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RESUMO

A citricultura € uma atividade de relevancia para o agronegécio brasileiro, sendo
Minas Gerais 0 segundo estado maior produtor de laranja. Sob o ponto de vista
nutricional, a frutain naturae seu suco constituem uma importante fonte de
vitaminas, minerais, fiboras e compostos com atividade funcional. O agrotoxico
carbendazim é um fungicida permitido para uso na citricultura brasileira, mas
proibido em outros paises, como os Estados Unidos. Monitoramentos de residuos
deste composto em laranja tém sido realizados no ambito de programas oficiais
brasileiros, embora as informacfGes relativas a laranja e néctar produzidos e
comercializados no estado de Minas sejam restritas. Diante do exposto, 0s objetivos
do presente trabalho foram: otimizar e validar um método cromatografico para
determinacdo de carbendazim em laranja e néctar de laranja e aplicar o método
validado no monitoramento de residuos em amostras coletadas no estado de Minas
Gerais. Dentre os fatores estudados no delineamento fatorial da otimizacéo,
somente o volume de solvente de eluicdo foi considerado significativo para a
recuperacdo do carbendazim, na matriz laranja. Linearidade foi demonstrada na
faixa de 0,155 a 0,931 ug/mL, com efeitos de matriz significativos para ambas as
matrizes. Porcentagens de recuperacdo médias de 98,45 % foram obtidas para
laranja (de 0,171 a 1,003 mg/kg) e de 91,41 % para néctar (de 0,093 a
0,558 mg/kg). Desvios padrao relativos maximos de 10,81 e 9,09 % foram obtidos
sob condi¢des de repetitividade e de 11,64 % e 15,72 % sob condicdes de precisao
intermediaria, para laranja e néctar, respectivamente. Naoforam detectados
residuos de carbendazim em 20 amostras de laranja produzidas e 32
comercializadas no estado de Minas Gerais, além de 36 amostras de néctar de
laranja coletadas no mercado de Belo Horizonte - MG, considerando os limites de
deteccao tedricos de 0,172 mg/kg para laranja e de 0,093 mg/kg para néctar.

Palavras-chave: cromatografia liquida de alta eficiéncia; laranja; néctar de laranja;

carbendazim; residuos; agrotéxicos; validacdo de meétodos; monitoramento.



1. INTRODUCAO

A laranja é o fruto produzido pela arvore do género Citrus, que faz parte da
familia Rutaceae. Nativa do continente asiatico (uma caracteristica comum dos frutos
citricos), a laranja possui seu local de origem discutido por varios autores. Entretanto, a
ideia de se tratar de uma fruta de origem chinesa, é aceita, uma vez que referéncias
escritas a laranja foram encontradas em caracteres chineses, por volta de 2200 a.C.
(WEBBER, 1967). Os portugueses trouxeram da Espanha as primeiras plantas citricas
para o Brasil com o objetivo de criar um abastecimento de vitamina C, utilizada no
tratamento do escorbuto, doenca que acometia a maioria das tripula¢cées no periodo do
descobrimento (NEVES & JUNK, 2006).

O consumo da laranja in natura € muito comum no Brasil, onde a fruta é
abundante, porém na maioria dos paises o0 que se consome é o suco de laranja fresco
ou industrializado. Segundo a Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos
(CITRUSBR), aproximadamente 35 % de todo o suco e néctar consumido no mundo é
de laranja (CITRUSBR, 2012a). A legislacdo brasileira estabelece a denominacédo de
suco para a bebida ndo fermentada, ndo concentrada e nado diluida, destinada ao
consumo, obtida da fruta madura e sa, ou parte do vegetal de origem, por
processamento tecnolégico adequado. J4 o néctar, é definido como sendo a bebida
nao fermentada, obtida da diluicdo em agua potavel da parte comestivel do vegetal ou
de seu extrato, adicionado de acucares, destinada ao consumo direto (BRASIL, 2009).
Para a industria processadora, o suco pode ainda ser classificado em dois tipos: suco
concentrado congelado (FCOL - Frozen Concentrate Oranje Juice), cuja agua €
parcialmente retirada do suco natural, ou n&o concentrado (NFC - Not From
Concentrate), suco pasteurizado sem a retirada de agua (CITRUSBR, 2012b).

O suco de laranja é considerado um alimento de alta qualidade devido a suas
propriedades nutricionais e funcionais. A fruta € rica em vitamina C, vitaminas do
complexo B (folato ou acido fdélico e tiamina), beta-caroteno, fibras, potassio e
flavondides. Estudos apontam que, de maneira geral, o suco de laranja pode ajudar a
diminuir as lipoproteinas de baixa densidade (LDL — low-density lipoproteins), aumentar
as lipoproteinas de alta densidade (HDL - high-density lipoprotein), aumentar a
resisténcia do organismo as infec¢cbes e melhorar a atividade intestinal (RAPOSO
FILHO, 2010).
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Sob o ponto de vista econdmico, nenhuma outra commodity possui tanta
expressividade para o Brasil como a laranja. O suco de laranja € o Unico produto
brasileiro que detém mais de 50 % da producdo mundial, além de 85 % das
exportacdes. Sua lideranca é maior quando comparada a produtos como o café, a
carne bovina, o frango e o acucar (NUNES et al., 2009). Ainda segundo Nunes, a forca
do suco de laranja brasileiro no comércio internacional € tdo significativa que trés em
cada cinco copos de suco de laranja consumidos no mundo sdo provenientes de
laranjas brasileiras. Essa lideranca se deve as favoraveis condi¢cdes de clima e solo,
além da alta tecnologia aplicada na producdo do suco, que permite uma alta

produtividade em um menor espaco de cultivo.

