
de uma matriz retangular com entradas ndo negativas (Hair Jr. et al, 2005) e o fato de a técnica
ndo fazer exigéncia de normalidade para a resposta estudada. Em outras palavras, os testes
estatisticos inferenciais ndo sdo aqui utilizados, estando a solug¢do sugerida pela distribuicao
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grafica de seus resultados, o que se constitui na base da escola francesa para as andlises
multivariadas (Knop, 2008).

A Anilise de Correspondéncia pode ser considerada como um caso especial da andlise de
componentes principais, porém, dirigida a dados categéricos organizados em tabelas de
contingéncia e ndo a dados continuos. O problema € andlogo a encontrar o maior componente
principal de um conjunto de I observacdes e J varidveis, com modifica¢des devido a ponderagado
das observacdes e & métrica ponderada (Hair Jr. et al., 2005; Greenacre, 2007).

E possivel, empregando Andlise de Correspondéncia, transformar qualquer caracteristica
quantitativa em qualitativa, realizando-se uma parti¢do de seu dominio de variagdo em classes.
A andlise de correspondéncia é mais efetiva se a matriz de dados € bastante grande, de modo

que a inspecdo visual ou andlise estatistica simples ndo consegue revelar sua estrutura
(Greenacre, 2007).
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4 - MATERIAL E METODOS

4. 1. Ampliacao do escopo analitico do método

Foram selecionados 45 agrotdxicos para a extensdo do escopo do método previamente validado
por Oliveira (2011), dos quais 43 foram validados, ampliando-se o escopo do método de 154
para 197 agrotdxicos, analisados pelo sistema LC-MS/MS. Os agrotoxicos integrantes do
escopo original do método e os novos compostos incluidos neste trabalho sao apresentados nas
Tabelas 10 e 11.

O desenvolvimento experimental consistiu na otimizacdo dos pardmetros instrumentais para a
detec¢do dos analitos, por meio da infus@o individual dos padrdes analiticos de cada um dos 45
agrotoxicos selecionados. As andlises instrumentais foram realizadas no sistema LC-MS/MS
Triple Quad 5500 (AB Sciex, Canadd).

4.1.1 Instrumentacio
A instrumentacdo utilizada no desenvolvimento do método estd descrita a seguir:

e C(Centrifuga refrigerada Jouan CR 4i, Thermo Electron Corporation (Ohio, Estados
Unidos);

e Ultra-som UltraClean 1400, Unique (Inadaiatuba, SP);

e Balanga analitica de precisio modelo AUW200D, com resolugdo de 0,00001g, ,
Shimadzu (Kyoto, Japdo), calibrada por laboratério certificado pela RBC (Rede
Brasileira de Calibragao);

e Balanga semi analitica, modelo MARK 500, com resolucdo de 0,001g, calibrada junto a
RBC, BELEngineering (Piracicaba, SP);

¢ Dispensador automdtico de solventes Dispensette III, com faixa de trabalho de 1 a 25
mL (Wertheim, Alemanha), calibrado junto a RBC;

e  Micropipeta eletronica Linear, com faixa de trabalho de 100 a 1000 mL, (Curitiba, PR),
calibrada junto a RBC;

® Micropipeta eletrdnica PIPETMAN Concept, com faixa de trabalho de 5 a 100 mL,
Gilson (Middleton, Estados Unidos), calibrada junto a RBC;

® Micropipeta eletrénica FISHERBrant e5000, com faixa de trabalho de 100 a 5000 mL,
Fisher Scientific (Finlandia), calibrada junto a RBC;

e Agitador orbital tipo vortex, modelo MS 3 basic, IKA® Works INC., (Wilmington,
Estados Unidos);

e Freezer Biomédico Sanyo, modelo MDF-U537/U537D, com capacidade para atingir
temperatura de -30° C (Osaka, Japao);

e Sistema de purificagdo de dgua Direct-Q UV3 Millipore (Molsheim, Francga);

e Sistema de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia, Shimadzu (Kyoto, Japdo),
composto por:

e duas bombas binarias modelo LC20ADXR;
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® injetor automatico modelo SIL20ACXR;

e forno de coluna modelo;
Detector MS, Triple Quad 5500 (AB Sciex, Canad4) com fonte API, utilizando o modo
de ionizacdo por Electrospray;
Sistema de aquisicao de dados através do software Analyst 1.5.1 (AB Sciex, Canada).
Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics Instruments Ltda. (Escécia).

4.1.2 Reagentes solventes e materiais

Acetonitrila grau HPLC, pureza minima 99,0%, Lote: 1478830, Lichrosolv, Merck
(Darmsdat, Alemanha);

Metanol grau HPLC, pureza minima 99,0%, lote 9093-03, J. T. Baker (Xalostoc,
MEéxico);

Acido férmico 96%, lote FR0629-015, Tedia (Ohio, Estados Unidos);

Acido acético glacial, lote K37658163, Merck (Darmsdat, Alemanha);

Sulfato de magnésio anidro, pureza minima 97%, lote 07818JH Sigma-Aldrich (Sant
Louis, Estados Unidos);

Acetato de amonio p.a. ACS, pureza minima 98%, lote 0701036, Vetec (Rio de Janeiro,
R));

Bondesil — C18, 40 Wm, lote 0726809, Varian (Palo Alto, Estados Unidos);

Agua purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade 18,2 MW cm);
Tubo de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 mL (Sarstedt,
Alemanha);

Tubos de centrifuga graduados de 2,0 mL de polipropileno, tipo Eppendorf (Sarstedt,
Alemanha);

Baldes volumétricos calibrados por laboratério certificado pela RCB de 10, 25, 50, 100
e 1000 mL;

Espatulas metalicas;

Garrafas lavadeiras;

Proveta de 1000 mL;

Grades para tubo de 2,0 e 50 mL;

Frascos de vidro, tipo vial, de 2 mL com tampa e septos de silicone ou teflon (PTFE).

4.1.3 Condicoes cromatograficas

Na anélise cromatografica dos residuos de agrotéxicos foi empregada a elui¢do por gradiente de
concentracio da fase mével conforme descrito na Tabela 9.
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Tabela 9. Composi¢do do gradiente de fase modvel
empregado na andlise cromatografica de residuos de
agrotoxicos em leite

Solucao de acetato de amdnio

T(f:nnrll’)o 10 mmol/L acidificada a 0,1 % Mf};‘;"l
com dcido férmico (%)
1.00 50 50
7.00 20 80
11.00 10 90
11.50 50 50
13.00 50 50

O fluxo de fase mdvel empregado nas andlises foi de 0,5 mL.min"', com forno de coluna
mantido a 60°C.

4.1.4 Padroes analiticos dos agrotoxicos estudados

Todos os 45 padrdes analiticos (Tabela 11) utilizados neste trabalho apresentam grau de pureza
superior a 98% e foram adquiridos da Riedel-de Haén grau PESTANAL (Selze, Alemanha) ou
Sigma-Aldrich (Sant Louis, Estados Unidos).

As solugdes analiticas estoque dos agrotéxicos foram preparadas individualmente através da
dissolugdo em acetonitrila de ndo menos que 10,0 mg de padrdo para um volume final de
solugd@o de 10 mL. Este procedimento permite obter solu¢des estoque de concentragdes em torno
de 1000 ng.L'l, conforme recomendag@o do documento SANTE/11945/2015.

Ap6s o preparo, as solucdes foram transferidas para frascos dmbar (tampa contendo batoque de
PTFE) rotulados de forma indelével, e armazenados em freezer (-20°C). Estas soluc¢des estoques
apresentam estabilidade de cerca de trés anos, desde que armazenadas nas condicdes citadas e
corretamente manipuladas (SANTE, 2015).
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Tabela 10. Agrotéxicos que compdem o escopo original do método de detec¢do e quantificagdo de residuos de agrotxicos em leite por LC-MS/MS,

validados por Oliveira (2011), aEresentados Eela classe, grupo gul’mico, férmula molecular, classificagﬁo toxicolégica e LMR legislado

Agrotoxico

2,4,5-T
2,4-D
2,4-DB
3-hidroxicarbofurano
Acefato
Acetamiprido
Aldicarbe

Aldicarbe sulfona
Aldicarbe sulféxido
Amitraz

Aramita

Azinfés etil

Azinf6s metil
Azoxistrobina
Barban

Benalaxil
Benfuracarbe
Benomil

Bentazona

BF 500-3 (metabdlito
da piraclostrobina)
Bifentrina

Boscalida

Carbaril
Carbendazim
Carbofurano
Carbossulfano
Ciazofamida
Cimoxanil

Cinidon etilico
Ciproconazol
Ciprodinil
Ciromazina

Classe **
H
H
H
1
1
1

I
I (metabdlito)
I (metabdlito)
A/l
A
A/l
I
Fg
H
H
I/N
Fg
H
Fg
(metabdlito)
A/T
Fg

Fg

Grupo Quimico

Acido ariloxialcanéico
Acido ariloxialcanéico
Acido ariloxialcan6ico
Carbamato
Organofosforado
Neonicoticéide
Carbamato
Carbamato
Carbamato
Amidina
Ester sulfito
Organofosforado
Organofosforado
Estrobirulina
Carbamato
Acilalanina
Carbamato
Benzimidazol
Benzotiadiazinona
N-demetoxilado
Piretréide
Carbaxamida
Carbamato
Benzimidazol
Carbamato
Carbamato
Imidazol
Cianoacetamida 6ximo
Fitalimida
Triazol
Anilinopiridina
Triazina

Formula
Molecular

CHsCl,0,
CsHeCl,Os
CioH10CLO;3
CoH;sNO,
C,H,(NOsPS
CioH;,CIN,
C;H4,N,0,S
C;H4,N,0,S
CH,,N,058
CioHpN;
Cy5sHy:ClO,S
C1oH6N305PS,
CoH2N;05PS,
Cp»H7N305
C,HyCI,NO,
CyHp3NO;
CaoH30N>05S
C14HsN4O5
CioH12N>03S

C5sH;6C1 N;0;

C,3H,,CIF;0,
C,sH;>,CL,N,O
CoH|1NO,
CoHoN;0,
C,H;sNO;
CyoH3,N,038
C3H3CIN4O,S
C;H,oN,40;
C,oH;7,CI,NO,
C;5H3CIN;O
Ci4H;5N;3
CsH 0N

Classifica¢ao
toxicolégica *

111
I
Ia
Ia
Ia
I
n. e.
Ib
Ib
111
n. e.
111
1I
I
I

II
I
II
I
Ib
1T
I
I
n.e.
I
I
11

MAPA
(mg.L'l)

0,02

0,05
0,05

0,02

0,1

Codex
Alimentarius
(mg.kg™)

0,01

0,02

0,01
0,01
0,01
0,01

0,05

0,05

0,05
0,05
0,05
0,03

0,01

Unio
Européia

(mg.kg™)

0,01
0,01
0,1
0,02
0,05
0,01
0,01
0,01

0,01
0,01
0,01
0,01
0,05
0,05
0,05

0,05
0,01

0,01
0,05
0,05
0,05
0,1

0,05

0,05
0,05

0,05
0,02
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Agrotéxico

Clorbufan
Clorfenvinfés

Cloroxuron
Clorpirifés
Clorpirifés metil
Cresoxim metil
Deltametrina
Di-alato
Diazinona

Diclofluanida

Diclorprope
Diclorvés
Difenoconazol
Diflubenzuron
Dimetoato
Dinocape
Dinosebe
Dinoterbe
Dissulfotona

Dissulfotona sulfona

Dissulfotona
sulféxido
Espiroxamina
Etiona
Etofumesato
Etoprofés
Etoxissulfurom
Etrinfés
Famoxadona
Fenamidona
Fenamif6s

Fenamifés sulfona

Classe **

Fg

I
A/Fg
H
H
A/l
A/l
(metabdlito)
A/T
(metabdlito)
Fg
A/T
H
I/N
H
A/l
Fg
Fg
N
N
(metabdlito)

Grupo Quimico

Carbamato
Organofosforado
Uréia
Organofosforado
Organofosforado
Estrobirulina
Piretréide
Tiocarbamato
Organofosforado

Sulfamida

Acido ariloxialcandico

Organofosforado
Triazol
Benzoiluréia
Organofosforado
Dinitrofenol
Dinitrofenol
Dinitrofenol
Organofosforado

Organofosforado

Organofosforado

Morfolino
Organofosforado
Benzofurano
Organoposforado
Sulfoniluréia
Organofosforado
Oxazol
Imidazolinona
Organofosforado

Organofosforado

Formula
Molecular

C,H,(,CINO,
CpH4C104P
Cy5sH;5CIN,O,
CoH,,C;NOsPS
C,H,CI,NOPS
CisHoNO,
CypH9Br,NO3
C,oH;7,CILNOS
CyH,,C1,FN,0,S

2
CoH;C1,0;
C,H,C,;,0,P
Ci9H17CLN;0;
CsH,,NOsPS,
C,3H24N,0¢
C,3H24N,0¢
CioH12N,05
CsH,50,PS,

CgH,9O4PS;

CsH1905PS;3

C,3H3sNO,
CoH2,04P5S,
C3H;305S
CsH 9O,PS,
CysHsN,O,S
C,oH7N,OPS
CHgN,0,4
C3H,,NO5PS

C1;Hy,NOsPS

Classificacao
toxicolégica *

n.e.
Ib
n.e.
1I
I
I
1T
n. e.
II

1T
Ib
III
III
1I
11
n. e.
Ib
Ia

Ta

Ia
11

Ia
n. e.
n.e.

11T
Ib

Ib

MAPA
(mg.L'h)

0,01
0,01

0,01

Codex
Alimentarius

(mg.kg™)

0,02
0,01
0,01
0,05

0,02

0,02
5,0
0,02
0,05

0,01

0,01

5,0

Unido
Européia
(mgkg™)
0,05
0,01
0,05
0,01
0,01
0,05
0,05
0,2
0,01

0,05

0,01
0,05

0,05
0,01
0,05
0,02

0,02

0,02

0,01

0,05
0,01
5,0

5,0
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Formula

Classificacao

Agrotoxico Classe ** Grupo Quimico Molecular W MAPA Al.Codex : EUniﬁt,).
(mg.L'l) tmenta_r;ms urope_lla
(mg.kg™) (mg.kg™)
Fenamifés sulféxido (me tallj(’)li t0) Organofosforado C,3H,,NOLPS Ib 5,0
Fenarimol Fg Pirimidina C7H,CILN,0O 1T 0,02
Fenexamida Fg Hidroxianilida C4H7Cl,NO, U 0,01 0,05
Fenpropimorfe Fg Morfolinico CyoH33NO I 0,01 0,01
Fentiona 1 Organofosforado C,oH;505PS, 11 0,01
Fentiona sulféxido I (metabdlito) Organofosforado C,oH;504PS, 11 0,01
Fentoato A/l Organofosforado C,H;04PS, 1T
Flpl' onil 1 Pirazol C 1 2H4C12F6N4OS 1T 0,02 5 ,0
Fipronil sulfona I Pirazol C12H4C152F6N402 1T 0,02 5,0
Fluasifope p-butilico H ariloxi ferﬁ)():(li(:)(;opiénico C9H,0F3NO, 1T 0,1
Fludioxonil Fg Fenilpirrol C,,HgF>N,O, U 0,01 0,05
Flumetrina I Piretréide Cy3H,,CLENO; n. e.
Fluquinconazol Fg Triazol C,¢HgC1L,FNsO I 0,03
Fluroxipir H iri din?(fallfgoxilico C,H;CLFN,0; U 0,05
Flutriafol Fg Traizol CsH3F>N;0 111 0,01
Foransulfurom H Sulfoniluréia C7H,0NgO-S. n. e.
Forato A/1/N Organofosforado C;H;,0,PS; Ia 0,01 0,02
Forato sulféxido (mAe tiill)(/’)lliio) Organofosforado C;H;,05PS; Ia 0,02
Fosalona A/l Organofosforado C,,H,;sCINO,PS, 11 0,01
Fosmete A/1/TV Organofosforado CH,NO,PS, 11 0,05
Furatiocarbe 1 Carbamato C,sH,6N,O5S 11 0,05
Hexaconazol Fg Triazol C4H7C1L,N;0 U
Hexitiazoxi A Tiazolidinacarboxamida  C;;H,;CIN,O,S U 0,02
Imazalil Fg Imidazol C4H4C1,N,O I 0,05
Imidacloprido 1 Neonicoticéide CyH,(CIN50, 1I 0,02 0,1
Indoxacarbe 1 Oxadiazina C,,H,7CIF;N50;, 1 0,1 0,02
Iprodiona Fg Dicarboximida C3H3CILN;04 I 0,05
Iprovalicarbe Fg Carbamato CsH3N,04 U
Isoproturon H Uréia Cy,H3N,0 11
Isoxaflutol H Isoxazol CsH,FsNO,S. 111
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Formula

Classificacao

Agrotoxico Classe ** Grupo Quimico Molecular W MAPA Al.Codex : Uniﬁt,).
(mg.L'l) tmenta_r;ms Europe_lla
(mg.kg™) (mg.kg™)
Linuron H Uréia CoH;(CL,N,0, I
Malationa 1 Organofosforado CoH1906PS, 11T 0,02
Metalaxil Fg Fenilamida CsH, NOy I 0,05
Metamidofos 1 Organofosforado C,HgNO,PS Ib 0,01 0,02
Metazaclor H Cloroacetamida C4HsCIN;O 111 0,05
Meticonazol Fg Triazol C,7H»,CIN;0 I 0,01
Metidationa 1 Organofosforado C¢H;N,O,PS; Ib 0,02 0,001 0,02
Metissulfutom metil i taIl—)I(’)li 0) Sulfoniluréia C4H5N50¢S U
Metomil 1 Carbamato CsH,(N,0O,S Ib 0,02 0,02 0,02
Mevinfés A/l Organofosforado C;H,504P Ia 0,05
Miclobutanil Fg Triazol CsH;,CIN, 11 0,01 0,01
Monocrotofés 1 Organofosforado C;H4,NOsP Ib
Monolinuron H Uréia CyH,,CIN,O, 111 0,05
Ometoato I Organofosforado CsH;,NO,PS Ib
Oxamil 1 Carbamato C;H3N305S Ib 0,05 0,02
Oxassulfurom H Sulfoniluréia C,7H,sN4O¢S n. e.
Oxifluorfem H Difenil éter C,sH,,CIF;NO, U 0,05
Parationa etilica A/l Organofosforado CoH14NOsPS Ia 0,02 0,05
Pencicuron Fg Feniluréia CoH,,CIN,O U 0,05
Penconazol Fg Traizol C3H;5CILN; 11T 0,01 0,01
Pendimetalina H Dinitroanilina C3H N304 1I 0,05
Picolinafen H Piridinico C19H12F4N202 n.e.
Pimetrozina 1 Triazina CoH;;N50 I 0,01
Piraclostrobina Fg Metoxicarbamto CoH;3CIN;O, n. e. 0,03 0,01
Pirazofés Fg Fosforotiolato C4HN;05PS 11 0,01
Piridaben 1 Organoclorado C9H,5CIN,OS I 0,02
Piridato H Fenilpiridazina C9H»;CIN,O,S 1T 0,05
Pirimetanil Fg Anilinopirimidina CpH;3N; 111 0,01
Pirimicarbe 1 Carbamato C;HsN,O, 1I 0,01 0,05
Pirimifos etil A/l Organofosforado C3H,4N;3;05PS n. e. 0,02
Pirimifés metil A/l Organofosforado C1H,yN;05PS 11 0,05 0,01 0,05
Procloraz Fg Imidazol C5H,6CI5N;0, 11 0,05 0,02
Profam H/R Carbamato C,oH;3sNO, U 0,05
Profenof6s 1 Organofosforado C;H;5BrCIO;PS 11 0,01 0,05
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Formula