Geograficamente, a producéo de laranja no Brasil esta concentrada no estado de
Sado Paulo e no Tridngulo Mineiro. Esses dois estados séo juntos responsaveis por
80 % da producdo nacional de laranjas, sendo, por isso, a regido conhecida como
Cinturdo Citricola (Citrus Belt) (NUNES et al., 2009). Por fazer parte do Cinturdo
Citricola, Minas Gerais também assume destaque na producdo nacional de laranja. No
Triangulo Mineiro, encontra-se 0 grupo dos cinco municipios que mais produzem no
estado: Frutal, Comendador Gomes, Prata, Uberlandia e Uberaba. Juntas essas
cidades respondem por quase 68% de toda a oferta mineira de laranja (Agéncia Minas,
2008). As principais vantagens da regido do Triangulo Mineiro para o cultivo da laranja
sdo a proximidade com as industrias citricolas do estado de S&o Paulo, as idénticas
condi¢Bes pluviométricas, a fertilidade do solo e o menor valor da terra nua quando
comparada com Sao Paulo (CONAB, 2011).

A partir da década de 50, o uso de agrotéxicos e fertilizantes associados a
mecanizacado das lavouras, foi responsavel pelo processo chamado de “Revolugao
Verde”. Durante esse periodo, os paises responsaveis pelo abastecimento mundial de
produtos agricolas eram fortemente pressionados por 6érgdos financiadores
internacionais a adquirirem e a usarem agrotoxicos em suas plantacdes, alegando ser
essencial para combater a fome (LUCCHESI, 2005). Até a edicdo da Lei n° 7.802, de
1989, o uso de agrotoxicos no Brasil era regulamentado apenas por portarias
ministeriais, principalmente dos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e da Saude (MS). De uma maneira simplificada, os agrotoxicos sédo definidos

como os produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos, cuja
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finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acéao

danosa de seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 1989).

O uso de agrotéxicos na producao citricola tem sido justificado pela garantia da
alta produtividade do setor e atendimento as demandas de mercado. Nesse sentido, a
principal funcédo dos agrotéxicos € proteger as plantacdes de possiveis doencas, o que
comprometeria a produtividade e a qualidade dos pomares. Contudo, 0s agrotoxicos
devem ser usados de acordo com as Boas Préticas Agricolas (BPA), o que garante a
seguranca dos trabalhadores do setor, a seguranca do meio ambiente, além de
promover o bem estar animal e a seguranca alimentar. Essa Ultima, relacionada
principalmente com o respeito aos periodos de caréncia de cada agrotoxico, visando
evitar a presenca de residuos, em niveis toxicos, nos alimentos que chegam a
populacdo (ANVISA, 2011a).

Os benzimidazois constituem uma classe de agrotdéxicos com a comercializacao
autorizada em varios paises. As vantagens do uso das substancias pertencentes a
esse grupo incluem a baixa toxicidade, a eficacia em baixas concentracdes, além de
apresentarem um amplo espectro de acdo no combate aos fungos (FRAC, 2005). O
mecanismo de acdo dessa classe envolve a inibicdo da formacéo da placa metafasica,
durante a divisdo celular (BEDOR, 2008). Alguns dos principais representantes dos
benzimidazois sdo: benomil, carbendazim, tiofanato metilico e tiabendazol. Mesmo com
uma baixa toxicidade, estudos apontam uma relacdo entre a exposi¢cdo crbnica a
agrotoxicos benzimidazdlicos e a ma formacgdo congénita, diarreia, anemia, cancer e
outras doencas (GARCIA et al., 2005; IPCS, 2010b; EPA, 2012b). Desta forma, o seu
potencial impacto no meio ambiente e na saude publica devem ser considerados e

monitorados.

No Brasil, alguns benzimidazodis sado regulamentados para a 0 uso em varias
culturas, incluindo a citricultura. Limites maximos de residuos (LMR) de agrotoxicos
presentes na laranja, bem como o tempo de caréncia dessas substancias, séo
determinados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) juntamente com
o0 MAPA. Até o ano de 2011, o carbendazim era o principal benzimidazol empregado no
cultivo da laranja no Brasil, utilizado principalmente no combate ao fungo Guignardia
citricarpa Kiely, causador da doenca conhecida como mancha preta, que se caracteriza
por lesdes na casca da fruta (RODRIGUES et al., 2007).
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No entanto, em 10 de janeiro de 2012, o Food and Drug Administration (FDA)
suspendeu temporariamente as importacdes de suco de laranja brasileiro pelos
Estados Unidos, segundo maior mercado importador do produto. Segundo a
Environmental Protection Agency (EPA), residuos do agrotoxico cabendazim estavam
sendo encontrados no suco de laranja brasileiro na ordem de 35 pg/kg (ou ppb).
Embora essa concentracdo seja inferior ao LMR estabelecido pela legislacao brasileira
e pela legislacdo de muitos outros importantes mercados, como o Canada e Europa, o
carbendazim, que tinha seu uso autorizado nos Estados Unidos até 2009, foi
substituido por novos produtos. Atualmente, a legislacdo americana ndo permite a

presenca de carbendazim no suco de laranja comercializado no pais (EPA, 2012).

Dados sobre a ocorréncia de carbendazim em amostras de laranja do estado de
Minas Gerais (MG) séo restritos no ambito dos monitoramentos nacionais. No
Programa do MAPA ano safra 2010-2011 foram analisadas duas amostras produzidas
no estado, enquanto no programa da ANVISA, nos anos 2010 e 2012, foram
investigadas, respectivamente, seis e nove amostras de laranja comercializadas em

Minas.

Diante desse contexto, a otimiza¢do e validacdo de um método cromatografico
para a determinacdo de residuos de carbendazim em laranja e néctar de laranja,
visando sua implantacdo nas acfes de controle Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA), podem ser caracterizadas como topicos de grande importancia para a seguranca

alimentar no estado de MG.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Otimizar e validar um método cromatografico para determinacédo de residuos de
carbendazim em laranja e néctar de laranja, com aplicacdo no monitoramento da
ocorréncia desse agrotoxico em amostras de laranja produzidas em MG e de laranja e
néctar disponiveis no mercado de Belo Horizonte - MG.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condi¢cdes experimentais das etapas de purificacdo e determinacao de
um meétodo quantitativo para andlise de residuos de carbendazim em laranja e
néctar de laranja empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com

deteccao por utra-violeta (UV).

e Validar o método otimizado por processo intralaboratorial, incluindo os parametros
linearidade, sensibilidade, seletividade e efeitos de matriz, veracidade, precisao e

limites de deteccao e quantificacdo e incerteza.

e Monitorar a ocorréncia de residuos de carbendazim em amostras de laranja
produzidas no estado de Minas Gerais, coletadas diretamente nas propriedades
rurais do Cinturdo Citricola por fiscais do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA),

empregando o método validado.

e Monitorar a ocorréncia de residuos de carbendazim em amostras de laranja e de
néctar de laranja, coletadas na CEASAMG (Centrais de Abastecimento de Minas
Gerais S.A.) e no mercado da cidade de Belo Horizonte/MG, respectivamente,
empregando o método validado.

e Avaliar a adequacdo das amostras analisadas considerando os LMR permitidos

pela legislacdo nacional e internacional.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. LARANJA, NECTAR E SUCO DE LARANJA

3.1.1. DEFINICOES E PADRAO DE IDENTIDADE E QUALIDADE

De acordo com a classificacdo taxionbmica, Citrus é um género na familia
Rutaceae. Varios sistemas de taxonomia para o género Citrus tém sido propostos.
Esses sistemas se diferem principalmente no nimero de espécies que compde o
género (BASTIANEL et al.,, 2001). Grande parte da complexidade em classificar as
espécies de Citrus se deve a variedade de mutacfes naturais ocorridas ao longo da
evolucdo e ao grande numero de hibridac6es provocadas pelo homem nas ultimas
décadas (MANNER, 2006). Citrus ssp. € composto de varias espécies produtoras de
frutos muito conhecidos e consumidos pelo homem, como a laranja, o limdo, a

tangerina e o grapefruit.

As principais espécies de Citrus de interesse para o setor citricola sdo C.
sinensis (laranjas doces) e C. aurantium (laranjas azedas). No Brasil, oito espécies séo
predominantes. Entre elas, as principais diferencas dizem respeito ao tempo de
colheita e a acidez. Na producdo do suco de laranja, as variedades popularmente
conhecidas como Hamlin, Péra, Valéncia e Péra-Natal sdo as mais comuns, enquanto
variedades como Baia e Lima sdo normalmente destinadas ao consumo in natura
(CITRUSBR, 2012b).

No Brasil, as bebidas, incluindo sucos e bebidas a base de frutas, sao
regulamentadas pela Lei n°® 8.918, de 14 de julho de 1994, do MAPA. Até 2009, as
bebidas eram regulamentadas pelo Decreto n°® 2.314, de 4 de setembro de 1997, que
dispunha sobre a padronizagéo, a classificagéo, o registro, a inspecao, a produgéo e a
fiscalizacdo de bebidas. Devido a publicacdo de sucessivos decretos que alteraram
dispositivos do referido decreto, foi instituido o Decreto n° 6.871, de 4 de junho de
2009, que revogou o decreto de 1997 e suas alteracdes, unificando o regimento da Lei
n° 8.918 em um documento Unico (BRASIL 1994; BRASIL 2009).
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A Instrucdo Normativa n° 1, de 7 de janeiro de 2000, aprova o Regulamento
Técnico geral para fixacdo dos Padrdes de Identidade de Qualidade (P1Q) para sucos
de diferentes frutas. Segundo esse regulamento, o suco de laranja é definido como a
bebida ndo fermentada e ndo diluida, obtida da parte comestivel da laranja (Citrus
sinensis) por meio de processo tecnolégico adequado, podendo ser incorporadas
células da propria fruta (BRASIL, 2000). Ainda segundo o PIQ, dentre outras
caracteristicas, o suco deve apresentar teores minimos de &cido ascorbico (25 mg para
cada 100 g de suco) e de sélidos soluveis (10,5 °Brix), além de uma concentracdo de
acucares totais (naturais da laranja) ndo superior a 25 g para cada 100 g de suco. Para
a comercializacdo do suco de laranja, a industria exportadora utiliza as classificacfes
NFC e FCOL. O suco tipo NFC passa por uma pasteurizacdo, ou seja, € aquecido e
resfriado para desativar enzimas que podem afetar a aparéncia e o sabor, além de
matar micro-organismos com o potencial para causar prejuizos a saude do homem. Ja
0 suco tipo FCOL, responsavel pelo maior volume de venda, € apenas concentrado e
congelado (CITRUSBR, 2012b).

O suco de laranja pode ser comercializado também na forma de néctar e refresco.
A legislacdo brasileira ndo define um padrdo de identidade e qualidade para o néctar
de laranja, mas define um PIQ para os néctares de uma maneira geral, podendo este
ser aplicado quando ndo existir regulamento especifico. Nesse contexto, a diferenca
entre 0 suco e o néctar de laranja estd na adicdo de agua potavel, permitida apenas
para o néctar, e na adicdo de acUcar, obrigatéria para o néctar, mas opcional para o
suco com o proposito de correcdo de Brix. Devido ao grande excedente de suco de
laranja no mercado nacional, em Agosto de 2012, foi publicada a Instru¢do Normativa
n® 21, que fixou a quantidade minima de 50 % (m/m) de suco de laranja no néctar de
laranja, sendo esse valor definido em 30 % (m/m), anteriormente (BRASIL, 2012). J4 o
refresco de laranja € constituido do suco da fruta e da adicdo de agua potavel, podendo
ser ou ndo adocado, garantindo a presenca de no minimo 30 % (m/m) do suco de
laranja (BRASIL, 2009).