Classificacao

Agrotoxico Classe ** Grupo Quimico Molecular W MAPA Al.Codex : EUniﬁ(').
(mg.L'l) tmenta_r;ms urope_lla
(mg.kg™) (mg.kg™)
Propargito Ester sulfito C9H»60,4S 0,1 0,1
Propiconazol Fg Traizol C5H7CILN;0, 1I 0,01 0,01
Propizamida H Benzimidazol C;,H;,CI,NO U 0,01
Propoxur 1 Carbamato C1HsNO; 1I 0,05 0,05
Prossulfuron H Sulfoniluréia CsHgF3N504S n.e.
Quinalfés A/l Organofosforado Ci,H5N,05PS 1T
Tebuconazol Fg Triazol C,6H»,CIN;O 11 0,01 0,05
Tebufenozida 1 Diacilhidrazina C,,HsN,0, 11 0,05
gi]:?(f))ff()) s(;ztfz:zt)ﬂ A/l Organofosforado CgH,,O,P, n. e.
Tiabendazol Fg Benzimidazol CoH7N3S 11T 0,2
Tiacloprido 1 Neonicoticdide CoHoCIN,S 11 0,05 0,03
Tiametoxam 1 Neonicoticéide CgH,(CIN5O3S 11T 0,02
Tifensulfurom metil H Sulfoniluréia CpH5N506S, U
Tiodicarbe 1 Carbamato oxima C,oHsN4O,S5 11
Tiofanato metilico Fg Benzimidazol C,H4N,O,S, U 0,05
Tolilfluanida Fg Fenilsulfamida C1°H13(§122FN202 Ib 0,02
Triadimefon Fg Triazol C4H;4CIN;0O, 1I 0,01 0,01
Triadimenol Fg Traizol C4H3CIN50, I 0,01
Triassulfurom H Sulfoniluréia C4H6CIN5O5S U
Triazofés I/A/N Organofosforado C,HgN305PS Ib 0,01
Triclorfon 1 Organofosforado C,HiCl;0,4P 11 0,1
Tridemorfe Fg Morfolina C,oH3gNO 11 0,05
Trifloxistrobina Fg Oximinoacetato C,oH,9F5N,0, I 0,02 0,01
Triforin Fg Piperazina CoH4CIgN,O, U 0,05
Legenda:

MAPA - Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
LMR - Limite maximo de residuos permitido pela legislacdo

n.e. — ndo estabelecida
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Tabela 11. Identificagdo nominal, classe, grupo quimico, férmula molecular, classificacdo toxicolégica e LMR legislado para os 45 agrotdxicos
selecionados para os estudos de validagcdo da ampliagdo de escopo do método de deteccdo e quantificagdo de residuos de agrotdxicos em leite por LC-

MS/MS, validados por Oliveira (2011)
LMR
Codex Uniao

Alimentarius Européia
(mg.kg") kg

Agrotoxico Classe ** Grupo Quimico Loty i engy

Molecular

Alacloro
Aletrina
Ametrina
Avermectina Bla
Bitertanol
Buprofenzina
Cadusafés
Carpropamida
Cialofope Butil
Ciflufenamida
Cipermetrina
Clofentezina
Clortiof6s
Dicrotofés
Diflufenicam
Dimetoato
Dimetomorfe
Diurom
Dodemorfe
Epoxiconazol

Etiofencarbe sulfona

Etiofencarbe
sulféxido
Etiprole
Fenazaquina
Fenpiroximato
Flazassulfurom
Fluzilazol
Fosfamidona
Metiocarbe

Metiocarbe sulféxido

I/'M
I/'M

I
I/7A
I/A
H
F
I/7A
I/Mo/RA
I/Mo/RA

Cloroacetamida
Piretréide
Triazina
Avermectina
Triazol
Nao classificado
Organofosforado
Ciclopropanocarboxamida
Ariloxifenoxipropionato
Amida
Piretréide
Tetrazina
Osganofosfato
Organofosforado
Carboxamida
Organofosforado
Morfolina
Feniluréia
Morfolina
Triazol
Carbamato

Carbamato

Fenilpirazol
Quinazolina
Pirazolium
Sulfoniluréia
Triazol
Organofosforado
Carbamato
Carbamato

C,4H,(,CINO,
Ci9H203
CoH,,NsS
CygH72014

CoHxN30,

C6H23N30S

CoH230,PS,

CsH;3C3NO

CisH12FNOy4

CyoH7F5N,0,

CpHoCLNO;

C14HgCLNy
C,1H,5CLOsPS,
CsH,(NOSP

CioH,,FsN,O,

C, H,,CINO,

CyH,,CLLN,O
Ci3H3sNO

C,,HyCIFN,0

C,1H,sNO,S

C1HsNO;S

C3HoCpF3N,0S
CyH2,N,0
CoyHy7N304
C3HoF3N5058
C6H,sFoNSi
C1oH,sCINOSP
C1HsNO,S
C1H;5sNSO3

toxicoldgica * MAPA
(mg.L'l)
1T Proibido
11 Proibido
111 Proibido
Ib 10
11T Proibido
11 Proibido
1T Proibido
11 Proibido
1T Proibido
11T Proibido
111 100
11T Proibido
111 Proibido
11 Proibido
1T Proibido
11 Proibido
1T Proibido
11 Proibido
11T Proibido
11T Proibido
11T Proibido
m Proibido
1T Proibido
11 Proibido
1T Proibido
11T Proibido
111 Proibido
11T Proibido
111 Proibido
11 Proibido

Proibido

Proibido
Proibido

Proibido
Proibido
Proibido

Proibido
Proibido



LMR

Agrotéxico Classe ** Grupo Quimico MFgfeIZl:::r t(;igii)llt:});?cgz (’)“ MAPA Ali s : Uniﬁ(’).
(mg.L™) lmenta_rllus Europe_lla
(mg.kg™) (mg.kg™)
/ Metabolito
Metoxifenozida I Diacilhudrazina C,,H3N,05 I Proibido
Nuarimol F Pirimidicna C,7H;,CIEN,O 11T Proibido Proibido
Paclobutrazol F/RC Triazol C5H,CIN;O 11T Proibido
Paraoxon etil Me t;b/(’)li - Organofosforado CoH14NOGP Rl
Piraclof6s I1/N/VD Organofosforado C4H3CIN,O;PS 111 Proibido Proibido
Pirifitalida H Nap classificado C,sH14N,O,S 11 Proibido Proibido
Pirimetamina F Anilinopirimidina C,H5N3 Proibido
Quizalofope p-etil H Ariloxifenoxipropionato CoH;7CIN,O, I Proibido
Sulfotepe 1/A Organofosforado CgH,,O5P>S, 1 Proibido Proibido
Tebufempirade A Pirazolium C,3sH,4CIN;O III Proibido
Temefos 1/SV Organofosforado C16H2006P2S3 11T Proibido Proibido
Terbufos I/N Organofosforado CyH,;0,PS; III Proibido Proibido
Tetraconazol F Triazol C3H;ClL,F4;N;0 111 Proibido
Triciclazol F Triazolobenzotiazol CoH;N;S 1T Proibido Em andlise
Triticonazol F Triazol C,7H,,CIN;O 11T Proibido
Legenda:

MAPA - Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
LMR - Limite mdximo de residuos permitido pela legislacio



4.1.4.1 Preparacao de pools de trabalho

Foram preparadas duas misturas (pools) de agrotéxicos de 100 mL, na concentracdo de 8,0
ng.L"". Uma contendo todos os agrotéxicos listados nas Tabelas 10 e 11, que foi empregada na
andlise das amostras de leite cru refrigerado realizadas neste trabalho. A outra mistura (pool)
contendo apenas os agrotoxcios descritos na Tabela 11, foi empregada nos estudos de validacdo
para ampliacdo do escopo do método.

Para o preparo destes dois pools, transferiu-se o volume adequado de cada solugdo estoque, para
um baldo volumétrico de 100 mL, contendo um pequeno volume de acetonitrila, sendo,
posteriormente, o volume completado com este mesmo solvente. O pool assim obtido foi
armazenado em frascos ambar (tampa contendo batoque de PTFE), com capacidade de 40 mL,
rotulados de forma indelével.

Esses pools foram utilizados para os ensaios de fortificagdo e construgcdo das curvas analiticas
de cada composto através de sua diluicdo, nas concentragdes de 0,5; 1,0, 4,0 e 8,0 ng.L’1
(estabilidade de cerca de trés anos).

Todos os pools foram preparados em acetonitrila e armazenadas em freezer a -20°C. Antes da
utilizagdo dos mesmos, estes foram retiradas do freezer, deixados para atingir a temperatura
ambiente e em seguida, agitados para completa homogeneizagao.

4.1.5 Ensaios de fortificacao e extracio com o Método QuEChERS para avaliacio
da recuperacio

A exatiddo foi investigada por meio da média de recuperacdo obtida para as seis replicatas de
amostras adicionadas em cada nivel de concentracio para os analitos descritos na Tabela 11. Os
critérios adotados para considerar os resultados como satisfatérios foram recuperagdes de 70 %
a 120 % (SANTE, 2015). Este procedimento de fortificagdo foi realizado em seis replicatas (n =
6), para cada nivel de fortificacio, respectivamente, 10 e 100 ug.kg™.

Para tanto, mediu-se 10,00 = 0,01 mL de leite, diretamente em tubos de PTFE com tampa
rosqueada (capacidade de 50 mL), e logo apds, efetuou-se a fortificacdo, utilizando-se
micropipetas calibradas, conforme descrito na Tabela 12.

Tabela 12. Volume de pool a ser adicionado as amostras de leite isentas de residuos
de agrotéxicos a serem empregados nos ensaios de recuperacdo, de acordo com o
nivel de concentracdo desejado e a concentracio do pool

Nivel de Volume
3 - Volume de amostras Conc. do pool o]
fortificacao amostra (mL) (ng/mL) adicionado do
(ng.L™) pool (uL)
10 10 4,0 25
100 10 8,0 125

Ap6s as fortificagdes, os tubos foram tampados e levados ao banho ultrasénico por 10 min. Para
garantir a completa absor¢do dos agrotéxicos pela matriz. Apds este periodo, adicionaram-se,
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utilizando-se um dispenser, 10 mL de acetonitrila contendo 1% de acido acético, em cada tubo,
e apos fechd-los efetuou-se agitacdo em vortex (3000 rpm, 1 min). Em seguida, acrescentaram-
se 4,0g de sulfato de magnésio e 1,0 g de acetato de sddio (cuidou-se para que estes sélidos nao
ficassem nas bordas superiores dos tubos, prejudicando o contato com o liquido). Repetiram-se
as agitacdes, assegurando-se da completa interacdo entre o extrato liquido e os reagentes
sélidos.

Os ensaios foram repetidos mais duas vezes, por pelo menos dois analistas diferentes, a fim de
permitir a determinagdo de precisdo intermedidria e reprodutibilidade do método, totalizando
trés dias de validacdo.

4.1.6 Preparaciao dos extratos para a construc¢io da curva analitica

Para a construcdo da curva analitica foram injetados sete niveis de concentracdo em seis
replicatas cada correspondendo respectivamente a 5,0; 7,5; 10,0; 25; 50; 75 e 100 p g.kg'l.

Foram empregados na construcdo da curva analitica dez extratos brancos obtidos conforme
descrito, exceto pela ndo adi¢io de padrdes antes do procedimento de extracdo.

Todas as solucdes foram preparadas de maneira independente. Aliquotas de 1,00 mL do extrato
branco foram transferidas para microtubos de centrifuga (Ependorf®) de 2,5 mL e evaporadas
até cerca de 0,5 mL utilizando centrifuga de evaporacdo, a uma temperatura nao superior a 35
°C. A cada aliquota foi adicionado o volume requerido de solu¢do padrdo para a obtencdo de
uma curva matrizada (curva na qual os padrdes de agrotoxicos sdo adicionados ao extrato de
matriz isenta de residuos) nos niveis mostrados na Tabela 13. O volume final foi completado
para 1,0 mL com extrato branco de matriz. Todos os niveis foram preparados em seis replicatas,
com duas leituras por nivel, totalizando doze leituras por nivel de concentracdo da curva
analitica.

Tabela 13. Preparo da curva de calibragdo matrizada para
quantificacio de residuos de agrotdxicos em leite

Volume Conc Vol. sol.
Concentraciao final . padrao
1 ~ do pool 0
(ng.L™) solucao (ng/u) adicionada

(mL) (uL)
5,0 1,00 1 50
7,5 1,00 1 75
10,0 1,00 1 100
25,0 1,00 8 31,3
50,0 1,00 8 62,5
75,0 1,00 8 93,8
100,0 1,00 8 125

Fonte: Oliveira (2011)

A qualidade do ajuste das curvas de calibragdo ao modelo matemdtico da regressdo foi
verificada pela andlise dos residuos e pela aplicacdo na Andlise de Varidncia aos residuos da
regressao.
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O exame dos residuos é fundamental para que se possa avaliar a qualidade do ajuste do modelo
selecionado. Os residuos devem ser os menores possiveis, pois, valores elevados para os
residuos indicam que provavelmente o modelo aplicado para o ajuste da curva analitica ndo é
adequado. No modelo ideal, todas as predi¢des coincidiriam com as respostas observadas e ndo
haveria residuo algum (Sampaio, 2007; Neto et al, 2010).

Segundo Sampaio (2007) e Neto e colaboradores (2010), o método mais empregado para se
avaliar a qualidade do ajuste de um modelo é a Andlise de Variancia (Analysis of Variance -
ANOVA). O teste é feito através do cdlculo da razdo das médias quadréticas, ou seja,

Jaj

(m=p)nm) = e compara-se o valor obtido com o valor de referéncia, Fuvetado = Fm - p); (n -
ep

m); /2, para o nivel de significancia de 5%. Se Feyculado < Fubelado, aceita-se a linearidade, ou seja,

o ajuste do modelo é considerado satisfatério. Caso contrdrio, novo modelo para o ajuste deverd

ser proposto. Por exemplo, ajustes polinomiais.

As tabelas de ANOVA comuns em diversos tipos de estudos estatisticos, e frequentemente
incorporadas nos programas dedicados a regressao e nas folhas de cdlculo que incluem este tipo
de estudos seguem normalmente a organizacdo dos valores indicada na Tabela 14.

Tabela 14. Tabela de ANOVA para o ajuste pelo método dos minimos quadrados, de um modelo linear dos parametros

Fontede |\ € 8raus
variacio de Soma quadratica Média quadratica F
¢ liberdade

SO
A N2 MQ,=—F MQ
Regressdo p-1 SQR = E Zn E j (yz _ y) R p—l F(p—l);(n—p) :_MQI:’

oo |50, =33y 5] o2

m ON — 2 SQfaj _ MQfaj
Falta de m-p SQfaj = Zi Z] (yl — yl) Mquj =— Em—p):(n—m) - Mer

ajuste

Erro puro n-m S er = ZZ" Z’;I (ylj _ yi )2 Vo, SQ_e,,

Total n-1 SQT = Zzﬂ Z};’(}’U - y)z

n;= nimero de repeti¢des do nivel i;

m = ndmero de niveis distintos da varidvel independente;
n = 2n; = nimero total de observagdes ;

p =numero de parametros do modelo.
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4.1.7 Determinacio da incerteza de medicao

Os ensaios de quantifica¢do da incerteza de medi¢do associada a determinacdo/quantificacdo de
cada analito foram realizados pelo tratamento dos dados gerados pelos trés dias de validagao.
Preliminarmente foram levantadas, via diagrama de causa e efeito, ou diagrama de Hishikawa,
Figura 8 (EURACHEMY/CITAC, 2012), as principais fontes de incerteza do método. Baseando-
se nos parametros levantados pelo diagrama de causa e efeito, os dados dos ensaios de validagdo
foram tratados e a incerteza de medi¢do do método determinada para cada agrotéxico
individualmente.

4.2 Amostragem e analise do leite

Neste estudo foram coletadas amostras de leite oriundas das 12 mesorregides do estado de
Minas Gerais, conforme IBGE (Figura 9).
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Figura 8. Diagrama de causa e feito com levantamento das principais fontes de incerteza (a), detalhamento das
fontes de incerteza presentes na dilui¢do dos padrdes (b).



Figura 9. Mesorregides de Minas Gerais de acordo com critérios do IBGE

1 - Campo das Vertentes
2 - Central Mineira
3 - Jequitinhonha
4 - Metropolitana de Belo Horizonte
5- Noroeste de Minas
6 - Norte de Minas
7 - Oeste de Minas
8 - Sul/Sudoeste de Minas
9 - Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba
10 - Vale do Mucuri
11 - Vale do Rio Doce
12 - Zona da Mata

Fonte: SEAPA-MG (2015)

Foi definido, estatisticamente, com base no nimero de detec¢des de residuos de agrotéxicos
estimadas pela andlise de 30 amostras de leite, em um “piloto”, um nimero minimo de 60
amostras de leite por mesorregido.

As amostras foram preparadas, extraidas e analisadas segundo os procedimentos validados
(Oliveira, 2011). O diagrama apresentado da Figura 10 resume a marcha analitica a qual as
amostras foram submetidas nas concentragdes 10 e 100 pg.L"', correspondendo respectivamente
ao limite de quantificacio (LQ) do método e ao maior nivel de concentragdo da curva de
calibracdo.

e Uma amostra controle (branco) isenta de residuos de agrotéxicos constituintes do
método validado.
* Amostras extraidas em duplicata de acordo com a metodologia validada.