3.1.2. ASPECTOS NUTRICIONAIS E FUNCIONAIS

E possivel observar diferenca na composicdo da laranja segundo suas

variedades, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo centesimal de diferentes variedades de laranja. Valores
referentes a 100 g da fruta crua

Componente
Espécie da Variedade
laranja da laranja Umidade Energia Proteina  Lipideo  Carboidrato Fibra Calcio Vitamina
(%) (kcal) @ @ @ alimentar (mg) C (mg)
()

Citrus ;
. . Baia 87,1 45 1,0 0,1 11,5 11 35 56,9
sinensis
Citrus

. Terra 85,4 51 11 0,2 12,9 4,0 51 34,7
aurantium
Citrus .
. . Lima 87,0 46 11 0,1 11,5 1,8 31 43,5
sinensis
Citrus R
. . Péra 89,6 37 1,0 0,1 8,9 0,8 22 53,7
sinensis
Citrus .
. . Valéncia 86,9 46 0,8 0,2 11,7 1,7 34 47,8
sinensis

Fonte: TACO, 2011.

O suco de laranja € um produto complexo formado por uma mistura aguosa de
varios componentes organicos, tais como proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas (C,
complexo B e A), além de minerais (célcio e ferro, por exemplo), folato, carotenoides,
compostos fendlicos e fibras, que podem ter diversos efeitos biol6gicos desejaveis para
a saude do homem (FRANKE et al., 2005). A qualidade do suco de laranja é
influenciada por fatores microbiolégicos, enzimaticos, quimicos e fisicos, que
comprometem as caracteristicas sensoriais (aroma, sabor, aparéncia e consisténcia),
fisico-quimicas (estabilidade da turbidez e separacdo de fases soélido/liquido),
nutricionais e funcionais do suco (CORREA NETO & FARIA, 1999).

Sem levar em consideracdo as diferentes variedades, o National Nutrient
Database for Standard Reference do United States Department of Agriculture (USDA),
estabelece a composicado centesimal basica e a concentracdo de alguns importantes

nutrientes presentes no suco de laranja natural, conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicéo centesimal do suco de laranja cru

Valor referente a 1

Componentes Unidade
Copo ou 248 g
AcUcares totais g 8,26
Fibra g 0,1
Carboidratos g 10,20
Lipideos totais g 0,30
Proteina g 0,60
Energia kcal 45
Agua g 88,5
Célcio mg 12
Ferro mg 0,17
Magnésio mg 9
Fosforo mg 11
Potassio mg 187
Sadio mg 0
Zinco mg 0,06
Vitamina C mg 62,5
Tiamina mg 0,045
Niacina mg 0,239
Riboflavina mg 0,028
Vitamina A U 55
Vitamina B-6 mg 0,054
Vitamina K Hg 0,1

Fonte: USDA, 2012.

Bonifacio & César (2009) afirmam que as frutas citricas e seus sucos tém sido
reconhecidos como importantes coadjuvantes no tratamento da hipertensdo. Tais
autores atribuem os beneficios do suco de laranja sobre a pressao arterial a vitamina C
e aos flavonoides (hesperidina), que apresentam acdo antioxidante e vasoprotetora,
respectivamente. As flavanonas citricas, hesperidina e naringina, sdo encontradas,
mutuamente, apenas no suco de laranja, sendo essa combinacao responsavel por um
efeito sinérgico associado a acdo antioxidante, hipolipidémica e anti-inflamatéria do
suco da fruta (LIMA, 2010). A vitamina C atua removendo e interrompendo as reacdes
dos radicais livres, enquanto a hesperidina atua no aumento da diurese e na

manutenc¢ao da fungéo endotelial (BRANCO et al., 2007).

Estudos sugerem que os flavonoides apresentam potencial de acao contra

diversos fatores de risco para as doencas arteriais coronarianas in vitro, sendo poucos
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os trabalhos envolvendo estudos in vivo. Em pesquisa realizada por Kurowskastudo e
colaboradores (2000), homens e mulheres, moderadamente hipercolesterolémicos,
foram submetidos ao consumo de diferentes quantidades de suco de laranja por quatro
semanas, mostrando que 750 mL/dia de suco de laranja aumentou em 21 % o HDL e
diminuiu 16 % a razdo LDL/HDL. Estudo com células hepaticas da linhagem HepG2
mostrou que, em sua forma aglicona, a hesperidina foi capaz de reduzir a sintese de
éster de colesterol pelos hepatdcitos, através inibicdo da acetil-coenzima-A acil
transferase (BORRADAILE et al., 1999). Bonifacio (2007) sugere que os efeitos da
reducdo do LDL pelas flavanonas presentes no suco de laranja se devem ao fato
dessas substancias atuarem primariamente no figado, reduzindo o contetdo de
colesterol hepatico, que por sua vez aumentaria a captacdo das lipoproteinas ricas em
colesterol.

O folato atua como coenzima no metabolismo dos aminoécidos e sintese de
acidos nucléicos, sendo considerado essencial para o crescimento. A concentracao
sérica de folato estd inversamente associada com a concentracdo de homocisteina,
sendo a hiper-homocisteinemia relacionada, em alguns trabalhos, a danos vasculares e
acumulo de colesterol (BONIFACIO, 2007).

Silveira (2011) ressalta, ainda, a importancia do licopeno e dos carotenos em
geral presentes na laranja. Atualmente, esses compostos sao considerados como um
dos mais potentes agentes antioxidantes, sendo sugeridos na prevencédo de
carcinogénese e aterogénese, devido a sua capacidade de proteger moléculas,
inclusive o DNA, da acéo de radicais livres. Licopeno e carotenos sdo encontrados em
uma gama restrita de alimentos e, além disso, 0 organismo ndo é capaz de sintetiza-
los, ou seja, eles sdo obtidos exclusivamente por meio da alimentacdo. Os frutos
citricos sdo considerados como importantes reservatorios de carotenoides, com a
identificacdo de mais de 115 tipos diferentes, presentes na casca e na polpa dos frutos
(BRANCO et al., 2007).

Dessa forma, levando em consideracdo as caracteristicas nutricionais e 0s
aspectos funcionais, a laranja é caracterizada como uma importante matriz a ser

monitorada.
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3.1.3. ASPECTOS ECONOMICOS

Dados econbmicos mundiais sugerem que a participacdo da agropecuaria no
produto interno bruto (PIB) de um pais apresenta tendéncia de queda ao longo do
tempo. Essa diminuicdo na participacdo de geracédo de rigueza para o pais é entendida
como uma consequéncia natural do crescimento de outros setores da economia, como
industria e servicos (CARVALHO & SILVA, 2005). Segundo Brugnaro & Bacha (2009),
neste seéculo, paises desenvolvidos como Japdo, Inglaterra e Estados Unidos
apresentam participacdo da agropecuaria no PIB inferior a 2 % e com tendéncia,
apesar das oscilacbes, de declinio nas ultimas cinco décadas. Paises em
desenvolvimento como a Bolivia, Colémbia e Equador também apresentam tendéncia

declinante da participacédo da agropecuaria no PIB.

No cenario brasileiro, a participacdo da agropecuaria no PIB apresentou
tendéncia de oscilacdo negativa até 1993, conforme esperado segundo o padrdo
mundial. Entretanto, essa situacdo foi revertida de forma consistente a partir de
meados da década de 90 (BRUGNARO & BACHA, 2009). Bacha & Rocha (1998)
explicaram que o comportamento atipico do aumento da participacdo da agropecuaria
no PIB brasileiro se deve a juncdo de trés fatores: aumento da produtividade na
agropecudaria, aumento da relacdo de precos agricolas/precos industriais e aumento da
relacdo de precos recebidos/precos pagos pela agropecuéaria. Em 2011, o PIB da
agropecuaria cresceu 3,9 % em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior. Em valores
correntes, chegou a R$ 192,7 bilhdes. O percentual ficou acima do PIB da economia
que, em igual periodo, cresceu 2,7 %, segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). Dados do mesmo levantamento mostram que no
periodo, a industria cresceu 1,6 % e os servicos 2,7 % (IBGE, 2012). J4 em 2012, o
PIB da agropecuaria recuou 2,3 % comparado a 2011, refletindo diretamente na
variacdo do PIB total, que cresceu 0,9 % no mesmo periodo (IBGE, 2014). Sendo
assim, a analise dos numeros da agropecuaria brasileira evidencia a importancia desse

setor na economia.

Entre as varias culturas consolidadas e competitivas existentes na agroindustria
brasileira, a citricultura tem grande destaque, sendo responséavel por 60 % da producgéo
mundial de suco de laranja. Segundo estudo conduzido por Nunes e colaboradores

(2009) sobre a citricultura brasileira, o suco de laranja € o suco de fruta mais
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consumido no mundo. Neste mesmo estudo, foi indicado que no periodo entre 1962 e
2009, a citricultura exportou, em valores de 2009, quase US$ 60 bilhdes, ou

R$ 111 bilhdes, trazendo, em média, US$ 1,3 bilhdo por ano em divisas ao pais.

A primeira fabrica de suco de laranja nacional foi montada durante a Segunda
Guerra Mundial (1939/1945), para o abastecimento do mercado interno. Mesmo com o
crescimento ocorrido no pés-guerra, as exportacdes de laranja ja eram insuficientes
para absorver toda a fruta produzida durante as safras. Para contornar o problema do
excedente de producgao, devido a um mercado interno pouco desenvolvido, a ideia da
industrializacdo do suco de laranja ganhou atencdo. Em 1959, instalou-se a primeira
fabrica de suco concentrado no Brasil, a Companhia Mineira de Bebidas. Em 1961, a
Citrosuco Paulista exportou para os Estados Unidos as primeiras mil toneladas de suco
concentrado (MUNHOS et al., 2012; AGROANALYSIS, 2009).

A industria citricola também produz diversos subprodutos a partir da producéo do
suco, como os 6leos essenciais (OE) e o farelo de polpa citrica. Esses produtos
possuem diferentes aplicagbes no mercado, tais como a fabricacdo de solventes,
aromas e fragrancias, tintas, cosméticos e complemento para racdo animal (BOTEON,
1998). O Brasil aparece entre os principais exportadores mundiais de OE de laranja,
destacando o comércio com a Unido Europeia. Considerando apenas o Oleo de laranja,
dos US$ 62 milhBes gastos com a importagdo do produto pelo bloco europeu, 38 %
desse valor foram destinados ao OE do Brasil. No periodo de janeiro de 2005 a outubro
de 2008, a exportacdo de OE de citricos pelo Brasil foi de, aproximadamente, 200.000
toneladas (MULLER, 2011).

A exportacdo do suco de laranja brasileiro € parcialmente influenciada pela safra
da laranja nos Estados Unidos. Conforme mostrado na Figura 1, a citricultura
americana ocupa a segunda posicdo mundial em volume de producéo do fruto, sendo o
estado da Flérida a grande regido produtora. Entretanto, diferentemente do Brasil, a
maior parte da produgdo americana € destinada ao abastecimento do mercado interno,
e nao a exportacdo. O impacto da safra americana na exportacéo do suco brasileiro se
deve ao fato do Brasil depender de um desempenho ruim dos pomares da Florida, para
gue os EUA comprem o suco brasileiro, com o objetivo de suprir a demanda interna.
Caso a producdo americana seja suficiente para o seu abastecimento, as industrias

brasileiras ficam com grande quantidade de suco sem um mercado certo para
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exportacao, gerando um estoque ocioso, impulsionando assim o preco do produto para
baixo. Para se tornarem menos suscetiveis a influéncia americana, os citricultores
brasileiros vém buscando uma diversificagdo no mercado. A safra 2009-2010, por
exemplo, foi exportada para mais de 70 paises (CITRUSBR, 2012c).

Paises produtores de laranja Destino do suco de laranja (NFC)
safra 2009 - 2010 brasileiro na década de 2000

Brasil, 25%

Outros, 25%

Ird, 3%
Europa
74%

<
_ ,

Indonésia, 4%

A‘.ﬁ*\
>
:v Ny
Espanha, 5% v
Egito, 5%

Meéxico,6% india, 6%

V' EUA12%

Chiana, 9%

Figura 1. Principais produtores mundiais de laranja e mercados da citricultura

brasileira.
Fonte: CITRUSBR, 2012c.