Todo o lote de amostras, incluindo a curva de calibrag@o, os brancos e os QCs foram injetados
em ordem aleatdria para evitar possiveis erros oriundos de carry over.
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Figura 10. Marcha analitica do método de extracdo QUEChERS modificado e validado por Oliveira (2011), aplicada
as amostras de leite cru nos estudos de validacdo e de frequéncia de contaminacdo do leite, seguido pela andlise
instrumental no sistema LC-MS/MS
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Todas as violagdes foram confirmadas pela presenca das duas transicdes selecionadas para a
detec¢do e quantificagdo dos agrotéxicos e pela razdo de fons entre a primeira e segunda
transicdes (SATRE, 2015), garantindo assim a identificagdo inequivoca do agrotoxico na
amostra, confirmando sua presenca em casos qualitativos ou, permitindo a quantificacdo onde
aplicdvel.

4.3 Avaliacao de efeito de conservantes as amostras de leite cru sobre os resultados das
analises

As amostras de leite utilizadas neste trabalho foram obtidas do LabUFMG (Laboratério de
Andlise da Qualidade do Leite) da Escola de Veterinaria da UFMG e da Universidade Federal
de Vigosa. Todas as amostras coletadas continham os conservantes, bronopol (2-bromo-
2nitropropano-1,3diol) para amostras destinadas as andlises de composi¢do quimica e de
contagem de células somdticas (CCS) ou azidiol (azida sédica 0,1% e cloranfenicol), para
amostras destinadas a andlise de contagem bacteriana total (CBT). Estes foram adicionados as
amostras, visando manter a integridade das mesmas desde a coleta até sua anélise.

Devido a presenca de conservantes nas amostras, antes de iniciar as andlises de leite cru
refrigerados, foi realizado um pequeno ensaio para determinar se os conservantes adicionados
ao leite teriam alguma influéncia sobre a anélise de residuos.

Para tanto, foram fortificadas 18 amostras de leite cru, obtidas no Laboratério de Produtos de
Origem Animal (POA) do Lanagro-MG, divididas em trés grupos de seis amostras cada. Um
dos grupos foi composto de amostras isentas de residuos de agrotdxicos, grupo controle. Outro
composto por amostras de leite nas quais foi adicionado bronopol e o terceiro grupo, composto
por amostras de leite adicionadas de azidiol. Todas as amostras foram fortificadas no nivel
10ug.L", com o pool de agrotéxicos constituintes do método (Tabelas 10 e 11). As amostras
foram extraidas, de acordo com o fluxograma descrito na Figura 10 e analisadas, por LC-
MS/MS, para a avaliacdo do efeito dos conservantes sobre o método conforme planejamento
descrito na Figura 11.

Figura 11. Planejamento e execugdo do ensaio para avaliacdio dos efeitos dos
conservantes bronopol e azidiol na andlise de residuos de agrotéxicos em leite
empregando o método QUEChERS de extracéo
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4.4 Analise multivariada de correspondéncia multipla

Na anélise estatistica dos dados produzidos neste trabalho foi empregada a técnica de andlise
multivariada de correspondéncia multipla. Os dados foram tratados no software InfoStat (Di
Rienzo et al., 2015), onde foram geradas as tabelas de contribui¢des para Chi-quadrado de cada
variavel e os mapas perceptuais.

Foram selecionadas para a andlise estatistica, além das varidveis mesorregido e frequéncia de
ocorréncia de contaminagdes em relacdo ao nimero de amostras analisadas por mesorregiao,
outras seis varidveis que se julgou terem influéncia na ocorréncia de contaminacdes como:
produto interno bruto (PIB) de cada mesorregido, producio total de leite, nimero de vacas
ordenhadas e média de producdo de leite por vaca/ano por mesorregido. Os dados relativos a
cada uma das varidveis selecionadas foram obtidos da base de dados de IBGE (2014 a, b). Foi
ainda avaliada a influéncia da época de coleta das amostras, se primavera, verdao, outono ou
inverno, sobre a ocorréncia de contaminagdes das amostras de leite cru refrigerado por residuos
de agrotoxicos, por mesorregido do estado de Minas Gerais. As varidveis continuas selecionadas
e seus valores por mesorregido sio apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15. Nimero de amostras de leite cru refrigerado analisadas, valores de PIB, producéo de leite, nimero de
vacas ordenhadas, média de producéo por vaca por mesorregido do estado de Minas Gerais.

, . Média de
Numero de . - Numero de - .
M o~ PIB em mil  Producio de producao de leite
esorregiao amostras q a q vacas
. reais leite (mil L) por vaca
analisadas ordenhadas
(L / vaca / ano)

Noroeste de Minas 84 8.186.137 549.782 262.952 2.091
Norte de Minas 63 16.455.965 397.780 446.693 890
Jequitinhonha 60 5.100.202 154.663 258.258 599
Vale do Mucuri 65 3.508.402 189.177 267.847 706
A TP O W VD 66 63.507.374 2.335.167 1.306.768 1.787
Alto Paranaiba
Central Mineira 62 6.250.294 851.637 398.530 2.137
y&tr"p"““‘m e 112 174508252 645.993 354.026 1.825
Vale do Rio Doce 84 22.437.974 750.554 596.953 1.257
Oeste de Minas 76 15.996.576 742.298 381.831 1.944
Sul/ Sudoeste de 16 49.617.024 1.531.150 906.893 1.688
Minas
LMD aEe 64 7.752.889 357.508 172.408 2.074
Vertentes
Zona da Mata 75 30.230.229 803.456 497.578 1.615

Totais 827 403.551.318  9.309.165 5.850.737 1.591

A estas varidveis, foram adicionadas as frequéncias de contaminacdo por residuos de
agrotoxicos obtidas apds a andlise das amostras de leite cru refrigerado, coletadas para cada uma
das doze mesorregides de Minas Gerais e a época de coleta das amostras.

Para facilitar a andlise, devido ao grande nimero de dados envolvidos e a presenca tanto de
dados continuos quanto categdricos, as varidveis apos tabuladas por amostra/mesorregido foram
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categorizadas de acordo com os critérios definidos nas Tabelas 16 e 17. Os critérios de
categorizagdo foram estabelecidos de maneira a serem o mais equitativo possivel, considerando
o perfil de cada varidvel e seu possivel impacto sobre a andlise. Algumas varidveis foram
divididas em apenas quatro categorias, considerada, a melhor abordagem diante do perfil dos

dados.

Tabela 16. Critérios de categorizagio das varidveis continuas: frequéncia de contaminacdes, PIB e producao de leite

Frequéncia de
contaminacoes em relacao
ao numero de amostras
analisadas por

PIB (mil Reais) Producio de leite (mil L)

mesorregiao
Categorias Critério Categoria Critério Categoria Critério Categoria
- Produgio
Frequéncia MUITO Prod. =< . .
1 f<40% hethen (B0 <6.000.000 BAIXO 200.000 muito baixa
(PMB)
Frequéncia 6.000.000 < 200.000 < ~
2 s f< " fediana PIB < BAIXO Prod =< bl;riiiu(g;;)
v (FMe) 10.000.000 500.000
N 10.000.000 < 500.000 < Produgdo
3 60?0; f< lz‘rlf;llg;r[fll)a PIB < MEDIO Prod =< mediana
? 30.000.000 750.000 (PM)
Frequéncia 30.000.000 < 750.000< Produciio
4 f<80% muito alta PIB ALTO Prod=< 9 da‘?(PE)
(FMAI) <70.000.000 1.000.000
Produgao
s 70.000.000 < MUITO 1.000.000 < muito
PIB ALTO Prod elevada
(PME)

Tabela 17. Critérios de categorizagdo das varidveis continuas: nimero de vacas ordenhadas e média de producdo de leite por

vaca
Numero de vacas ordenhadas Média de producio (leite / vaca / ano)
Categorias Critério Categoria Critério Categoria
1 n° vacas < 200.00 Nﬁrgzirgod(eNV\afg;g“i‘o Média < 750 muito baixa (m_baix)
2 200.003(,)03_8:)8“2‘8 < Nlimero( 1(\:1]2, \(/)a;;ls baixo 750 < Média < 1300 baixa
3 s e = Nﬁme“’(ﬁevvoa;a)s médio 1300 < Média< 1850 Mediana (med)
4 400.02(()) (;On(;’o\é)acas < N limer(() 1\(]1\6/ gzc)as alto 1850 < Média <2400 alta
5 600.000 < 1° vacas Ndmero de vacas muito

alto (NVOma)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao do sistema de deteccio de massas LC-MS/MS para os novos
analitos a serem incluidos no escopo do método

A etapa inicial da infusdo consistiu na determinacao do {on precursor (ion pai) para cada um dos
45 padrdes de agrotdxicos a serem avaliados nos estudo de validagdao da ampliagdo do escopo
do método. Este fon é obtido através da formacdo de um aduto entre a molécula neutra do
agrotéxico e um dos seguintes fons H" ou NH,*, em modo ESI+, gerando uma espécie carregada
de massa igual a massa molecular do agrot6xico somada a massa do fon [M + massa do fon]" ™",
A selecdo do fon precursor foi baseada na intensidade do mesmo em um espectro de massas em
“full scan” obtido no primeiro quadrupolo (Q1). Neste experimento foram estabelecidos os

valores da energia de declusterizacdo (DP) caracteristica de cada composto.

Os ions produzidos pela fragmentacdo do fon precursor no segundo quadrupolo (Q2), ions
produto, foram otimizados em modo semiautomético no qual foram selecionados os cinco fons
mais intensos. Cada um dos fons foi otimizado em relagdo a energia de colisdo (CE) e ao
potencial de saida da célula de colisdo (CXP), que sdo responsdveis pela 6tima fragmentagdo do
fon pai no Q2 e sua posterior passagem pelo terceiro quadrupolo (Q3). Os resultados
experimentais obtidos para os valores de DP, CE e CXP para cada um dos agrotéxicos infudidos

sao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Tempos de retencdo e condigdes instrumentais otimizadas DP, CE e CXP para as transicces MRM (1°
transi¢do/quantificadora e a 2° transi¢ao/qualificadora) utilizadas no desenvolvimento e validagcdo do método

T fon . ’ DP CE (MR1, CXp

Composto Giting e Tipo de ion Ion Produto W) MR2) (MR1,
V) MR?2 (V)

1 Alacloro 5,66 270,11 M + H]* 238,0/162,1 76 (15, 27) (22, 14)

2 Aletrina 8,29 303,1 [M +H]* 135,1/91,1 106 (17,55) (12,8)
3 Ametrina 4,30 228,0 [M + NH,]* 186/116 71 (25, 35) (16, 10)
4 Avermectina Bla 10,56 890,5 [M +H]* 305,27/ 145,1 91 (33, 53) (28, 28)
5 Bitertanol 6,90 338,1 M +H]* 269,1/99 51 (13, 21) (24, 10)
6  Buprofenzina 8,24 306,3 [M +H]* 201,1/116 56 (17, 21) (18, 10)
7  Cadusafds 7,27 271,1 M +H]* 159/215 76 (13, 15) (18, 14)
8  Carpropamida 6,41 333,9 [M +H]* 139/103 81 (25,59) (12, 10)
9  Cialofope Butil 7,51 375,1 M +H]* 256/ 120 61 (23,41) (22, 10)
10  Ciflufenamida 7,13 413,1 M +H]* 2949 /241 56 (21, 31) (26, 22)
11 Cipermetrina 9,64 433,1 [M + NH,]* 190/193 66 (21, 21) (16, 18)

12 Clofentezina 6,92 303,3 M +H]* 137,9/102 21 (21, 53) (12, 8)
13 Clortiofés 8,9 360,9 M +H]* 304,8 /192 86 (23, 39) (28, 16)
14 Dicrotofés 0,71 238,1 M +H]* 112/193 71 (17, 13) (10, 18)
15  Diflufenicam 7,49 395,0 M +H]* 266 /246 141 (31, 51) (24, 22)
16  Dimetoato 0,90 230 [M +H]* 125/198,8 71 (31, 13) (12, 12)
17 Dimetomorfe 4,92 388,1 [M + NH,]* 300,9 / 165,1 66 (29, 43) (26, 14)

18  Diurom 3,11 233,1 M +H]* 71/159,9 81 (23, 35) (8, 14)
19  Dodemorfe 10,77 281,7 M +H]* 116,1 /98,1 51 (29, 35) (10, 10)
20  Epoxiconazol 5,6 330,5 [M + NH,]* 1217101 66 (27, 65) (10, 100
21  Etiofencarbe sulfona 0,75 275,0 M +H]* 107 /201 51 (29, 15) (10, 18)
22 Etiofencarbe sulféxido 0,78 242,1 M +H]* 107/ 185 66 (25, 11) (10, 16)
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23 Etiprole 4,47 397,0 M +H]* 350,9 /254,9 156 (29, 47) (30, 22)
24 Fenazaquina 9,71 307,2 M +H]* 57791 66 (37, 87) (14, 34)
25  Fenpiroximato 9,26 4221 M +H]* 366,1/ 135 81 (25,41) (34, 12)
26  Flazassulfurom 1,12 408,1 [M +H]* 182/301 71 (27, 19) (16, 26)
27  Fluzilazol 5,96 316,0 M +H]* 247/ 165,1 86 (37,27) (14, 12)
28  Fosfamidona 1,42 300,0 M +H]* 1277226,9 91 (27, 19) (12, 20)
29  Metiocarbe 4,26 226,1 M + H]* 169,1/121,1 76 (13, 25) (14, 10)
30 Metiocarbe sulféxido 0,80 242,1 M +H]* 185,1/122,1 81 (19, 39) (16, 12)
31 Metoxifenozida 4,99 369,1 M + H]* 149/313,1 71 (14, 28) (22, 14)
32 Nuarimol 4,28 3149 M +H]* 252 /81,1 81 (22, 8) (26, 10)
33  Paclobutrazol 4,79 294,1 M + H]* 70,1/125/70 81 (55,55,57) (6,12,6)
34  Paraoxon etil 2,89 276,0 [M + NH,]* 220/ 174 81 (21, 33) (20, 16)
35  Piraclofds 6,93 361,0 M + H]* 256,9/ 111 111 (31, 81) (24, 10)
36 Pirifitalida 3,39 318,9 [M + NH,]* 139/220,1 96 (37, 33) (12, 40)
37  Pirimetamina 2,17 249,1 M + H]* 176,9 / 198 121 (14, 16) (28, 28)
38  Quizalofope p-etil 7,86 373,0 M +H]* 299 /271 151 (27, 35) (26, 22)
39  Sulfotepe 6,30 322,9 [M + NH,]* 96,9 /171 91 (10, 16) (16, 26)
40  Tebufempirade 8,14 334,1 [M + NH,]* 145,1/117,1 111 (39, 67) 4, 6)
41  Temefds 8,19 466,9 M + H]* 418,97/ 125 86 (25,41) (34, 12)
42 Terrbufés 8,00 288.,9 M +H]* 57,1/103,1 71 (31, 13) (8, 10)
43  Tetraconazol 5,54 371,9 M + H]* 159/ 161 101 (39, 39) (14, 14)
44 Triciclazol 1,17 190,0 M +H]* 163 /136 61 (31, 39) (14, 12)
45  Triticonazol 5,54 318,1 M +H]* 70/69,9 71 (43, 43) 12, 12)

TR: tempo de reteng¢do

MRM: mulitple reaction monitoring
DP: declustering potentila

CE: colision energy

CXP: cone extraction potentila

Os parametros otimizados para as condi¢Oes de operacdo da fonte ESI foram estabelecidos
através do experimento FIA: voltagem do capilar de electrospray (IS) 5500 V; curtain gas 20
psi; gas nebulizador (GS 1) 30 psi; gds auxiliar (GS 2) 30 psi, temperatura da probe de 550 °C e
potencial de entrada (EP) 10 V. O gés de colisdo (CAD) foi otimizado em 8 psi.

O nimero de transi¢des m/z para cada composto deve ser tal que permita a identificagdo
inequivoca do mesmo. A Diretiva 2002/657 (DIRECTIVE 657, 2002) estabelece um sistema de
pontuacdo, quando se emprega a técnica de deteccdo de fons por MRM em espectrometria de
massas, que leva em consideragdo o numero de fons gerados de acordo com a técnica
empregada. Para a LC-MS/MS ¢ atribuido 1,0 ponto para cada fon precursor e 1,5 pontos para
cada fon protudo selecionado. A diretiva estabelece ainda que deve-se atingir um nimero
minimo de 4 pontos de identificag@o para garantir a confiabilidade dos resultados analiticos.

Desta forma, foram selecionados, no minimo, um fon precursor e dois fons produto para cada
um dos compostos estudados. Um niimero maior de transi¢des m/z poderia ser selecionado,
somando mais pontos de identificacdio por agrotéxico, contudo, este procedimento
comprometeria a resolu¢do do sinal jd que o sistema de deteccdo estaria monitorando um
nimero elevado de transices em um pequeno intervalo de tempo. Assim, a escolha de duas
transi¢des derivadas de um fon precursor permite otimizar o sistema de detec¢do de massas e a
resolucao dos sinais.
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5.2 Extensao de escopo e validacao dos novos analitos incluidos no método

Ap6s o estabelecimento das condi¢des de detecgdo pelo espectrdmetro de massas, foram iniciados
os trabalhos de ampliacdo do escopo da metodologia analitica com a utilizacdo do pool de
trabalho contendo todos os analitos listados na Tabela 18.

Os resultados obtidos em cada uma das etapas de validacdo serdo discutidos nos itens
subsequentes. Todo o tratamento estatistico dos dados oriundos dos experimentos de validacao foi
realizado em planilha do Excel® desenvolvida para este fim.

A avaliacdo dos parametros de desempenho estudados durante a validacio, descritos na Tabela 8,
bem como a breve descri¢do dos critérios de aceitabilidade destes sdo resumidos na Tabela 19. Os
critérios de aceitabilidade para os parametros avaliados foram os mesmos estabelecidos por

Oliveira (2011) na validacdo original do método.