Segundo projecdbes do MAPA, a producdo de laranja devera passar de
20,2 milhdes de toneladas da safra 2013 para 23,8 milhdes de toneladas em 2023.
Essa variagdo corresponde a uma taxa anual de crescimento de 1,7 %. A &rea colhida
com laranja deve expandir-se nos proximos anos, dos atuais 811 mil para 906 mil
hectares em 2023. O Brasil deve exportar 2,6 milhdes de toneladas de suco de laranja
no final do periodo das projeces. Mas esse numero podera chegar, em seu limite

superior, a 3,2 milhdes de toneladas de suco (MAPA, 2013a).

Restricbes comerciais na forma de barreiras ao comércio, impostos de
importacdo, sdo os principais fatores limitantes & expansdo do suco de laranja
brasileiro. Sendo assim, para manter o volume de suco ja exportado e até mesmo
alcancar as expectativas de crescimento do setor, é preciso que grandes mercados,
como os Estados Unidos, maiores consumidores mundiais de suco de laranja,
continuem comprando o0 suco brasileiro. Entretanto, o FDA suspendeu

temporariamente as importacdes de suco de laranja brasileiro, no dia 10 de janeiro de
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2012, ao serem detectados tracos de carbendazim, aproximadamente 35 ug/kg, em
embarques oriundos do Brasil (EPA, 2012). Vale destacar que a EPA considera que,
mesmo com até 80 ug/kg, 0 suco ndo suscita quaisquer riscos para a saude dos
consumidores (ANDEF, 2012). O Codex Alimentarius preconiza limites maximos em
torno de 1 mg/kg de residuo de carbendazim (CODEX, 2008). O Brasil exporta suco de
laranja também para a Europa, que tolera 0,2 mg/kg, e para o Canad4, que permite
residuos até 1 mg/kg (EPA, 2012). A ANVISA determina um limite de até 5 mg/kg
(ANVISA, 2009). Os Estados Unidos aceitavam os mesmos 5 mg/kg de carbendazim
no suco de laranja até 2009, quando numa intervencao da EPA, definiram tolerancia
zero para residuos do agrotoxico. Porém, o pais continuou recebendo as producdes
brasileiras, que apresentam em média indicadores em torno de 30 ug/kg
(FUNDECITRUS, 2012). A pulverizagdo do carbendazim foi proibida nos Estados
Unidos, mas o fato nao foi incluido nos registros do Safety Concern, sendo o tiofanato
metilico, agrotoxico que é convertido a carbendazim na natureza, ainda usado pelos
americanos na producdo de macd, péssego, morango e outros. A proibicdo foi
exclusiva para a citricultura (TEJON, 2012). Mediante a esse impasse comercial, o
Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS) tem orientado os citricultores
brasileiros a suspenderem o uso dos fungicidas carbedazim e o tiofanato metilico
(FUNDECITRUS, 2012).

3.1.4. CONSUMO

Conforme apresentado na Tabela 3, em 2009, a comercializagdo mundial de
bebidas atingiu o marco dos 1.500 bilhdes de litros, o equivalente a 231 litros por
habitante por ano. As categorias lideres em participacdo nesse ano foram os chas
quentes (21 %), as aguas engarrafadas (15 %) e o leite (12,9 %). Os sucos, refrescos e
néctares atingiram, conjuntamente, uma participacao de cerca de 5 %, sendo o sabor
laranja responséavel por 35 % do comércio dos sucos e néctares. Este cenario reflete
uma tendéncia observada nos ultimos anos, onde o maior crescimento do mercado
esta voltado para bebidas de menor valor agregado e baixo teor calérico (CITRUSBR,
2012c).
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Tabela 3. Evolugdo do consumo mundial de bebidas

Ano 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
TOTAL (bilhGes de 1.310 1.368 1.431 1.492 1.529 1.563 1.611
litros)
Bebida Percentual (%)
Be.bldas a Base de 35 33 34 36 36 37 39
Leite
Outros 6,8 6,6 6,7 6,8 6,9 7,0 7,2
Café Quente 8,9 10,0 9,8 9,6 9,5 9,5 9,5
Cha Quente 20,6 21,0 21,1 21,0 21,1 21,0 20,9
Vinho 1,8 2,0 2,0 2,0 2,0 2,2 2,2
Cerveja 11,2 11,0 11,1 11,3 11,2 10,9 10,8
Agua 13,3 13,3 13,8 14,3 14,7 15,0 15,3
Bebidas Carbonatadas 13,9 13,5 13,2 13,0 12,8 12,5 12,3
Refrescos 1,8 1,9 2,0 2,1 2,2 2,3 2,4
Sucos & Néctares 2,6 2,6 2,5 2,5 2,5 2,4 2,4
Leite Aromatizado 1,0 0,7 0,7 0,6 0,5 0,6 0,4
Leite Branco 14,6 14,1 13,7 13,2 13,0 12,9 12,7

Fonte: MARKESTRAR, 2010.

Observa-se nos ultimos anos um declinio no consumo mundial do suco de laranja,
estimado em 12,3 % entre 2003 a 2012 em levantamento realizado pela Markestrar® e
divulgado pela Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos (CITRUSBR,
2014). Tal reducdo pode ser explicada pelo aumento da concorréncia de outras
bebidas como os isotbnicos, energéticos e blends, somada ao baixo estimulo pelo
consumo do suco de laranja (CITRUSBR, 2012c). Os quatro principais mercados,
Estados Unidos, Alemanha, Franca e Reino Unido, deixaram de consumir 15 % do
suco de laranja, representando 232 mil toneladas a menos. Ja no grupo dos BRICs
(Brasil, RUssia, india e China) mais o México, o consumo do suco aumentou 41 %,
porém esse volume adicional significou apenas 75 mil toneladas, deixando ainda um
grande déficit no mercado (CITRUSBR, 2012a).