Tabela 19. Parametros (figuras de mérito) avaliados na validacdo da extensdo de escopo do método validado por
Oliveira (2011), critérios de aceitabilidade e resumo dos resultados dos ensaios de validacdo

Parametro
(figura de Critérios de aceitabilidade Resultados
mérito)
Auséncia de sinais provenientes de compostos Para todos os agrotéxicos estudos ndo
o interferentes da matriz no mesmo tempo de houve interferentes co-eluindo com as
Especificidade / - . . . . .
A retengdo dos analitos, considerando as respectivas  transi¢des selecionadas e obteve-se
Seletividade A P P ~ .
transi¢des m/z, e razdo sinal/ruido (S/R) > 3:1 para razdo S/R > 3:1 no menor nivel
as duas transi¢des monitoradas. calibrado.
Apresentar ajuste e regressdo significativos para o
. . modelo definido, apds eliminacdo de outliers, Todos os analitos validados satisfi-
Linearidade L p - 2 Lo
aplicacdo de ANOVA aos residuos da regressdo e zeram os critérios de aceitabilidade.
valor de R? adequado de acordo com teste especifico.
.. - Todas as amostras satisfizeram os
.. Transi¢oes devem apresentar razdo S/R > 3:1 e, nos L. . -
Limite de .. . _ o requisitos no nivel de concentragio 5,0
~ niveis de calibracdo de 5,0 e 7,5 pg.L” ndo pode -1 . . .
deteccao (LD) . o ug.L™. Assim foi estabelecido o LD =
haver falso negativo ou falso positivo. 1
5,0 pg. L™
Menor concentracdo na qual é possivel detectar e o
. . . . ~ As amostras que satisfizeram os
Limite de quantificar o analito com recuperagdes dentro da requisitos para validacio no método
quantificacao faixa de 70 a 120% e CV% < 20%. Os ensaios foram quistios p ¢
. ..~ quantitativo, apresentaram LQ = 10,0
(LQ) realizados usando o mesmo LQ da validacdo L
original. He-L
Precisio Apresentar CV% < 20% nos ensaios de recuperagdo, Todos os analitos validados no método
5 el . para a transicdo de quantificagdo, ao final dos trés quantitativo, apresentaram precisdo sa-
intermediaria . . PSP
dias de ensaio. tisfatoria (Tabela 20).
Atingir recuperacdes dentro do intervalo de 70 a R RGO G
Exatidao £ perag Rec% encontram-se dentro do intervalo

Incerteza de
medicao

120%.

Estimativa da incerteza de medicdo, para a incerteza
expandida U(%) < 50%.

estabelecido (Tabela 20).

A maioria dos analitos satisfez o
critério de aceitabilidade (Tabela 20).

5.2.1 Avaliacao da seletividade / especificidade do método

A seletividade/especificidade do método para determinacdo de residuos de agrotdxicos em leite
foi avaliada através da anédlise dos cromatograma obtidos para amostras controle (isentas de
residuos de agrotoxicos), denominadas brancos de matriz e amostras da curva de calibracdo na
concentracio de 5,0 mg.L"' (5 pgL"). As Figuras 12 e 13 apresentam os cromatogramas, das
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transi¢des de quantificagio e qualificacio, obtidos para os brancos e o nivel 5 ug.L"' da curva de
calibracdo, para os agrotéxicos ametrina e nuarimol, durante os ensaios de validagdo da
ampliacdo de escopo do método.

Figura 12. Cromatogramas das transi¢des de quantificagdo e qualificagdo do analito ametrina, nos brancos e nivel
Sug.L”! da curva de calibracio obtidos dos ensaios de validagio da ampliagio do escopo do método para
determinacdo e quantificacdo de residuos de agrotéxicos em leite

Branca de matriz - 2 - Ametrina 1 [Blank] 228..  Branco dematriz - 2 - Ametrina 2 (Blank] 228...
Area 66633, RT: 4.43 min, Conc.:< 0 Area 3.720e2 RT: 472 min, Conc.:< 0
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Figura 13. Cromatogramas das transi¢des de quantificacio e qualificacdo do analito nuarimol, nos brancos e nivel
5ug.L”' da curva de calibracio obtidos dos ensaios de validagio da ampliacio do escopo do método para
determinacdo e quantificacio de residuos de agrotéxicos em leite
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método € capaz de discriminar entre os agrotoxicos analisados e substincias andlogas (produtos
de degradagdo, componentes da matriz, isdbaros e componentes que possam gerar interferéncia
poliatbmica), ndo apresentando sinais de intensidade significativa nas amostras de brancos de
matriz destes agrotoxicos para as duas transicdes estudadas - a de quantificagdo e a de
qualificagdo - e razdo sinal ruido superior a 3:1 para as amostras do nivel 5 ug.L"' da curva de

calibracao.
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5.2.2 Avaliacio da linearidade e das curvas de calibracao

As Figuras 14 e 15 apresentam os resultados dos testes de qualidade do ajuste realizados
automaticamente pela planilha de Excel® desenvolvida pelo autor, no Laboratério de Pesticidas
do Lanagro-MG, para os agrotdxicos ametrina e nuarimol, aplicados aos dados de validacdo da
ampliacdo de escopo do método para determinagdo e quantificagdo de residuos de agrotéxicos em
leite.

Figura 14. Imagem em print screen do teste de qualidade do ajuste da regressdo realizado pela
planilha de validacdio, para o agrotéxico ametrina, nos ensaios de validagdo do método de
determinacdo e quantificacdio de residuos de agrotdxicos em leite

ANOVA DA REGRESSAO

Fonte de variaga Grau de liberdad SQ mMa Fteste Feritico
Regresséo 1 9,0404E+14 9.0404E+14 43461931 4.,1960
Residuos 28 5.8242E+12 2.0801E+11

Falta de ajuste 3 4.6012E+11 1,5004E+11 0,7259 2,9752
Erro puro 26 5 3T41E+12 2 0670E+11

Total 29 9,0986E+14

Qualidade do ajuste: Ajuste significativo
Significdncia da regresséo: Regressao significativa

Teste t para o Coeficiente de Correlagao

teritico = 1,701 t teste = 65,9257

R | Adequado

Figura 15. Imagem em print screen do teste de qualidade do ajuste da regressdo realizado pela
planilha de valida¢do, para o agrotdxico nuarimol, nos ensaios de validagdo do método de
determinacdo e quantificacéio de residuos de agrotdxicos em leite

ANOVA DA REGRESSAO

Fonte de variaga Grau de liberdad S0 (] Fiogin Fortion
Regressdo 1 1,7612E+12 1,76812E+12 8705,3850 4 1550
Residuos 28 7, 3545E+09 2 6268E+08

Falta de ajuste 3 1,3278E+08 4 4254E+07 0,1553 28752
Erro puro 26 7 2Z21TE+09 2 TTTSE+03

Total 29 1,76E6E+12

Cualidade do ajuste: Ajuste significativo
Significincia da regressio: Regressio significativa

Teste t para o Coeficiente de Correlagiao

teritico = 1,701 tomge = 81,8864

R* | Adequado |

Nas Figuras 14 e 15, observa-se que tanto para a ametrina quanto para o nuarimol o resultado do
teste de qualidade do ajuste foi satisfatério, sendo que ambos os agrotdxicos apresentaram
regressdo e qualidade do ajuste significativos, indicado que o modelo escolhido, minimos
quadrados ponderados por 1/x (aplicado quando os residuos da regressdo sdo heterocedastico)
para ametrina e minimos quadrados ordindrios (aplicado para residuos da regressdo
homocedasticos) para nuarimol foram adequados aos dados obtidos experimentalmente, ndo
havendo portanto, necessidade de se buscar um modelo de ordem superior (quadrético, por
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exemplo) para o ajuste da curva de calibragdo. Ainda, para ambos os agrotdxicos, o valor do
coeficiente de correlagdo foi adequado de acordo com a estatistica ¢ de Student aplicada a este
parametro, resultado que corrobora a significancia da regressao e a qualidade do ajuste do modelo
aos dados experimentais.

A seguir sdo apresentadas a curvas de calibracdo obtidas do ajuste linear pelos métodos dos
minimos quadrados ponderado por 1/x, para ametrina (Figura 16) e ordindrios, para nuarimol
(Figura 17). Observando o grafico da Figura 16, é possivel perceber que os residuos da regressao
apresentam dispersdo crescente ao longo da curva, caracterizando um perfil de dados
heterocedastico, para os quais foi aplicado o modelo de juste ponderado. J4 na Figura 17, nota-se
que os residuos apresentam, aproximadamente a mesma dispersdo ao longo de toda a faixa de
concentragdes, indicando, claramente, que os dados apresentam um perfil homocedastico.
Podendo, portanto, ser aplicado o ajuste linear pelo método dos minimos quadrados ordindrios
sem comprometimento da qualidade do ajuste (Figura 13).

Figura 16. Gréfico do ajuste linear pelo método dos minimos quadrados ponderado por 1/x para o
agrotoxico ametrina, obtido nos ensaios de validacdo do método de deteccdo e quantificacdo de
residuos de agrotéxicos em leite
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Figura 17. Grifico do ajuste linear pelo método dos minimos quadrados ordindrios para o
agrotéxico nuarimol, obtido nos ensaios de valida¢cdo do método de detec¢do e quantificacdo de
residuos de agrotéxicos em leite
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Os estudos de precisdo intermedidria (neste caso, o termo é mais adequado que precisdo, pois, ndo
houve comparacdo com outro laboratério) foram realizados em trés dias distintos por dois
analistas diferentes INMETRO, 2009). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 20.

Tabela 20. Recuperacdes médias (%, n=6), coeficientes de variacdo (CV%), incerteza expandida, limites de
deteccdo e limites de quantificacdo do método para cada agrotdxico

Agrotéxicos/nivel 10 pg.L” 100 pg. L LD LQ

de concentracio Média CV (%) U(%) Média CV (%) U (%) pe.L! pe.L!
Alacloro 97,9 8,1 24,4 101,7 9,8 18,0 5,0 10,0
Aletrina 97,5 13,3 30,0 102,1 15,8 19,5 5,0 10,0
Ametrina 100,1 9,6 18,3 99,3 7,2 15,3 5,0 10,0
Avermectina Bla 103,4 6,3 37,7 104,1 8,2 20,3 5,0 10,0
Bitertanol 101,2 17,5 46,4 95,7 14,5 30,0 5,0 10,0
Buprofenzina 100,4 9,3 23,6 103,7 8,5 15,9 5,0 10,0
Cadusafés 77,3 11,9 74,7 68,3 29,2 39,5 5,0 -
Carpropamida 94,6 16,4 30,1 93,9 14,2 234 5,0 10,0
Cialofope Butil 95,2 8,5 44.9 94,8 14,7 24,6 5,0 10,0
Ciflufenamida 96,1 12,8 274 105.,4 17,2 19,0 5,0 10,0
Cipermetrina 75,8 10,6 45,0 81,9 19,8 23,8 5,0 10,0
Clofentezina 101,1 9,5 22,0 97,0 7,7 16,4 5,0 10,0
Clortiofés 100,6 8,4 35,2 103,9 13,5 21,6 5,0 10,0
Dicrotofés 97,4 10,8 379 104,8 15,7 29,3 5,0 10,0
Diflufenicam 104,2 10,5 27.5 104,4 14,9 18,9 5,0 10,0
Dimetoato 41,3 25,7 32,5 36,9 5,0 -
Dimetomorfe 102,8 73 18,9 100,6 8,7 15,9 5,0 10,0
Diurom 206,0 886,7 92,3 132,3 5,0 -
Dodemorfe 100,9 15,9 30,9 104,2 16,3 19,9 5,0 10,0
Epoxiconazol 103,1 12,7 31,1 92,9 14,4 18,8 5,0 10,0
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-1 -1
Agrotoxicos/nivel 10 pg.L 100 pg.L LD LQ
de concentracao Média CV (%) U (%) Média CV (%) U(%) hgL’ pgL’

Etiofencarbe 92,0 18,7 36,0 98,7 12,3 19,5 5,0 10,0
sulfona

Etiofencarbe 93,0 13,8 26,9 88,1 10,7 17,6 5,0 10,0
sulfoxido

Etiprole 93,2 144 27,9 88,4 10,7 19,6 5,0 10,0
Fenazaquina 98,3 10,3 22,4 101,3 17,0 18,6 5,0 10,0
Fenpiroximato 99,8 9,8 31,7 98,7 10,1 18,4 5,0 10,0
Flazassulfurom 96,0 8,7 20,5 94,0 7.4 14,8 5,0 10,0
Fluzilazol 99,1 14,0 25,0 96,1 9,9 17,6 5,0 10,0
Fosfamidona 98,7 8,4 23,0 100,9 10,8 17,7 5,0 10,0
Metiocarbe 92,2 15,2 28,0 96,3 18,9 19,9 5,0 10,0
Metiocarbe 99,7 21,9 37,7 96,2 13,1 29,2 5,0 10,0
sulfoxido

Metoxifenozida 99,3 12,2 24,9 99,4 9,9 16,1 5,0 10,0
Nuarimol 100,9 10,5 23,7 103,4 7,2 17,2 5,0 10,0
Paclobutrazol 66,0 18,6 58,3 70,4 19,9 35,8 5,0 10,0
Paraoxon etil 102,8 16,7 353 94.6 15,3 21,2 5,0 10,0
Piraclofés 101,5 5,6 24,0 100,0 9,2 17,0 5,0 10,0
Pirifitalida 101,4 12,8 42,6 99,5 9,9 22,1 5,0 10,0
Pirimetamina 101,4 12,3 32,8 100,6 10,6 20,5 5,0 10,0
Quizalofope p-etil 97,2 6,6 36,4 92,2 5,8 18,7 5,0 10,0
Sulfotepe 97,1 11,9 36,2 92,0 10,7 21,2 5,0 10,0
Tebufempirade 97,9 7,6 31,1 93,3 7,8 18,7 5,0 10,0
Temefés 89,7 19,1 31,1 93,6 14,7 20,1 5,0 10,0
Terbufés 98,9 10,6 22,9 101,7 9,9 15,7 5,0 10,0
Tetraconazol 101,8 7,2 19,1 102,1 7,5 15,8 5,0 10,0
Triciclazol 103,9 52 22,8 101,4 6,2 15,1 5,0 10,0
Triticonazol 96,2 9,5 23,7 100,1 14,0 18,9 5,0 10,0

Os analitos cadusaf6s, dimetoato e diurom nio foram validados para o método quantitativo por
ndo atenderem a pelo menos um dos critérios de aceitabilidade para a precisdo intermedidria,
exatiddo e incerteza expandida do método, conforme estabelecido na Tabela 19.

O analito cadusafés apresentou valor de incerteza expandida superior a 50% para o primeiro
nivel de concentragdo, que corresponde ao LQ do método. Assim ndo pode ser considerado
como validado. Os analitos dimetoato e diurom apresentaram coeficientes de variagdo nos
ensaios de precisdo intermedidria superiores a 20%, além de recuperacdes fora da faixa
estabelecida como aceitavel, desta forma estes analitos ndo foram validados. Os demais 43
analitos foram validados. Elevando o escopo de agrotéxicos analisados pelo método dos
originalmente 154 para 197 agrot6xicos monitorados.

5.3 Amostras analisadas e resultados encontrados
5.3.1 Numero amostral tedrico e amostras efetivamente analisadas
O numero minimo de amostras para a realizacdo deste trabalho foi estabelecido como igual a 60

amostras por mesorregido, o que totalizaria 720 amostras. Este valor foi definido apés a
realizacdo de um ensaio piloto, no qual foram coletadas 30 amostras de cinco mesorregides
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escolhidas aleatoriamente. Foram elas: Metropolitana de BH, Campo das Vertentes, Noroeste de
Minas, Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba e Vale do Rio Doce. As amostras obtidas foram
analisadas pela metodologia validada e os resultados obtidos no ensaio sugeriram uma
frequéncia de contaminagdo de cerca de 10%. Com base nesta frequéncia de contaminacdes fez-
se entdo a estimativa do nimero amostral. O valor definido para “n” amostral permitiria o
emprego de técnicas estatisticas de andlise multivariada com seguranca dada a natureza do

estudo proposto nos objetivos deste trabalho.

Ao longo deste estudo, foram coletadas 1154 amostras. Como demonstrado na Tabela 21,
apenas a mesorregiao do Sul/Sudoeste de Minas ndo atingiu o ntimero de 60 amostras. O
pequeno nimero de amostras obtidas dessa mesorregido foi devido ao fato de o LabUFMG
receber poucas amostras desta regido. Conforme informado pela equipe do laboratério, a
maioria das amostras da regido Sul/Sudoeste de Minas sdo direcionadas para laboratérios de Sao
Paulo. As tentativas de obter amostras desta regido foram infrutiferas e, assim, optou-se por dar
continuidade ao estudo mesmo com um ndmero reduzido de amostras.

Observa-se ainda na Tabela 21 que para algumas mesorregides foram coletadas um ntimero de
amostras superior ao minimo estabelecido. Estes valores sdo explicados pela dindmica de coleta
de amostras inicialmente estabelecida quando do planejamento dos experimentos. Para que o
projeto pudesse ser executado sem contratempos e dentro dos prazos inicialmente planejados, as
amostras seriam coletadas quinzenalmente no LabUFMG. Como o volume de amostras recebido
pelo laboratério é muito grande, ndo haveria condi¢des de manter armazenadas essas amostras
em suas instalacdes. Assim, optou-se por coletar as amostras disponiveis no momento da coleta,
0 que acarretou maior nimero de amostras para algumas mesorregides devido a logisitca de
recebimento de amostras do LabUFMG. Esta estratégia foi estabelecida para que as amostras
pudessem ser coletadas e, o mais breve possivel, submetidas ao processo de extracio e andlise.

Tabela 21. Amostras analisadas por mesorregido e nimero de amostras
que apresentaram pelo menos um tipo de contaminag@o por residuos de

agrotoxicos

Mesorregiao Am(.)stras

analisadas
1 Noroeste de Minas 84
2 Norte de Minas 63
3 Jequitinhonha 60
4 Vale do Mucuri 65
5 Triangulo Mineiro / Alto Paranaiba 66
6 Central Mineira 62
7 Metropolitana de BH 112
8 Vale do Rio Doce 84
9 Oeste de Minas 76
10 Sul/ Sudoeste de Minas 16
11 Campo das Vertentes 64
12 Zona da Mata 75
Totais 827

Das 1154 amostras coletas, 827 foram analisadas e tiveram seus resultados quantificados.
Houve a perda de 327 amostras por duas razdes, ambas de ordem técnica. A primeira, devido a
uma falha de conex@o entre o software empregado para controlar o sistema de cromatografia
liquida acoplado a espectrometria de massas, que levou a perda dos resultados de 154 amostras.
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Com a interrup¢do da transferéncia dos dados adquiridos pelo espectrdmetro de massas para o
computador, ndo foi possivel processar os resultados das andlises. Dada a pequena quantidade
de extratos restante ndo foi possivel executar a reandlise das amostras e uma simples reinjecao
no sistema instrumental poderia comprometer a qualidade dos resultados obtidos. As outras 173
amostras, embora tenham sido submetidas ao processo de extra¢do, ndo foram injetadas no
sistema instrumental, devido a parada de funcionamento do equipamento, por razdes técnicas,
por cerca de trés meses, o que inviabilizou a execu¢do da anélise instrumental das amostras. De
modo andlogo ao que ocorreram com as 154 amostras inicialmente perdidas, ndo foi possivel
armazenar os extratos por um periodo de tempo tao longo.