No Brasil, entre 1999 e 2005, o maior desenvolvimento no consumo de bebidas
ocorreu entre os produtos a base de soja, que cresceram 39 %, seguido dos sucos,
néctares e refrescos e agua de coco, que juntos somaram um crescimento de 19 %
(NEVES & JANK, 2006).
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A analise do consumo alimentar pessoal do brasileiro, realizada pelo IBGE,
referente aos anos de 2008 e 2009, apontou que 7,1 % da populacdo consome laranja
in natura, totalizando um consumo meédio de 274,1 g da fruta por pessoa durante o
periodo avaliado. Ainda segundo o IBGE, o consumo de laranja médio per capita foi de
22,1 g da fruta por dia na regido sudeste. O consumo do suco de laranja pode ser
estimado pelo mesmo levantamento mencionado anteriormente, onde foi indicado um
consumo alimentar médio per capita de sucos, refrescos e sucos em po reconstituidos
de 146,8 g por dia na regido sudeste, sendo esta quantidade definida para o somatorio

de todos os sabores de fruta, e ndo apenas os de laranja (IBGE, 2011b).

O significativo consumo de laranja e suco de laranja pela populacéo brasileira,
apesar da recente reducdo no consumo deste suco, associado a importancia da
citricultura para a economia nacional e a questdo do embargo do suco brasileiro no
mercado americano, devido a presenca do carbendazim, justificam um monitoramento

desse residuo nos produtos supracitados.

3.2. AGROTOXICOS EM ALIMENTOS

3.2.1. USO NA PRODUCAO AGRICOLA

Além das novas técnicas de plantio, o uso de equipamentos de semeadura e
colheita de alta tecnologia, e de pesquisas no campo da agropecudria, a agricultura
moderna utiliza uma diversidade de insumos, como praguicidas e fertilizantes. O
crescimento da populacdo observado a partir de 1800 e o surgimento da industria
quimica moderna no século XX alteraram significativamente a produgdo agricola
mundial. A demanda cada vez maior de alimentos implicou na justificativa para a
utilizacdo de produtos quimicos no controle de organismos que possam afetar a
producdo. A partir do desenvolvimento técnico-cientifico e industrial ocorrido apés a i
Guerra Mundial, a sintese de compostos quimicos bioativos ficou mais rapida e barata,

tornando o modelo agricola mundial dependente dessa tecnologia (BEDOR, 2008).

O termo praguicida tem o significado literal de produto com a capacidade de
destruir pragas. Por sua vez, o termo praga aplica-se aos organismos animais e
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vegetais, capazes de reduzir a quantidade ou prejudicar a qualidade dos alimentos, das
sementes, racdes, forragens, plantas e madeiras, durante todo o processo produtivo,
ou que podem transmitir doengas ao homem e aos animais (LARINE, 1999). Dentro do
grande grupo dos praguicidas estdo os agrotéxicos, termo geral que classifica os
compostos quimicos usados na agricultura, cuja finalidade é alterar a composicédo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos. Conforme mostrado na Tabela 4, os praguicidas podem ser denominados
segundo o tipo de praga a que se destinam. Entretanto, essas substancias ndo séao, por
via de regra, seletivas para o combate de apenas a um tipo de praga. Por isso,
recentemente, também receberam o nome de biocidas (MIDIO & MARTINS, 2000).

Tabela 4. Classificacdo de praguicidas de acordo com o tipo de praga a que se

destinam
Praga alvo Classificacéo
Animais invertebrados
Insetos Inseticidas
Acaros Acaricidas
Nematoides Nematicidas
Moluscos Moluscicidas
Animais vertebrados
Roedores Raticidas
Aves Avicidas
Peixes Piscicidas
Vegetais superiores
Ervas daninhas Herbicidas

Reguladores do crescimento

Culturas Desfolhantes
Dessecantes
Outros
Fungos Fungicidas
Algas Algicidas

Fonte: MIDIO & MARTINS, 2000.

A incorporacdo de novas substancias na agropecuaria trouxe

uma mudanca

radical no pensamento do impacto da atividade agraria no ambiente em que ela se faz
presente (STOPPELLI & MAGALHAES, 2005). A acumulagéo de agrotoxicos ao longo

da cadeia alimentar, por exemplo, leva a um fendmeno ecolégico chamado de
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biomagnificacdo, definido como o aumento das concentracbes de uma determinada

substancia de acordo com o aumento do nivel trofico, conforme ilustrado na Figura 2.

-don de agrotoxico

Figura 2: Processo de biomagnificacdo

de agrotoxicos.
Fonte: SARIEGO, 2004.

O homem pode ser exposto aos agrotoxicos de maneira direta ou indireta. A
contaminagcdo direta, também chamada de exposicdo primaria, ocorre por meio da
manipulacdo de agrotéxicos, como, por exemplo, durante a aplicacdo desses
compostos em uma determinada cultura. Ja a contaminacéo indireta ou secundaria
pode ocorrer no meio ambiente ou pela ingestdo de alimentos contaminados. Assim, a
biomagnificacdo, acompanhada de outros fatores, como 0 comprometimento da saude
dos agricultores, devido a manipulacéo direta de grandes quantidades de agrotoxicos
ao longo de sua atividade laboral, e a contaminacao de alimentos e leitos de agua, sao
exemplos de problemas oriundos do uso de agrotéxicos de maneira ndo racional, ou
seja, sem respeitar as BPA (TADEO, 2008).
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As BPA sado baseadas em quatro pilares fundamentais: a viabilidade econémica,
a sustentabilidade ambiental, a adeséo social e a seguranca e qualidade na producao
de alimentos. As recomendacdes presentes nas BPA compreendem as necessidades
das industrias de alimentos, dos produtores e dos 6rgdos governamentais, que buscam
estabelecer regulamentos e padrbes para o melhor uso dos recursos naturais, a
preservacdo da saude e das boas condicdbes de trabalho dos produtores,
melhoramento da qualidade e seguranca alimentar, bem como a criagdo de novas
oportunidades de mercado (FAO/WHO, 2003).