5.3.2. Avaliacao do efeito da adicao de conservantes as amostras sobre a analise de
residuos de agrotoxicos em leite cru refrigerado

Os resultados obtidos para as recuperagdes nas amostras contendo bronopol e azidiol ficaram
dentro dos valores preconizados para a valida¢do que sdo de 70 a 120% (SANTE, 2015). Para
azidiol foram obtidas recuperagdes entre 75 e 115%, enquanto que para o bronopol as
recuperagdes ficaram na faixa entre 87 e 105%. As recuperagdes obtidas para as amostras de
leite sem aditivos fortificadas ficaram entre 88 e 98%. Estes resultados indicam que nenhum dos
aditivos afeta a andlise de residuos de agrotéxicos em leite, de acordo com a metodologia
validada. Possivelmente, isto se deve a natureza quimica destes que nfo leva a interagdes entre
0s agrotoxicos presentes nas amostras e os aditivos, mantendo assim, a concentracdo dos
residuos inalterada durante a andlise

No entanto, observa-se que os resultados obtidos para as amostras adicionadas de bronopol
encontram-se mais préximos daqueles obtidos para as amostras controle e mais distantes dos
limites de tolerdncia para a recuperacdes experimentais. Assim, optou-se por realizar o estudo,
preferencialmente, com amostras adicionadas de bronopol.

5.3.3 Analise descritiva dos dados

Foram encontrados residuos de agrotéxicos em 347 amostras das 827 analisadas, o que
representa 41,95% de contaminacdo. Destas 347 amostras 27% apresentaram violagdes
confirmadas um nimero superior a quatro vezes o estimado no planejamento inicial, no qual
esperava-se cerca de 10% de contaminagdes. Considerando que em vdarias amostras foram
confirmadas as presencas dos agrotoxicos diclorvds, dimetomorfe, forato, tebufempirade e
triclorfon, todos de uso proibido no Brasil, existe um quadro alarmante no que tange a
seguranca alimentar dos consumidores, principalmente quando se associa a estes ndmeros, a
toxicidade dos agrotdxicos encontrados, devido aos efeitos nocivos que estes podem causar a
satde humana.

Ao se considerar as deteccdes individuais dos residuos, nas amostras contaminadas ocorreram

502 detecgdes. Isto significa que algumas amostras apresentam mais de um contaminante,
conforme demonstrado no gréfico da Figura 18.

Figura 18. Nimero de amostras contaminadas e violadas em fungdo do nimero de residuos de agrotdxicos
encontrados por amostra de leite refrigerado no estado de Minas Gerais

75



250 225

200

150

100 = %3 86

M n2 de amostras
50 2322 6 6
00
o - _
1 2 3 4 5

Numero de agrotoxicos distintos presentes na amostra

A interpretacdo da Figura 18 revela que 122 das 347 amostras contaminadas apresentam dois ou
mais agrotéxicos presentes o que equivale a 35,2%. Ressalta-se o grande nimero de amostras
que apresentam residuos de agrotéxicos acima dos limites midximos permitidos (LMR) pela
legislacdo, que totalizou 218 amostras, 62,8% de violagdes.

Casos preocupantes sdo aqueles para amostras com dois ou mais contaminantes diferentes, para
0s quais o nimero de amostras com violagdo dos limites legais equivale a quase totalidade das
amostras representando 93,4% destas.

As amostras contaminadas que apresentam residuos de apenas um agrotéxico, representam 45%
do total de deteccdes individuais de agrotéxicos, 504 - valor obtido da Figura 18 pelo calculo do
produto do nimero de amostras pelo nimero de agrotéxicos distintos por amostras [(225 x 1) +
93 x2)+ (23 x3) + (6x4)]-e 65,1% das amostras contaminadas. Amostras com deteccao de
dois agrotoxicos também apresentam um percentual significativo, 26,5% das amostras
contaminadas.

Os resultados obtidos indicam, ndo apenas grande nimero de amostras contaminadas, mas
também, de amostras violadas. A presenca de residuos de agrotéxicos nas amostras pode ser
atribuida a diversas fontes, tais como: uso indiscriminado de produtos para o combate a
parasitas que atacam os rebanhos, uso de parasiticidas proibidos para aplicacdo em animais,
alimentos fornecidos aos animais contaminados por agrot6xicos, entre outras.

Um perfil simplificado do nimero de amostras analisadas por mesorregido, do nimero de
detecgdes individuais de agrotoxicos e de amostras violadas é apresentado na Figura 19.

Figura 19. Panorama do niimero de detec¢des individuais de residuos de agrotdxicos e nimero de amostras com
residuos acima do LMR em relagdo ao nimero total de amostras de leite cru refrigerado analisadas por mesorregiao
do estado de Minas Gerais
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Dentre as 12 mesorregides de Minas Gerais analisadas, Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba é a
que apresenta o maior nimero de deteccdes, 92 em 66 amostras analisadas e, também, o maior
nimero de amostras violadas 37. A propor¢do entre o nimero de deteccdes e o nimero de
amostras analisadas claramente indica que existem amostras com duas ou mais contaminagdes
por diferentes agrotoxicos. No entanto, outras regides apresentaram deteccdo de mais de um
agrotdxico por amostra, embora isto ndo fique claramente demostrado na Figura 19.

Em todas as 12 mesorregides de Minas Gerais ocorreram violacdes dos limites legais para a
presenca de residuos de agrotéxicos em leite, estando a presenga de residuos de agrotéxicos
amplamente difundida no estado. Este dado é muito preocupante sob as 6ticas da satide publica
e da seguranga alimentar, pois os consumidores de Minas Gerais estdo expostos a substancias
que podem, dependendo da classe quimica a que pertencem, apresentar elevado potencial de
toxicidade a satide humana. O problema se agrava, no caso do leite, por se tratar de um alimento
fornecido as criangas, que estdo num periodo da vida no qual o organismo € mais suscetivel aos
efeitos danosos dos agrotéxicos e, pelo fato de o tratamento ou processamento do leite ndo
eliminar os residuos de agrotéxicos do produto, conforme demostrado por Abou Donia e
colaboradores (2010), Melgar e colaboradores (2010), Liu e colaboradores (2013) e Bastos e
colaboradores (2015).

A Tabela 22 resume os resultados obtidos para as detec¢des individuais de residuos de
agrotoxicos por mesorregido. Observa-se que somente as mesorregides do Jequitinhonha,
Sul/Sudoeste de Minas e Campo das Vertentes apresentaram apenas um agrotéxico detectado
por amostra contaminada. As demais nove mesorregides apresentaram amostras com pelo
menos dois agrotoxicos distintos detectados.

As mesorregides Metropolitana de BH, Noroeste de Minas e Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba
apresentaram amostras com até quatro agrotoxicos diferentes detectados. Embora estas
representem apenas seis amostras, equivalente a 1,7% das 347 amostras contaminadas (Figura
19) podem indicar uso abusivo e inadequado de agrotéxicos nos animais ou, incidéncia de
fontes de contaminacdes exdgenas a propriedade. Mais investigagdes devem ser realizadas para
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a determinacgdo exata das causas deste elevado nimero de residuos de agrotoxicos nas amostras
destas quatro regides.

Tabela 22. Distribuicdo das detecgdes de residuos de agrotdxicos em relagdo ao niimero de residuos detectados por amostra
para cada uma das doze mesorregides de Minas Gerais

Numero de amostras Total de
a R ~ Total de ~
Nuimero de contaminadas em relacao ao deteccoes
- 2 2 amostras A B
Mesorregiao amostras nimero de residuos detectados . individuais de
q contami- 4
analisadas 1 2 3 4 residuos de
nadas A
agrotoxicos
Noroeste de Minas 84 15 6 4 2 28 47
Norte de Minas 63 26 5 2 - 32 42
Jequitinhonha 60 11 - - - 11 11
Vale do Mucuri 65 22 4 1 - 27 33
Triangulo Mineiro / Alto 66 25 24 5 1 55 92
Paranaiba
Central Mineira 62 23 9 4 - 36 53
Metropolitana de BH 112 20 18 2 2 42 70
Vale do Rio Doce 84 25 6 2 - 33 43
Qeste de Minas 76 28 5 1 - 34 41
Sul / Sudoeste de Minas 16 4 - - - 4 4
Campo das Vertentes 64 6 - - - 6 6
Zona da Mata 75 21 15 3 - 39 60
Totais 827 226 92 24 5 347 502

Outro dado preocupante que se obtém da Tabela 22 diz respeito a regides que apresentam
amostras de leite contendo até trés agrotoxicos detectados por amostra. As contribui¢des
relativas de cada uma das mesorregides no nimero total de detecgdes de residuos de agrotéxicos
sdo mostradas na Figura 20. A simples inspe¢dao visual da figura revela que, apenas trés
mesorregides, Metropolitana de BH, Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba e Vale do Rio Doce, sdao
responsaveis por praticamente 50% de todas as deteccdes obtidas neste trabalho. Enquanto que
as regides Sul/Sudoeste de Minas e Campo das Vertentes representam apenas 2% do total.

Figura 20. Participagdes relativas das diferentes mesorregides no total de detecgdes individuais de agrotéxicos em
amostras de leite refrigeradas do estado de Minas Gerais
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As frequéncias de detec¢des de residuos de agrotdxicos em relacdo ao nimero de amostras de
leite cru refrigerado analisadas por mesorregiao do estado de Minas Gerais (Figura 21), indicam
que a maioria apresenta mais de 50% de frequéncia de deteccdo de residuos nas amostras
coletas nestas regides. Estes dados chamam ainda mais aten¢do se considerarmos que muitas
destas deteccdes resultam em violacdes dos limites estabelecidos pela legislagdo.

Particularmente, em relacdo as mesorregides do Tridngulo Mineiro/Alto Paranaiba maior
produtora de leite de Minas Gerais com mais de 2.3 bilhdes de litros de leite/ano, para um
rebanho de vacas em lactagdo de 1.306.768 animais, Central Mineira com producdo de 0,85
bilhoes de litros de leite/ano e um rebanho de 398.530 vacas ordenhadas e Zona da Mata, com
producao de 0,80 bilhdes de litros de leite/ano para um rebanho de 497.578 vacas ordenhadas
(IBGE, 2014b), observa-se que a frequéncia de detec¢des estd acima de 80%. Estes dados
indicam que, possivelmente, hd utilizacdo em grande quantidade de produtos para o combate de
parasitas. Além da grande quantidade de produtos aplicados no rebanho, a possibilidade de
fontes externas de contaminag¢do, como por exemplo, a pastagem e a racdo fornecidas ao
rebanho, nao pode ser descartada e deve ser investigada.

Figura 21. Frequéncias relativas de detec¢des individuais de residuos de agrotéxicos em leite refrigerado nas
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diferentes mesorregides de Minas Gerais em relagdio ao nimero de amostras analisadas

A Figura 22 apresenta a porcentagem de amostras de leite violadas em relagdo ao nimero total
de amostras analisadas por mesorregido. Identificam-se percentuais de violagdes muito
significativos para as mesorregides do Tridngulo Mineiro/Alto Paranaiba (56,1%) e Central
Mineira (45,2%). Entre as outras dez mesorregides, cinco apresentam percentuais superiores a
25%, ou seja, mais de Y% das amostras analisadas apresentam, pelo menos, uma violagdo.
Apenas a mesorregido de Campo das Vertentes tem menos que dez por cento das amostras de
leite violadas.

Figura 22. Porcentagem de amostras de leite que apresentaram violacdo do limites médximos de residuos
estabelecidos pela legislacdo em relacdio ao nimero de amostras analisadas por mesorregio de Minas Gerais
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Todos os agrotxicos encontrados nas amostras de leite cru refrigerado sdo de moderadamente a
extremamente toxicos, conforme revela a Tabela 23.

Tabela 23. Classificacdo toxicoldgica dos agrotdxicos detectados nas amostras de leite cru refrigerados do estado
de Minas Gerais analisadas, de acordo com a classificagio ONU

Classificacio toxicolégica Agrotoxicos
Extremamente téxicos aldicarbe, dissulfotona, forato e parationa etilica
Altamente téxicos abamectina Bla e tolifluanida

aletrina, benfuracarbe, bifentrina, carbossulfano, clorpirifés, fentiona, fipronil,
piridabem e triclorfon

cipermetrina, ciromazina, deltametirna, dimetomorfe, quincloraque e
tebufempirade.

Moderadamente toxicos

Levemente téxicos

Fonte: WHO (2009)

Dos 197 agrotéxicos avaliados em todas as amostras, foram encontrados residuos de apenas 21
nas 347 amostras contaminadas. Os agrotéxicos encontrados foram aldicarbe (e seu metabolito
aldicarbe sulfoxido), abamectina Bla, aletrina, benfuracarbe, bifentrina, carbossulfano,
cipermetrina, ciromazina, clorpirifés, deltametrina, diclérvés, dissulfotona, fentiona (e seu
metabdlito fentiona sulféxido), fipronil, forato (e seu metabdlito forato sulféxido), parationa
etilica, piridabem, quincloraque, tebufempirade, tolifluanida e triclorfon. Dentre estes ha
agrotéxicos que sdo de uso proibido no Brasil, por ndo apresentarem registro no MAPA (Brasil
2014c) e outros que nem constam na lista de residuos monitorados pelo PNCRC-Animal em
leite (Tabela 7). A presenca de residuos destes compostos no leite pode causar sérios danos a
satde humana, conforme demonstrado na Tabela 23. Os efeitos nocivos causados pela presencga
de residuos destes agrotdxicos no leite vdo deste complicagdes neuroldgicas, distirbios no
aparelho reprodutor até cancer (Margni et al., 2002; Cope et al., 2004; Mezcua et al., 2007;
Landgraf et al., 201; Oliveira , 2011).

A Tabela 24 revela que os agrotéxicos benfuracarbe, diclorvés, dimetomorfe, forato, parationa
etilica, tebufempirade e triclorfon sdo de uso proibido no Brasil, de acordo com a ANVISA que
¢ o o6rgdo responsdvel pelo estabelecimento dos LMRs destas substincias no pais. Ressalta-se
que, o agrotéxico parationa etilica é de uso proibido segundo a ANVISA, ja que ndo possui
LMR definido para nehuma cultura mas, permitido pelo MAPA, que € o 6rgdo responsdvel pelo
registro destes produtos no Brasil, até 2014 (Tabela 7).

Dente os agrotéxicos encontrados nas amostras de leite existem aqueles que, embora permitidos

no Brasil, sdo de uso exclusivamente agricola ou de uso agricola e domissanitario, de acordo
com a ANVISA. Estes dados chamam atencdo para o fato de que estd ocorrendo a entrada, no
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pais, de produtos de uso proibido no Brasil. E estes estdo contaminando o leite, por fontes de
contaminacdo ainda desconhecidas. Outra observa¢do importante que se pode fazer sobre os
dados apresentados na Tabela 24 é a deteccdo de inseticidas e acaricidas para os quais a
presenca de residuos em leite € proibida pelo MAPA (Brasil, 2015a).

Chama ainda a atenc@o a amplitude de concentragdes encontrada para os agrotoxicos presentes
nas amostras de leite. Para clorpirifds, as concentragdes obtidas variam de 10 a 106 pug.L™". Para
este agrotoxico toda a faixa de contracdes determinada representa violacio do LMR legislado.
Foram identificadas 47 violacdes em dez das 12 mesorregidoes. Apenas as mesorregioes do
Jequitinhonha e Sul/Sudoeste de Minas nio apresentaram violagdes pela presenca de residuos de
clorpirifés. A grande maioria das violagdes por este agrotdxico concentra-se nas mesorregides
do Vale do Mucuri e Tridngulo Mineiro/Alto Paranaiba.

Tabela 24. Agrotéxicos detectados nas amostras de leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais, sua classe, LMRS
definidos pelos 6rgao de fiscalizagdo, amplitude de concentra¢des encontradas e status em relacdo ao registro na ANVISA

Amplitude de Situacao das monografias
LG concentracio d rotoxicos junta a
Agrotoxico Classe PNCRC- N 0§ agrotoxicos junta a
Animal (ug.L") encontrada na ANVISA
mmat (ig. amostra (ug.I”” (Brasil, 2015 b)
1 Aldicarbe Inseticida, gcgnclda © 10,0 102127 Apenas uso agricola
nematicida autorizado.
2 Aletrina Inseticida PROIBIDO ID<C<p  Usoagricolae domissanitirio
autorizados
3 Abamectina Bla Acaricida, 1p§etlclda € 10,0 10218 Usos agrlcola‘e nao agricola
nematicida autorizados
4 Benfuracarbe Inseticida PROIBIDO LD<C<LQ PROIBIDO
5 Bifentrina Inseticida, .fo.rrm(nda € PROIBIDO LD<C<LQ Usos agrlcola‘e ndo agricola
acaricida autorizados
6 Carbossulfano Acaricida, 1p§etlclda e PROIBIDO LD <C<LQ Apenas uso agricola
nematicida autorizado
7 Cipermetrina Inseticida e formicida 100,0 10a 138 Usos agrlcola‘e ndo agricola
autorizados
8 Ciromazina Inseticida PROIBIDO 10 a 38. Uso agricola ° domissanitdrio
autorizados.
9 Clorpirifos Acaricida, {n§etlclda @ 10,0 102106 Usos‘agrlc‘o%a‘, nao ag‘rlcola e
formicida domissanitario autorizados.
10  Deltametrina Inseticida e formicida 30,0 ID<C<LQ  Usosagricolae ndo agricola
autorizados
11  Diclorvés Inseticida e acaricida PROIBIDO 26 PROIBIDO
12 Dimetomorfe Fungicida PROIBIDO LD<C<LQ PROIBIDO
13 Dissulfotona Inseticida, ‘ac‘:arlclda e PROIBIDO ILD<C<22 Apenas uso agricola
fungicida autorizado
14  Fentiona Inse‘tl(‘:lda, forrr‘n(.:lc.ia, PROIBIDO LD <C<28 Usos agrlcola‘e nio agricola
acaricida e cupinicida autorizados
15 Fipronil Insetlcldaj fomu01da @ PROIBIDO LD <C<21 Usos‘agrlc‘o%a‘, nao ag‘rlcola e
cupinicida domissanitario autorizados.
16  Forato Inseticida, acaricidae — pp rpipQ LD<C<LQ PROIBIDO
nematicida
17  Parationa etilica Inseticida e acaricida 20,0 12 a27 PROIBIDO
18 Piridabem Acaricida e inseticida ~ PROIBIDO LD <C<LQ Apenas uso agticola
autorizado
19  Quincloraque Herbicida PROIBIDO LD<C<LQ s Uso agricola
autorizado
20  Tebufempirade Acaricida PROIBIDO LD<C<107 PROIBIDO
21 Tolilfluanida Fungicida PROIBIDO LD<C<LQ Apenas uso agricola

autorizado
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Amplitude de Situacao das monografias

LMR do ~ PP 5
Agrotéxico Classe PNCRC- concentrggao dos agrotoxicos junta a
Animal (},lg.L'l) encontrada n:ll ANVISA
amostra (ug.1” (Brasil, 2015 b)
Insetivida e
22 Triclorfon substincia de uso PROIBIDO LD<C<10 PROIBIDO

veterinario

Fonte: Brasil (2014b ¢ 2015b)

LD < C < LQ indica que o residuo foi detectado, mas ndo quantificado

Caso semelhante ocorre com aldicarbe, para o qual a faixa de concentragdes determinadas varia
de 10 a 127 pg.L" e foram identificadas dez violagdes, com destaque para a regido da Zona da
Mata onde uma amostra apresentou concentracio de residuo de 127 pg.L", resultado cerca de
13 vezes acima do LMR estabelecido no PNCRC-Animal (Brasil, 2014b e 2015b).
Considerando que nesta regido o aldicarbe foi detectado em cinco amostras, tem-se um
percentual de 60% de violacdes. Para cipermetrina, as concentracdes encontradas nas amostras
de leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais variam de 10 a 138 pg.L"', Embora tenham
sido encontradas concentragdes elevadas, o nimero de violacdes foi baixo, apenas trés, pois que
o LMR estabelecido na legislagio é de 100 pg.L™",

Todas as detec¢des de analitos para os quais a presenga de residuos de agrotéxicos € definida
como proibida constituem violagdes e, em andlises de monitoramento de residuos de
agrotéxicos devem ser, inequivocamente confirmadas e comunicadas imediatamente ao MAPA.
Para os agrotéxicos para os quais hd LMR estabelecido na legislacdo, as violagdes podem ou
ndo ocorrer, dependendo da concentragdo destes na amostra. Nos anexos, ao final deste
trabalho, sdo apresentados os resultados para todas as amostras de leite das doze mesorregides
do estado de Minas Gerais para as quais houve detec¢do e/ou quantificagdo de residuos de
agrotxicos.

A Figura 23 apresenta um panorama dos agrotdxicos detectados nas amostras de leite cru
refrigerado do estado de Minas Gerais em relagdo ao nimero total de ocorréncias destes
agrotéxicos nas amostras. Percebe-se claramente que o maior ndmero de detec¢es ocorreu para
bifentrina e cipermetrina, ambos piretréides, e clorpirifés, um organofosforado. Estes trés
produtos sdo de uso tanto agricola, quanto veterindrio, no combate a parasitas. No entanto, de
acordo com o PNCRC-Animal (Brasil 2014b; Brasil 2015b), a presenca de residuos de
bifentrina no leite é proibida.

Felizmente, o nimero de detec¢gdes dos agrotéxicos: benfuracarbe (1), diclorvés (1), triclorfon
(2), dimetomorfe (3) e forato (5), todos de uso proibido no Brasil, foi pequeno. No entanto,
parationa etilica e tebufempirade apresentaram 11 deteccdes cada um, um ndmero preocupante,
pois juntos representam 4,38% de frequéncia, praticamente a metade da frequéncia estimada no
experimento piloto deste trabalho. Também, observa-se elevado nimero de detec¢des para
aletrina (26), dissulfotona (13) fentiona (11) e fipronil (14), todos proibidos no leite pelo MAPA
(Brasil 2014b; Brasil 2015b).

Figura 23. Nimero de contaminagdes por residuos de agrotéxicos encontrados em amostras de leite cru refrigerado
do estado de Minas Gerais, por agrotéxico detectado no estudo
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Nas Tabelas 25 e 26 sdo apresentados os nimeros de amostras contaminadas em relacdo a cada
agrotoxico detectado por mesorregido de Minas Gerais. Foi possivel observar que
contaminacdes por bifentrina apareceram mais frequentemente nas mesorregides Norte de
Minas, Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, Central Mineira e Metropolitana de BH. Residuos de
cipermetrina por sua vez, foram mais frequentemente observados nas mesmas mesorregioes,
além da Zona da Mata, e residuos de clorpirifés ocorreram com maior frequéncia nas
mesorregides Vale do Mucuri, Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, Central Mineira,
Metropolitana de BH e Zona da Mata.

Tabela 25. Nimero de contaminacdes por residuos de agrotdxicos, por tipo de contaminante em amostras de leite cru
refrigerado para as mesorregides de Noroeste de Minas, Norte de Minas, Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Tridngulo
Mineiro/Alto Paranaiba e Central Mineira

Mesorregioes Triangulo
Noroeste Norte de Jequitinho Vale do Mineiro/ Central
Agrotéxicos de Minas Minas nha Mucuri Alto Mineira
encontrados Paranaiba
z::llgi)c;r;: + aldicarbe 1 3 __ ’ ) 1
Abamectina Bla - - - 1 1 -
Aletrina 9 6 -- 2 = 2
Benfuracarbe - - -- - - -
Bifentrina 9 13 -- 8 26 13
Carbossulfano -- - - - 1 -
Cipermetrina 8 17 -- -- 24 16
Clorpirifés 8 3 - 18 24 11
Deltametrina = == = - - -
Diclorvés -- - - - - 1
Dimetomorfe 3 - = = - -
Dissulfotona -- - - - 6 3
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Mesorregioes Triangulo
o Noroeste Norte de Jequitinho Vale do Mineiro/ Central
Agrotoxicos de Minas Minas nha Mucuri Alto Mineira
encontrados Paranaiba
Fentiona + fentiona
s 3 -- - -- 2 1
sulféxido
Fipronil -- -- -- 2 3 1
Forato + forato sulféxido 4 - == - 1 -
Parationa etilica -- - 3 - - _
Piridabem -- = == = - 1
Quincloraque -- - - - - -
Tebufempirade 3 = == = 2 -
Tolilfluanida - - - - - 3
Triclorfon == == - - - -

Tabela 26. Nimero de contaminagdes por residuos de agrotdxicos, por tipo de contaminante em amostras de leite
cru refrigerado para as mesorregides Metropolitana de BH, Vale do Rio Doce, Oeste de Minas, Sul / Sudoeste de

Minas, Campo das Vertentes e Zona da Mata

Mesorregioes

Metropolitana  Vale do QOeste de  Sul/Sudoeste C?;:Spo Zona da
Agrotoxicos de BH Rio Doce Minas de Minas Mata
Vertentes
encontrados

Aldicarbe + aldicarbe

P -- 1 2 = = 5
sulfoxido
Aletrina -- -- 5 - - 2
Abamectina Bla 1 5 2 - - 5
Benfuracarbe 1 - - - - -
Bifentrina 16 3 15 1 3 8
Carbossulfano 2 - - - - -
Cipermetrina 25 11 9 -- 1 16
Ciromazina -- 1 - - - -
Clorpirifés 20 6 4 -- 2 14
Deltametrina 3 - - - - -
Diclorvés == - - - - -
Dimetomorfe - - - - - -
Dissulfotona 1 1 = == = 2
Fentiona + fentiona

- -- 3 -- -- - 2
sulfoxido
Fipronil -- 1 3 1 -- 3
Forato + forato _ B 3 3 3 B
sulfoxido
Parationa etilica - 8 = - - -
Piridabem - - - - - -
Quincloraque -- 1 == = - -
Tebufempirade 1 - 1 - - 4
Tolilfluanida = = - _ - -
Triclorfon -- 2 - - - -
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Residuos de benfuracarbe e diclorvés foram encontrados apenas nas mesorregioes
Metropolitana de BH e Central Mineira, respectivamente. Triclorfon foi encontrado apenas da
mesorregido do Vale do Rio Doce; de forma andloga as deteccdes de dimetomorfe que estdo
concentradas em uma tnica mesorregido, a Noroeste de Minas. Forato teve residuos detectados
nas amostras de leitre cru refrigerado das regides Noroeste de Minas e Triangulo Mineiro/Alto
Paranaiba.

Mesmo que grande parte das violagdes encontradas tenha ocorrido em niveis muito baixos,
acima do limite de detec¢@o, porém abaixo do limite de quantificagio do método, ndo sendo
portanto, possivel calcular a concentragdo dos residuos presentes nas amostras, a simples
deteccao e confirmagdo da presenca de agrotéxicos definidos como proibidos constitui violagdo
grave. E, muitas vezes, encontrar um agrotoxico proibido em uma amostra constitui um
problema mais sério do que encontrar analitos que possuem LMRs definidos pela legislagao
brasileira em niveis de concentragdo quantificdveis, mesmo que violados. Pois a presenga de
residuos de agrotoxicos proibidos nas amostras de leite pode indicar que estes produtos estdo
entrando no Brasil pelas das fronteiras do pais via contrabando o que constitui crime perante a
lei. E talvez, estejam chegando ao produtor ou sendo aplicados em algum momento na cadeia
produtiva do leite, gerando residuos no leite e colocando em risco a saide dos consumidores.

A andlise conjunta destes dados revela a fragilidade e as dificuldades que o sistema de
monitoramento e fiscalizacdo do emprego destas substincias enfrenta. Sem o aprimoramento
continuo do sistema de vigilancia, trabalho integrado das esferas federal, estadual e municipal,
com ag¢des de conscientizagdo, capacitacdo e puni¢cdo quando aplicdveis, a garantia da seguranca
da inocuidade do leite que chega aos consumidores de Minas Gerais, em relagcdo a presenca de
residuos de agrotdxicos, estard seriamente comprometida.

5.3.4 Analise multivariada de correspondéncia miltipla aplicada aos resultados
das analises das amostras de leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais

Ap6s categorizacdo das varidveis a serem empregadas na andlise de correspondéncia miltipla,
de acordo com os critérios definidos nas Tabelas 15 e 16, obteve-se o resultado apresentado na
Tabela 27.

Tabela 27. Resultados da categorizag@o para as varidveis frequéncia de contaminagdes, PIB, producdo de
leite, nimero de vacas ordenhadas e produ¢do média por animal utilizadas na andlise de correspondéncia
multipla para as 12 mesorregides do estado de Minas Gerais

N PIB Producao Numero de P1:0(.iuga0
< Frequéncia de o~ . média por
Mesorregiao . o (Bilhoes de leite vacas .
Eelianhces de reais) (mil L) ordenhadas Farel
(L/vaca/ano)
Noroeste de FAl BAIXO PM NVOb alta
Minas
Norte de FAI MEDIO PB NVOm baixa
Minas
o MUITO . .
Jequitinhonha FBa BAIXO PMB NVOb muito baixa
Vale do MUITO . .
Mucuri FAl BAIXO PMB NVOb muito baixa
Triangulo
Mineiro / Alto FMALI ALTO PME NVOma mediana
Paranaiba
Central FMAI BAIXO PE NVOm alta
Mineira
Metropolitana MUITO .
de BH FAl ALTO PM NVOm mediana
VEIEEOIHD FAI MEDIO PE NVOa baixa
Doce
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Oeste de

- FAl MEDIO PM NVOm alta
Minas
SIS FMe ALTO PME NVOma mediana
de Minas
L 4 FBa BAIXO PB NVOmb alta
Vertentes
Zona da Mata FMALI ALTO PE NVOa mediana

Em seguida procedeu-se a andlise estatistica dos resultados experimentais obtidos ao longo
deste trabalho. A primeira abordagem foi realizada com a inclusdo de todas as varidveis
definidas para o estudo. Com esta abordagem, apds a andlise estatistica empregando o software
InfoStat, o nimero de dimensdes definidas foi n= 7 — 1 = 6. Das intera¢Ges entre todas estas
dimensdes foram obtidos 14 mapas perceptuais correspondendo as combinacdes duas a duas
das seis dimensdes. De modo geral, a primeira escolha para avaliacdo dos resultados é o mapa
de interagcdes das dimensdes I e II (Figura 24). Observa-se que este apresenta um grande nimero
de pontos plotados com a identificacdo de trés possiveis regides de similaridade, destacadas
pelas elipses. A elipse verde sugere ocorrem frequéncias médias (FMe) e muito altas (FMALI) de
contaminagdes, envolvendo mesorregides de PIB alto. Ainda nesta elipse observa-se que as
mesorregides nela contidas possuem producio de leite muito elevada (PME) com um ndmero
muito de alto de vacas ordenhadas (NVOma), embora a média de producdo por vaca seja
mediana (med).
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Figura 24 Mapa perceptual para as dimensdes I e II obtido para a primeira abordagem na andlise dos resultados experimentais pela técnica de andlise de correspondéncia
multipla, incluindo todas as varidveis da Tabela 27 e a época de coleta das amostras de leite

2,36 - -
Q© Sul/Sudoeste de
PME
©J
VOma FTriangulo Mineiro / Alto Paranajba
Jequitinhonha
1,43+ :
m_baix@ pMB
Vale do Mucu? MUITO BAIXO
oV erao
» 0,50
<
Inverno
PE Central Mineira Al N de Mi
-0,43 Metropolitana de BH @ Primavera CDBAIXO oroeste de Minas
MUITO ALTOO > o VOmb
Vale do Rio Doce @  Opy@alta OC das Vertert
NVOm lean(a Opg ampo das Vertentes
MEDIO @ Oeste de Minas
Norte de Minas
'1 ,36' T T e T T T
-2,01 -0,95 0,12 1,18 2,24
Axis 1
. Mesorregiao . Epoca de coleta O PIB
O Produgéo de leite O Vacas ordenhadas ’ Produgéo leite / vaca / ano
O Frequéncia de contaminagbes
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Na elipse vermelha encontram-se regides com PIB muito baixo, baixa producdo de leite (PMB)
e rendimento por vaca (m_baix) além de poucos animais (NVODb). O mapa perceptual sugere
que estes fatores tem influéncia sobre a baixa frequéncia de contaminacdes (FBa) observadas
para as mesorregioes da elipse vermelha..

Finalmente a elipse central, em azul, na qual agrupam-se a maioria das mesorregides (Central
Mineira, Metropolitana de BH, Campo das Vertentes, Noroeste de Minas, Vale do Rio Doce,
Oeste de Minas e Norte de Minas) e concentram-se aquelas com os PIBs mais elevados do
estado, encontram-se as mesorregides de frequéncia de alta contaminagdes (FAL). Estas sdo
regides nas quais a produgdo de leite varia muito, de baixa a elevada, ndo permitindo que a
andlise de similaridade seja conclusiva em relacdo a esta varidvel, o0 mesmo ocorrendo com a
producdo média por vaca e o nimero de animais ordenhados.

Percebem-se ainda nas trés elipses da Figura 24, pontos relativos a época de coleta das amostras
de leite cru refrigerado. Mas dada a complexidade, ao grande volume de dados e a possibilidade
de confundimento na interpretacdo destes resultados, ja4 que em todas as regides as amostras
foram coletadas em pelo menos duas estagdes do ano distintas, ndo se pode tirar conclusdes em
relac@o ao efeito da época de coleta das amostras e a frequéncia de contaminac¢do por residuos
de agrotoxicos. A andlise dos outros 13 mapas perceptuais revelou que em sete deles o
estabelecimento de um padrdo de similaridade, mesmo que minimo como o obtido para as
dimensoes I e II torna-se uma tarefa muito dificil.

A Tabela 28 revela que utilizando seis dimensdes € possivel explicar 69,60 % das relagdes entre
as varidveis, em todas as dimensdes a inércia destas foi superior a 0,2 e, de acordo com Hair Jr
(2005), devem, se possivel, ser mantidas na andlise. No entanto, como ji4 mencionado, a
complexidade de interpretacdo dos mapas percpetuias e das tabelas de resultados aumenta
significativamente com o aumento do niimero de dimensdes e inviabilizaria a andlise. Optou-se,
entdo, por estabelecer uma relacdo entre a capacidade acumulada de explicacdo e a minimizacao
da dificuldade para interpretagdo dos resultados.

Quando se observa a Tabela 28, visualiza-se que, a quinta e sexta dimensdes contribuem com
menos de 10% para explicacdo da relacdo em ter as varidveis. Com quatro dimensdes € possivel
explicar 53,86 % das relacdes, mas ainda assim, a complexidade da andlise dos mapas
perceptuais torna o processo de interpretacdo extremamente lento e complexo, pois o volume de
autovalores a ser avaliado e suas contribui¢cdes para cada dimensdo, além das interacdes entre
estes nas diferentes dimensdes, permanece muito elevado.

Tabela 28. Contribui¢des para o Chi-quadrado do mapa perceptual da Figura 24

Contribuicao
Dimensao Auto valores Inércia Chi-quadrado para explicacio  Acumulado (%)
(%)
1 0,87 0,76 14026,55 16,57 16,57
2 0,81 0,66 12151,33 14,35 30,92
3 0,74 0,55 10227,27 12,08 43,00
4 0,70 0,50 9198,20 10,86 53,86
5 0,62 0,38 7049,58 8,33 62,19
6 0,58 0,34 6273,64 741 69,60
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Assim, optou-se por avaliar as relagdes entre as diferentes varidveis de forma escalonada,
aplicando a andlise estatistica a pequenos grupos de varidveis por vez. Este procedimento reduz
o numero de dimensdes e facilita a andlise dos mapas perceptuais, sem, no entanto,
comprometer a confiabilidade dos resultados, ja que os mapas perceptuais, ficam apenas menos
congestionados. Mas podem ser convertidos, prontamente, no mapa perceptual total da Figura
24. A expectativa era que o mapa perceptual obtido desta forma mostrasse que a sazonalidade
das estac¢des do ano revelasse um padrio de frequéncia de contaminagdes caracteristico.

O mapa perceptual obtido no tratamento das varidveis, frequéncia de contaminacdes e época de
coleta das amostras, € mostrado na Figura 25. A Tabela 29 que apresenta as contribui¢des para
Chi-quadrado para o mapa perceptual da Figura 24, revelando que o uso de duas dimensdes
explica 99,04% da variagao.

Tabela 29. Contribui¢des para o valor de Chi-quadrado convertido em distdncias para o mapa perceptual das
varidveis frequéncia de contaminagdes e época de coleta das amostras de leite cru refrigerado para a anélise de
residuos de agrotdxicos

Variaveis Inverno Outono Primavera Verao FBa FMAI FAl FMe

Dimensao
I 0,41 0,23 -0,58 -0,25 0,82 0,22 -0,33 0,84
11 0,12 -0,61 -0,08 0,40 -0,40 0,45 -0,10 0,48

A andlise conjunta do mapa perceptual (Figura 25) e da Tabela 29 permitiu estabelecer a
similaridade entre a frequéncia alta de contaminagdes e a coleta de amostras na primavera,
indicando que nesta estacdo aumenta o nimero de detec¢des de residuos de agrotoxicos em
leite. Esta similaridade é corroborada pelos valores de Chi-quadrado transformados (distancias)
mostrados na Tabela 30, na qual valores proximos apresentam alta similaridade. Valores
equivalentes em mddulo, mas com sinais distintos, indicam grandes diferencas. Como se pode
notar, os valores das distancias entre primavera e frequéncia alta de contaminagdes, sugerem
similaridade em ambas as dimensdes (Tabela 29).

Tabela 30. Contribui¢des para o Chi-quadrado para o mapa perceptual das varidveis frequéncia de contaminagdes e
época de coleta das amostras das amostras de leite cru refrigerado para a analise de residuos de agrotxicos

Contribuicao Acumulado
Dimensao Auto valores Inércia Chi-quadrado para
™ (%)
explicacio (%)
1 0,43 0,19 153,16 68,45 68,45
2 0,29 0,08 68,45 30,59 99,04

A elipse azul representada na Figura 25 indica que hd similaridade entre os resultados das
amostras coletadas no outono e a baixa frequéncia de contaminagdes. Este resultado estd em
concordincia com o obtido no mapa perceptual da Figura 23, embora na tabela para a dimensao
haja maior similaridade entre a baixa frequéncia e inverno do que com o outono; na dimensao II
a similaridade com o outono € mais pronunciada, o que permitiu a constru¢do da elipse azul.
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Figura 25. Mapa perceptual para duas dimensdes obtido da andlise de similaridade dos resultados experimentais para a andlise de residuos de agrotéxicos em amostras de
leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais, para as varidveis época de coleta das amostras e frequéncia de contaminagdes
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Quando se analisam as tabelas 29 e 30, na tentativa de estabelecer relacdes de similaridade entre
as estacdes verdo e inverno e as frequéncias de contaminagdes, percebe-se que as distincias
entre verdo e FMAI e FMe sdo: 0,47 ( | -0,25-0,22 | )e 109 ( | -0,25 -0,84 | ) para a dimenséo |
e 0,05( | 0,40 — 0,45 |) e 0,08 (|O,4O - 0,48 |) para a dimensdo II. Enquanto que a mesma
andlise para inverno revela que as distancias sdo: 0,19 ( | 0,41 -0,22 | )e 0,42 ( | 0,41 - 0,84 | )
para a dimensdo I e 0,33 (0,12 — 0,45|) e, 0,36 (| 0,12 — 0,48 |) para a dimensdo II, em
relacdo a FMAI e FMe, respectivamente. Assim, foi possivel tracar a elipse vermelha uma vez
que as distancias entre verdo e FMAI sdo menores nos dois planos e portanto, indicam maior
similaridade entre estas varidveis (Hair et al., 2005). No entanto, ndo foi possivel estabelecer de
forma segura uma relacio entre a frequéncia média para a ocorréncia de contaminacgdes e estas
duas estacdes. Isto se deve ao fato de que, apenas a mesorregiao Sul/Sudoeste de Minas foi
classificada com frequéncia média de contaminacdes de acordo com os critérios de
categorizagdo das varidveis estabelecidos neste trabalho. Soma-se a isto o reduzido nimero de
amostras coletadas para esta regido, o que dificultou a distribui¢do da amostragem de maneira
equitativa ao longo das esta¢des do ano.

Os resultados obtidos na andlise das relagdes entre a época de coleta das amostras e a frequéncia
de contaminagdes revelaram, de modo geral, que a maioria das detecgdes ocorreram nas
coletadas nas estagdes primavera e verao, que coincidem com a época do ano de maior calor e
precipitacdo, na regido sudeste. Este periodo corresponde ao pico de desenvolvimento do
carrapato, principal parasita do rebanho, que pode comprometer a produgdo, e é a época em que
seu ciclo reprodutivo é mais curto (Barbosa et al., 2002, Rocha, 2016). Apesar de ser
recomendado pela EMBRAPA o uso do controle estratégico dos carrapatos ao longo de 120
dias, geralmente iniciando em dezembro, com aplicacdes em intervalos regulares de cerca de 21
dias (Barbosa et al., 2002), praguicidas sdo aplicados no rebanho durante todo o ano, muitas
vezes em sub-doses e ndo respeitando os periodos de caréncia estabelecidos pelos fabricantes
contribuindo para o aumento da presenca de residuos destas substincias no leite. Além do
carrapato, a ocorréncia de outros parasitas como berne e mosca do chifre por exemplo, levam o
produtor a adotar medidas quimicas de controle ao longo de todo o ano o que, frequentemente
culmina na utilizacdo de produtos que contém, como principio ativo, agrotéxicos. Contudo ndo
se pode abandonar atese de que a maior frequéncia de contaminagdes identificada no verdo e
primavera, decorre da aplicagdo, muitas vezes indiscriminada e sem protocolo devidamente
estabelecido, de grandes quantidades de produtos para controle de carrapatos nestas estacoes.

Outra andlise que se procurou fazer foi avaliar o impacto que a renda dos produtores pudesse ter
sobre a frequéncia de contaminagdes observada nas amostras de leite cru refrigerado. Entdo foi
feito o estudo da relagcdo entre o PIB de cada mesorregido e a frequéncia de contaminagdes. O
mapa perceptual da Figura 26 revela os padrdes de comportamento e similaridade para as
variaveis PIB e frequéncia de contaminagdes.

Nas Tabelas 31 e 32 sdo apresentados os valores de Chi-quadrado transformados em distincias e
as contribui¢des para o valor de Chi-quadrado ao longo de cada uma das dimensdes. A Tabela
31 mostra que o mapa perceptual explica 99,4% das relagdes entre estas varidveis utilizando
apenas as duas dimensdes, ndo sendo portanto necessdria a utilizagdo de dimensdes adicionais
para o estudo das relacdes entre estas varidveis.
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Figura 26. Mapa perceptual para as dimensdes I e II obtido da andlise de similaridade entre as varidveis PIB e frequéncia de contaminacdes das amostras de leite cru

refrigerado oriundas das doze mesorregides do estado de Minas Gerais
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Tabela 31. Contribui¢cdes para o Chi-quadrado para o mapa perceptual das varidveis PIB e frequéncia de
contaminacdes

Dimensao fuit= Inércia Chi-quadrado Contr{bmgao para Acumulado (%)
valores explicacao (%)
1 0,86 0,75 614,09 72,15 72,15
2 0,53 0,28 231,92 27,25 99,40

A Tabela 32 indica claramente a similaridade entre valores de PIB muito alto e médio com a
frequéncia alta (FAI) de contaminacdes, levando ao agrupamento, por similaridade, indicado na
elipse azul da Figura 26. Mais dois agrupamentos sdo claramente visualizados tanto no mapa
perceptual quanto na Tabela 32. Estes estdo indicados pelas elipses vermelha e verde. Fica
entdo evidente que a o PIB de uma determinada mesorregido tem, de fato, impacto sobre a
frequéncia de contaminagdes, como se percebe no mapa perpectual das Figuras 26 e 27. As
regides que apresentam PIB alto possuem frequéncia de contaminacdo muito alta e média. Mais
uma vez, mesorregido Sul/Sudoeste de Minas, influenciou o agrupamento. Pois, como ja
observado, apenas para esta mesorregido foi obtida frequéncia média de contaminacdes.

Tabela 32. Contribui¢des para o valor de Chi-quadrado convertido em distincias para o mapa perceptual das
varidveis PIB e frequéncia de contaminagdes por residuos de agrotéxicos em amostras de leite cru refrigerado do
estado de Minas Gerais

Variaveis PIB Frequéncia de contaminacoes
. ~ MUITO MUITO -
Dimensdao  BAIXO BAIXO ALTO MEDIO ALTO FBa FMAI FAl FMe
I 0,14 -0,45 -0,69 -0,69 1,66 -0,17 1,38 -0,59 1,92
I 0,46 0,88 -0,48 -0,48 -0,29 1,25 -0,11 -0,26  -0,55

FBa: Frequéncia de contaminagdes muito baixa
FMAL: Frequéncia de contamina¢des muito alta
FAl: Frequéncia de contaminagdes alta

FMe: Frequéncia de contaminacdes média

Quando se adiciona a varidvel correspondente as mesorregides para andlise (Figura 27),
percebe-se novamente o mesmo padrdo com trés agrupamentos bem delimitados pelas elipses
vermelha, azul e verde. Ha trés mesorregides que podem levar a dubiedade de interpretacio
devido ao seu posicionamento no mapa perceptual. No entanto pode-se dirimir a divida
analisando as Tabelas 33 e 34 que mostram as contribui¢des de cada varidvel para o valor de
Chi-quadrado e as distancias entre varidveis no mapa percentual em relacdo a cada uma das
dimensdes.
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Figura 27. Mapa perceptual para as dimensdes I e II obtido da andlise de similaridade entre as varidveis PIB, mesorregido e frequéncia de contaminagdes por residuos de
agrotoxicos em leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais
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Na Tabela 33 pode-se observar a contribui¢do para o valor de Chi-quadrado para as regioes
Noroeste de Minas e Vale do Mucuri de 183,01 e 308,34, respectivamente, em relagdo ao PIB e,
24,54 e 18,99 em relacdo a frequéncia de contaminacdo de cada mesorregiao. Assim, estas
regides podem ser incorporadas no mapa perceptual a elipse azul (linha pontilhada) da Figura
217.

Tabela 33. Contribui¢des ao Chi-quadrado para o mapa perceptual das varidveis PIB, mesorregido e frequéncia de
contaminagdes por residuos de agrotéxicos em amostras de leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais

MUITO MUITO -
FBa FMALI FAl FMe BAIXO BAIXO ALTO MEDIO ALTO

FBa 594,66 30,55 72,68 211 3321 90,19 16,85 33,41 23,33
FMAI 30,55 468,01 118,99 345 2,04 30,79 27,59 5469 276,83
FAl 72,68 118,99 141,12 821 12,42 0,93 32,72 64.86 90,86
FMe 2,11 345 821 79624 3,57 2,12 1,90 3,77 49,06
Campo das 306,92 1577 3751 1,09 13943 9,71 8,70 17,24 12,04
Vertentes

Central 933 14294 3634 105 13508 941 843 1670 1166
Mineira

Jequitinhonha 287,74 1478 3517 1,02 1529 284,62 8,16 16,17 11,29
xe];rﬁp"“‘a“a 1685 2759 3272 190 2854 1699 61522 30,17 21,07
Noroeste de 1264 2069 2454 143 183,01 1274 1142 2263 1580
Minas

Norte de 9,33 1527 18,11 1,05 15,80 941 8,43 122,83 11,66
Minas

Oeste de 11,44 18,72 22,20 1,29 19,37 11,53 10,33 150,57 14,30
Minas

Sul/Sudoeste |, 345 821 79624 357 2,12 1,90 377 49.06
de MG

Triangulo

Mineiro/ Alto 993 152,16 38,69 1,12 16,82 10,01 8,97 17,78 231,28
Paranaiba

Vale do 9,78 1601 1899 1,10 16,57 308,34 8,83 17,51 12,23
Mucuri

gz‘c‘;d" Lo 12,64 20,69 24,54 1,43 21,41 12,74 11,42 166,41 15,80

Zona da Mata 11,29 17291 43,96 1,27 19,11 11,38 10,19 20,21 262,82

FBa: Frequéncia de contaminag¢des muito baixa
FMALI: Frequéncia de contamina¢des muito alta
FAl: Frequéncia de contaminagdes alta

FMe: Frequéncia de contaminacdes média

7

Este resultado € corroborado pelos valores das distdncias em cada uma das dimensdes,
mostrados na Tabela 34 onde se observa que a distancia destas mesorregidoes em relacido ao PIB
€ menor que aquela em relagdo a frequéncia de contaminagdo.
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Tabela 34. Contribui¢des para o Chi-quadrado convertido em distancias para o mapa perceptual das varidveis PIB,
mesorregido e frequéncia de contaminagdes por residuos de agrotéxicos em amostras de leite cru refrigerado do
estado de Minas Gerais

Dimensiol  Dimensdo II Distflnc.ia da em relz!gﬁo 521 Distancia em relacao
frequéncia de contaminacoes ao PIB

FBa -0,19 2,06
FMALI 1,55 -0,19
FAl -0,66 -0,42
FMe 2,15 -0,90
C‘ﬁ‘;‘&‘l’l&? -0,02 1,84

Central Mineira 0,91 0,37 0,64 (I) e 0,56 (II) 0,76 (I) e 0,39 (1)
Jequitinhonha -0,37 2,29
Metropl(;i_iltana de 077 -0.80

Noroeste de Minas -0,27 0,22 1,82 (I) e 0,66 (II) 0,42 (I) e 0,54 (II)
Norte de Minas -0,77 -0,80
Oeste de Minas -0,77 -0,80
Sul / SuMdgeste de 2.15 20.90
Triang:llt(:) I\I/’[.i.neiro / 1.83 044

Vale do Mucuri -0,63 0,67 0,03 (I) e 1,09 (1) 0,12 (I) e 0,78 (II)
Vale do Rio Doce -0,77 -0,80
Zona da Mata 1,83 -0,44
BAIXO 0,15 0,76
MUITO BAIXO -0,51 1,45
MUITO ALTO -0,77 -0,80
MEDIO -0,77 -0,80
ALTO 1,86 -0,48
FBa -0,19 2,06
FMALI 1,55 -0,19

FBa: Frequéncia de contaminag¢des muito baixa
FMALI: Frequéncia de contamina¢des muito alta
FAl: Frequéncia de contaminagdes alta

FMe: Frequéncia de contaminacdes média

Para a mesorregido Central Mineira, tem-se as seguintes contribui¢cdes para Chi-quadrado:
135,08 em relagdo ao PIB e 142,94 em relacdo a frequéncia de contaminacdes (Tabela 33),
praticamente iguais, com ligeira tendéncia para maior similaridade com a frequéncia de
contaminacdo. A andlise das distincias entre estas trés varidveis apresentadas na Tabela 34
revela que na dimensao II, a distincia entre a mesorregido e a varidvel PIB é menor em relacio
a frequéncia, mas as diferengas entre as duas dimensdes para estas varidveis s@o praticamente da
mesma ordem 0,12 ( | 0,64 — 0,76 | ) para Central Mineira e frequéncia de contaminagdes e 0,15
( | 0,56 — 0,39 | ) para Central Mineira e PIB. A contribui¢do % para o valor acumulado de Chi-
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quadrado e os auto-valores para ambas as dimensdes também sdo muito semelhantes 15,91 e
14,06 e, 0,98 e 0,92 respectivamente, para as dimensdes I e II (Tabela 35), o que dificulta a
tomada de decisdo em relagdo a inclusdo da regido Cental Mineira em uma das elipses. No
entanto, como ja foi demonstrado, a frequéncia de contaminagdes nas demais regides sofre
grande influéncia do PIB. Assim, como a distincia da varidvel mesorregido Central Mineira em
relacdo a varidvel PIB € menor que aquela em relacdo a frequéncia de contaminacdes, a
mesorregido Central Mineira foi incluida na elipse verde, conforme indica a linha tracejada na
Figura 27.

Tabela 35. Contribui¢des acumuladas para o Chi-quadrado e inércia das vaidveis representados no mapa perceptual
das variaveis PIB, mesorregido e frequéncia de contaminag¢des por residuos de agrotdxicos em amostras de leite cru
refrigerado do estado de Minas Gerais

Dimensao AT Inércia Chi-quadrado Contr¥bulga0 para Acumulado (%)
valores explicacao (%)
1 0,98 0,95 4465,17 15,91 15,91
2 0,92 0,84 3946,26 14,06 29,97

De modo andlogo, as mesorregidoes Nororeste de Minas e Vale do Mucuri foram incluidas na
elipese azul, devido a forte influéncia da varidvel PIB para as quais a contribui¢do desta varidvel
para a explicacdo das correlacdes € bastante elevada 308,34 para a mesorregido Noroeste de
Minas em relagdo ao PIB muito baixo e 183,01 para o Vale do Mucuri em relacio ao PIB baixo.
Estes valores sdo muot superiores aos obtidos para as correlacdes entre estas varidveis, 18,99 e
24,54 respectivamente.

Como evidencia a Figura 27, mesorregides com PIB mais elevado tendem a apresentar maior
frequéncia de contaminacdes, possivelmente porque nestas regides a maior disponibilidade de
recursos provém maior acesso aos diferentes produtos para aplicacdo nos animais ou nas
pastagens. Além disso, nessas mesorregides, os produtores podem fornecer maior volume de
racdo e concentrado aos animais e estes alimentos podem ser fontes potenciais de contaminacio
caso apresentem residuos de agrotéxicos nos ingredientes de sua formulagdo. No entanto, este
resultado contrasta com a expectativa de que em regides com maior renda, o nivel
conscientizag¢do ea facilidade de acesso a informagdo dos produtores seja mais elevado, o que
levaria a produtores mais conscientes e, portanto, a um menor indice de contaminagdes.

Ao analisarmos a influéncia das varidveis produgdo de leite, nimero de vacas ordenhadas e
média de produgdo por animal, na Figura 28, percebemos que had grande proximidade entre
estas, sugerindo a possibilidade de reducdo no nimero de varidveis a serem avaliadas,
simplificando entdo, a andlise dos mapas perceptuais e diminuindo o nimero de dimensdes
necessdrias a explicag@o. Desta forma a varidvel média de produciao de leite por vaca ao ano, foi
realocada e combinada com a varidvel producao de leite. A andlise da Figura 28 sugere ainda, a
existéncia de pelo menos trés agrupamentos em relacdo a influéncia das varidveis sobre a
frequéncia de contaminagdes. No entanto, a localizacdo de alguns pontos em um agrupamento
especifico € dificultada pelo posicionamento destes no mapa, como € o caso, por exemplo, dos
pontos relativos FMAIL med, NVOmb.
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Figura 28. Mapa perceptual para as dimensdes I e II obtido da andlise de similaridade entre as varidveis produgdo de leite, nimeros de vacas ordenhadas, média de
producdo por vaca e frequéncia de contaminacdes por residuos de agrotéxicos em amostras de leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais
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Tabela 36. Contribuicdes para o valor total de Chi-quadrado para a andlise conjunta das varidveis frequéncia de
contaminacdo por residuos de agrotéxicos, produgdo de leite, nimero de vacas ordenhadas e média de produgdo por vaca,

para amostras de leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais

Variaveis PB PE PMB PM PME

NVOmb NVOm NVOb NVOma NVOa

FBa 106,98 33226 90,19 40,93 12,04
FMAI 31,04 125,18 30,79 67,01 108,73

FAl 1,90 16,01 0,93 79,47 46,89

FMe 2,14 3,75 2,12 4,62 117,56

306,92 46,95 2591 12,04 23,93
15,77 2,87 51,49 108,73 32,77

37,51 24,63 5,73 46,89 0,91

1,09 5,30 3,55 117,56 2,70

FBa: Frequéncia de contaminagdes muito baixa
FMAL: Frequéncia de contaminac¢des muito alta
FALl: Frequéncia de contaminacdes alta

FMe: Frequéncia de contaminacdes média

PB: Produgad baixa

PMB: Produg¢io muito baixa

PM: produg¢ido média

PME: produg¢io muito elevada

NVOmb: niimero de vacas ordenhadas muito baixo
NOVm: nimero de vacas ordenhadas médio
NVODb: niimero de vacas ordenhadas baixo
NVOma: nimero de vacas ordenhadas muito alto
NVOa: nimero de vacas ordenhadas alto
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Refazendo-se a andlise e empregando apenas as varidveis frequéncia de contaminagao, produgdo
de leite, nimero de vacas ordenhadas e mesorregido, obteve-se o mapa perceptual da Figura 29
A andlise da Figura 29 revela dois agrupamentos bem distintos, indicados pelas elipses azul e
vermelha. A elipse azul revela claramente que as regides com a menor producio de leite e o
menor nimero de vacas ordenhadas apresentam a menor frequéncia de contaminagdes. Isto
pode ser confirmado ao analisarmos os valores das contribui¢des para o valor de Chi-quadrado
apresentados na Tabela 36., onde observamos 106,98 e 90,19 para as relagdes entre FBa—PB e
FBa—PMB respectivamente.

A elipse vermelha revela que as regides que apresentam producdo de leite mediana e elevado
nimero de vacas ordenhadas caracterizam-se por apresentar frequéncia média de
contaminacdes, 117,56 para FMe—PME e FMe—NVOma (Tabela 36). Chama a atengdo a
presenca da mesorregido do Tridngulo Mineiro/Alto Paranaiba na elipse vermelha, uma vez que
esta mesorregido se caracteriza por frequéncia muito alta de contamina¢des como demonstrado
pelos valores das distancias representados nas linhas 4, 8, 14 e 23 da Tabela 37.na Tabela 37.
No entanto, o peso da contribuicdo das varidveis producdo de leite e nimero de vacas
ordenhadas, deslocou a regido, no plano cartesiano, em dire¢do a estas varidveis, revelando a
importincia da produgdo de leite e nimero de vacas ordenhadas na andlise, que inclusive
apresentam o mesmo valor de 117,56 para a contribui¢do para Chi-quadrado na Tabela 36.

Tabela 37. Contribuicdes para o Chi-quadrado convertido em distincias para o mapa
perceptual das varidveis producdo de leite, nimeros de vacas ordenhadas, mesorregido e
frequéncia de contaminacdes por residuos de agrotéxicos em amostras de leite cru refrigerado
do estado de Minas Gerais

Variaveis Dimensao I Dimensao IT
1 FBa -1,11 1,71
2 FMALI 1,30 -0,02
3 FAl -0,34 -0,50
4 FMe 2,85 2,25
5 NVOmb -1,18 2,29
6 NVOm -0,19 -0,55
7 NVOb -0,76 0,17
8 NVOma 2,37 1,43
9 NVOa 0,66 -0,79
10 PB -0,86 1,20
11 PE 0,66 -0,72
12 PMB -0,89 0,58
13 PM -0,43 -0,65
14 PME 2,37 1,43
15 Campo das Vertentes -1,18 2,29
16 Central Mineira 0,67 -0,57
17 Jequitinhonha -1,04 1,09
18 Metropolitana de BH -0,36 -0,75
19 Noroeste de Minas -0,58 -0,43
20 Norte de Minas -0,52 0,06
21 Oeste de Minas -0,36 -0,75
22 Sul / Sudoeste de MG 2,85 2,25
23 Triangulo Mineiro / Alto Paranaiba 2,27 1,25
24 Vale do Mucuri -0,75 0,11
25 Vale do Rio Doce 0,36 -0,89
26 Zona da Mata 0,98 -0,67
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Fendmeno semelhante ocorreu com a mesorregido Norte de Minas que embora apresente
frequéncia alta de contaminag¢des foi localizada dentro da elipse azul devido a grande influéncia
das varidveis produgdo de leite e nimero de vacas ordenhadas, como revelam os valores das
distancias indicados na Tabela 37, linhas 3, 7, 10 e 20 para a dimensao 1.

A andlise da elipse verde nos revela que as mesorregides Central Mineira, Vale do Rio Doce e
Zona da Mata, que apresentam elevados nimero de vacas ordenhadas e producdo de leite
caracterizam-se por apresentar frequéncia muito alta de contaminagdes. Isto se deve
provavelmente ao grande nimero de animais presente nas propriedades o que acaba por
dificultar o manejo destes, favorecendo o desenvolvimento de parasitas e, consequentemente
demandando o uso de parasiticidas. O posicionamento da regido Vale do Rio Doce na elipse
verde foi definido apds a andlise das distdncias na Tabela 37, na qual os valores apresentados
nas linhas 9, 11 e 25 na dimensdo I e 9, 11, 13 e 25 na dimensdo II mostram o impacto da
producio de leite e do nimero de vacas ordenhadas sobre a mesorregido.

Finalmente, a elipse amarela concentra as mesorregides Noroeste de Minas, Oeste de Minas e
Metropolitana de BH, que apresentam producdo de leite e nimero de vacas ordenhadas
medianas associadas a frequéncia alta de contaminacdes, como revelam as proximidades entre
estas mesorregides a a varidvel frequéncia alta de contaminagdes, obtidas a partir dos valores
das distancias calculados da Tabela 37 para as dimensdes I e II. Para a mesorregido
Metropolitano de BH temos 0,02 (|-0,36 — (-0,34)|) e 0,25 (|-0,75 - (-0,50)|) para as
dimensdes I e II respectivamente. A mesorregidao Nororeste de Minas apresenta para estas
dimensdes distancias de 0,24 (|-0,58 - (-0,34) | ) para a dimensdo I e 0,13 (|-0,43 - (-0,50) | )
para a dimensdo II e, a mesorregido Oeste de Minas com valores para as distancias iguais a 0,02
(|-0,36 - (-0,34) | ) na dimensdo I e 0,25 (| -0,75 - (-0,50) | ) na dimensao IL.

Apds andlise de todos os mapas perceptuais obtidos pela aplicacio da andlise de
correspondéncia multipla aos dados, pode-se concluir que as varidveis PIB, producgdo de leite e
nimero de vacas ordenhas e estacdes do ano na qual foram coletadas as amostras sio
determinantes no nimero de contaminacdes por residuos de agrotéxicos presente nas amostras
de leite cru refrigerado de cada mesorregido do estado de Minas Gerais. Regides com maior
PIB, maior producdo de leite de média a alta, nimero de vacas ordenhas elevado, tendem, a
apresentar maior frequéncia de contaminagdes para as amostras coletas no verdo e primavera.

Os resultados obtidos neste trabalho trouxeram diversos esclarecimentos sobre a situacdo do
controle de residuos de agrotoxicos no estado de Minas Gerais. O que se vé, é que os
mecanismo atualmente aplicados ao monitoramento de residuos de agrotéxicos em leite no
estado sdo ineficazes, praticamente nao ha coleta de amostras de leite para a andlise de residuos
de agrotéxicos. Em sua grande maioria, as amostras de leite coletadas no estado sdo submetidas
a ensaios fisico-quimicos e microbioldgicos que visam avaliar a qualidade do leite em rel¢do a
pardmetros como contagem de células somadticas, acidez, adi¢do de dgua, teor protéico, residuos
de antibidticos entre outros. Estes ensaios ndo sdo capazes de determinar e/ou quantificar a
presenca de residuos de agrotéxicos em leite. Soma-se a isto o pequeno nimero de substancias
que compdem o PNCRC-Animal do MAPA, programa de referéncia para monitoramento de
residuos em todo o territério nacional, e para as quais hd LMR estabelecido na legislacdo é
muito pequeno.
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Figura 29. Mapa perceptual para as dimensdes I e II obtido da andlise de similaridade entre as varidveis produgdo de leite

, nimeros de vacas ordenhadas, mesorregido e
frequéncia de contaminagdes por reiduos de agrotdxicos em para amostras de leite cru refrigerado do estado de Minas Gerais
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Salienta-se que, de acordo com Hair Jr. (2005), a andlise de correspondéncia é capaz de
estabelecer as relacdes de similaridade entre multiplas varidveis, mas ndo é capaz de identificar
a fonte de tal similaridade. Assim, estudos mais aprofundados devem ser realizados para
estabelecer as causas do efeito do PIB sobre a frequéncia de contaminagdes.

6. CONCLUSOES

Os estudos de validacdo adicionais permitiram a ampliagdo de escopo do método com a inclusio
de 43 novos analitos. O método mostrou-se preciso e reprodutivel, atendendo a todos os
pardmetros de validagcdo estabelecidos, além de apresentar baixo custo e de rdpida e fécil
execugdo, estando apto para ser empregado nas andlises de rotina do Laboratério de Pesticidas
do Lanagro-MG.

A aplicagdo do método na andlise de residuos de agrotoxicos em 827 amostras de leite cru
refrigerado, obtidas das 12 mesorregides do estado de Minas Gerais permitiu estabelecer um
panorama da ocorréncia e frequéncia de contaminacdes do leite produzido no estado por
residuos de agrotoxicos. As andlises revelaram uma situagdo preocupante, na qual 347
apresentaram algum tipo de contaminacio por residuos de agrotoxicos. E destas, 218 amostras
apresentaram residuos acima dos limites permitidos pela legislacdo brasileira.

O emprego da andlise multivariada de correspondéncia multipla permitiu estabelecer a
correlacdo entre a frequéncia de contaminagdo e as varidveis PIB, producdo de leite e nimero de
vacas ordenhas e estacdes do ano sdo determinantes no nimero de contaminag¢des. Regides com
maior PIB, maior producdo de leite de média a alta, nimero de vacas ordenhas elevado, tendem,
a apresentar maior frequéncia de contaminagdes por residuos de agrotéxicos para as amostras de
leite cru refrigerado coletas no verdo e primavera. Confirmando as hipdteses de que fatores
econdmicos, de producdo e sazonais t€ém afeito sobre o nimero de contamina¢des encontradas
em leite em cada uma das 12 mesorregioes de Minas Gerais.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante da fragilidade dos programas de monitoramento de residuos de agrotdxicos em leite em
Minas Gerais, € no Brasil, e da redugdo do escopo de agrotéxicos pesquisados em 2014 para
2015, o que se constitui um retrocesso na garantia da seguranca alimentar da populacdo, é
premente a necessidade de revisdo e readequacdo dos mecanismos de controle da qualidade do
leite, com a inclusdo imediata do monitoramento e fiscalizacdo da presenca de residuos de
agrotéxicos em leite, para que se possa garantir a seguranga alimentar dos consumidores
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Os resultados obtidos suscitaram ainda, a demanda por diversas outras ac¢des, entre as principais
podemos citar o desenvolvimento de projeto para

Investigar as causas da influéncia do PIB sobre a frequéncia de contaminacdes.
Investigar as possiveis fontes de contaminagdo das amostras de leite cru refrigerado
como, por exemplo, pastagens, racdo fornecida aos animais e outras fontes de alimento,
coletando e analisando quanto a presenca de residuos de agrotdxicos amostras de
alimentos fornecidos aos animais nas diferentes regides estudadas neste trabalho.
Investigar se hd alguma correlagdo entre a producdo de grios e a frequéncia de

contaminacdes nas mesorregides de Minas Gerais.

Propor a¢des conjuntas para melhoria do sistema de monitoramento de residuos de agrotéxicos
em leite e da capacidade do Instituto Mineiro de Agropecudrio (IMA) e do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) em responder a emergéncias pela construcdo de
uma estratégia alicercada:

no desenvolvimento e aplicacdo de métodos analiticos direcionados para atender as
demandas geradas pelos métodos de pesquisa de analitos ndo-alvo ou desconhecidos,
que atendam a legislacdo nacional e internacionalmente estabelecida e expressa na
existéncia de limites maximos de residuos e contaminantes, além aqueles ja
estabelecidos como “lista prioritdria” para avaliacdo pelo Codex Alimentarius;

no estabelecimento da ocorréncia de contaminagdes em leite possibilitando a
localizagdo dos principais polos de contaminacdo e, assim, fornecendo informagdes
valiosas para o desenvolvimento de programas de educagdo sanitdria, monitoramento e
fiscalizacdo pelas autoridades competentes e,

na comunicagdo eficiente de informacio e dos achados de prospeccao.
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9. ANEXOS

As tabelas de 37 a 38 mostram os resultados das amostras que apresentaram algum tipo de
contaminante para as 12 mesorregides do estado de Minas Gerais. Nessas, sdo relatados os
valores das concentracdes determinadas para cada agrotdxico, quando quantificaveis e aqueles
que ndo tiveram suas concentracdes determinadas por estarem em niveis inferiores ao LQ do
método, sdo indicados com “D”. Todas as violagdes estdo indicadas em negrito itdlico e foram
estabelecidas com base nos LMRs legislados.

Tabela 38. Relagdo de amostras contaminadas por residuos de agrotéxicos, por tipo de contaminante e
concentracdo determinada para a Mesorregido Norte de Minas

Amostras 01

Agrotéxico

Amostras

Agrotéxico

Nota: concentracdes em ug.L"!. D = detectado, mas néo quantificado

Tabela 39. Relagdo de amostras contaminadas por residuos de agrotéxicos,
por tipo de contaminante e concentracido determinada para a Mesorregido do
Jequitinhonha

Amostras 01

Agrotéxico

Bifentrina D D

Ciromazina 38 14 D 10 10 25
Parationa etilica 12 54 12

Nota: concentragdes em ug.L"'. D = detectado, mas ndo quantificado
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Tabela 40. Relagdo de amostras contaminadas por residuos de agrotdxicos, por tipo de contaminante e concentragao
determinada para a Mesorregido Central Mineira

Amostras 01

Agrotoxico

Amostras 19

Agrotéxico

Nota: concentracdes em ug.L"!. D = detectado, mas néo quantificado
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Tabela 41. Relacdo de amostras contaminadas por residuos de agrotéxicos, por tipo de contaminante e
concentracio determinada para a Mesorregido do Vale do Rio Doce

Amostras 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
Agrotdxico

Amostras 18

Agrotéxico

Nota: concentracdes em pig.L". D = detectado, mas ndo quantificado
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Tabela 42. Relacdo de amostras contaminadas por residuos de agrotéxicos, por tipo de contaminante e
concentracio determinada para a Mesorregido Oeste de Minas

Amostras 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Agrotdxico

Aldicarbe D
Aletrina
Abamectina D

Bifentrina D D D D D D D D
Cipermetrina 11 15 48 50

Clorpirifés 28 13 10 47
Fipronil
Tebufempirade 47

Amostras

Agrotdxico

Aldicarbe 46

Aletrina D 11 10 D 11

Abamectina D

Bifentrina D D D D D D D
Cipermetrina 20 25 13 12 11

Clorpirifés

Fipronil D D D
Tebufempirade

Nota: concentracdes em ug.L!. D = detectado, mas nio quantificado

Tabela 43. Relagdo de amostras contaminadas
por residuos de agrotéxicos, por tipo de
contaminante e concentra¢do determinada para
a Mesorregiao Sul / Sudoeste de Minas

Amostras 01 02 03

Agrotdxico

Bifentrina D

Cipermetrina 10
Clorpirifés D
Fipronil 10

Nota: concentragdes em pg.L'. D = detectado,
mas ndo quantificado
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Tabela 44. Relagdo de amostras contaminadas por residuos de agrotoxicos, por tipo de contaminante e concentragio determinada
para a Mesorregido da Zona da Mata

Amostras 01 02 03

Agrotoxico
Aldicarbe D D
Aletrina 60

Abamectina D D

Bifentrina D D D D

Cipermetrina 19 11 10 11
Clorpirifos 21 25 94 21 19 17 D D D D 13 10

Dissulfotona 18

Fentiona D

Fipronil

Tebufempirade 36 12 20 18

Agrotoxico

Aldicarbe 127 38 20
Aletrina 10

Abamectina D 18 D

Bifentrina D D D D
Cipermetrina 12 11 D 18 11 11 D 29 D 46 14 13
Clorpirifds D 21

Dissulfotona 12

Fentiona D

Fipronil 21 D D
Tebufempirade

Nota: concentracdes em pug.L™". D = detectado, mas ndo quantificado.

Tabela 45. Relacdo de amostras contaminadas por
residuos de agrotdxicos, por tipo de contaminante
e concentragdo determinada para a Mesorregido do
Campo das Vertentes

Amostras 01 02 03 04 05 06

Agrotdxico

Bifentrina D D D
Cipermetrina 13
Clorpirifés 20 13

Nota: concentracdes em pg.L'. D = detectado,
mas ndo quantificado
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Tabela 46. Relagcdo de amostras contaminadas por residuos de agrotoxicos, por tipo de contaminante e concentragdo determinada para a Mesorregido Noroeste de Minas

Amostras 01 02 03 04 05 06 07 08 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Agrotdxico
Aldicarbe 19
Aletrina D D D D 14 18 D D 13
Bifentrina D D D D D D D D D
Cipermetrina 14 D D 23 24 10 15 13
Clorprirfos 53 60 41 18 14 D 62 10
Dimetomorfe D D D
Fentiona D 25 17 D
Forato D D D
Tebufempirade 11 16 107

Nota: concentracdes em pg.L"'. D = detectado, mas ndo quantificado

Tabela 47. Relacdo de amostras contaminadas por residuos de agrotéxicos, por tipo de contaminante e concentracdo determinada para a Mesorregido do Vale do Mucuri
Amostras 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Agrotoxico

Abamectina D

Aldicarbe D 11
Aletrina 42 16
Bifentrina D D D D D D D D
Clorprirfés D 10 8 D 28 D D 2 13 13 43 8 57 13 D D 26 41

Fipronil 25 D

Nota: concentraces em pg.L™". D = detectado, mas ndo quantificado
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Tabela 48. Relacdo de amostras contaminadas por residuos de agrotéxicos, por tipo de contaminante e concentragdo determinada para
a Mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte

Amostras 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Agrotdxico

Abamectina

Benfuracarbe D
Bifentrina D D D D D D D D

Carbossulfano D

Cipermetrina D D D D D D D D D D D D D 18 D 18 D D

Clorprirfds D D D D D D D D 16 D D
Deltametrina D

Dissulfotona D D

Tebufempirade

Amostras

Agrotdxico

Abamectina D

Benfuracarbe

Bifentrina D D D D D D D D D

Carbossulfano D

Cipermetrina D D D D 12 64 84

Clorprirfés D D D D 27 D D 15 22
Deltametrina D D

Dissulfotona
Tebufempirade 25

Nota: concentraces em pg.L™". D = detectado, mas ndo quantificado

124



Tabela 49. Relagdo de amostras contaminadas por residuos de agrotéxicos, por tipo de contaminante e concentragdo determinada para a Mesorregido do Tridngulo Mineiro /
Alto Paranaiba
Amostras 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 2 y 17 18 19 20 21 22

Agrotoxico

D D D D b D D D D D D D D D D D D D
D D D D D b D D D D D D D D D D D D D 145
D D D D 66 103 22 57 86
D D D D D D
162 127
D D
D 101

Amostras 2 2 3 2 RY 36 2 . 4 44 45 46 47 48 49 50

Agrotéxico

18 46 8 D 12 D D 106 81 49 D D D D

21

Nota: concentracdes em ug.L"'. D = detectado, mas nio quantificado
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