Numa abordagem especifica ao uso de agrotoxicos, as BPA sdo entendidas
como um conjunto de medidas preventivas para o risco quimico, fisico e microbiologico
inerentes ao uso de praguicidas. Entre essas medidas estdo o uso apenas de produtos
registrados para determinada cultura, a calibracdo adequada de equipamentos
aplicadores, uso da substancia na dosagem correta, o0 respeito do tempo de caréncia, o
uso de equipamentos de protecédo individual e o descarte apropriado das embalagens
(ANVISA, 2011a).

Segundo Tadeo (2008), o desenvolvimento de uma nova substancia quimica,
para 0 uso como agrotoxico, requer, aproximadamente, 15 anos de estudo e um
investimento na ordem dos 20 milhdes de ddlares, sendo que apenas um componente
de cada 10.000 avaliados, em média, chega a ser aprovado para a producdo comercial.
O alto rigor no processo de desenvolvimento € necessario, uma vez que o registro de
um agrotéxico envolve a comprovacdo uma série de informacdes que atestem a
eficacia e seguranca da substancia envolvida. Informac6es como propriedades fisico-
guimicas, métodos de analise, eficicia, toxicologia e o comportamento e a degradacao
do composto no meio ambiente sdo essenciais para que o agrotoxico obtenha o seu

registro para o uso e comercializacado em diferentes paises.

De acordo com Soares (2010), houve um crescimento exponencial do consumo
de agrotdxicos no Brasil nas ultimas décadas, conforme representado na Figura 3.
Com a diminuicéo do crédito rural concedido pelo governo, as empresas agroquimicas
entraram de forma macica no financiamento, conferindo elas mesmas o crédito para a
aquisicdo de insumos, com prazos, em geral, iguais aos do periodo de safra, o que
possibilitou uma mudanca na agricultura brasileira no que diz respeito a dependéncia

da oferta de crédito rural.
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Figura 3. Oferta de crédito rural e consumo de agrotoxicos no Brasil.
Fonte: SOARES, 2010.

Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG), em 2008, o Brasil tornou-se o principal mercado consumidor de agrotoxicos,
ficando a frente dos EUA e consumindo 733,9 milhdes de toneladas (SINDAG, 2009).
As estimativas de venda somaram R$ 10,199 bilhdes no acumulado de janeiro a
outubro de 2011, 10 % a mais que os R$ 9,278 bilhdes do mesmo periodo do ano
anterior. Ainda segundo o sindicato, em 2011, as vendas de herbicidas, inseticidas e
acaricidas somaram 3.455, 3.512 e 147 milhGes de reais, respectivamente. J4 as
vendas de fungicidas subiram 3 % de 2010 a 2011, no mesmo periodo acumulado
(SINDAG, 2011).

3.2.2. BENZIMIDAZOIS - CARBENDAZIM

Imidazdbis sdo compostos heterociclicos formados por um anel insaturado de cinco
membros, constituido de trés atomos de carbono e dois atomos de nitrogénio. O
exemplo mais simples desse grupo € o proprio imidazol. Entre as varias substancias
gue contém o anel imidazol em suas estruturas, estdo os fungicidas imidazdlicos,

sendo esses constituidos de radicais volumosos ligados ao atomo de nitrogénio
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(procloraz e
carbendazim,
(LARINE, 1999).

imazalil) ou apresentam uma estrutura benzimidazol
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Figura 4. Formula estrutural dos principais fungicidas
imidazdlicos utilizados na agropecuaria.

Os fungicidas benzimidazéis sdo largamente utilizados na agricultura devido ao
seu amplo espectro de acao e eficacia em baixas concentracdes, sendo aplicados nos
periodos pré e pos-colheita. Esse grupo de agrotéxicos foi primeiramente utilizado na
Europa na década de 70 para o controle da mancha ocular (eyespot) em cereais
(MAZELLIER et al., 2003). Quando foram introduzidos no mercado, os benzimidazéis
representaram uma classe inovadora de fungicidas com propriedades uUnicas. Entre
essas propriedades destacava-se a acdo sistémica nos vegetais, sendo absorvidos
rapidamente pela raiz e folhas, permitindo assim longos intervalos entre as aplicacdes
(FRAC, 2005). No Brasil, em 2001, 23 % dos fungicidas utilizados pertenciam a classe
dos benzimidazois, que continuam entre os principais fungicidas utilizados na
controlar diversos

agricultura por fungos patogénicos,

2007).

além de apresentar

caracteristicas acaricidas (FARIA et al.,

Carbendazim, benomil e tiofanato metilico sdo, na maioria das vezes, avaliados

em conjunto quanto a suas caracteristicas e toxidade devido ao fato do benomil e do
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tiofanato metilico serem rapidamente convertidos em carbendazim na natureza,
conforme demonstrado na Figura 5 (NAKAMURA et al., 2011).

?DNH(CH2}30H3

N
@i »—NHCO,CH; H:0 H

| N
Benom! @: >—NHCO,CH,
N

@: NHCSNHCO,CH, E;;;: Carbendazim
NHCSNHCO,CH,

Tiofanato metilico

Figura 5. Conversdo de benomil e tiofanato metilico a

carbendazim.
Fonte: NAKAMURA et al., 2011.

O carbendazim possui a massa molecular de 191,2 g/mol, sendo caracterizado
como um sélido cristalino branco, inodoro, com pressao de vapor menor que 100 nPa a
20 °C, baixa solubilidade em agua (8 mg/L a 20 °C e pH 7) e alta estabilidade em meio

acido. O carbendazim possui estabilidade térmica entre 35 a 50 °C (IPCS, 1996).

O benomil tem um tempo de meia vida, em condi¢cdes aerébicas, de duas horas
em agua e de 19 horas no solo. Ja o tiofanato metilico possui o tempo de meia vida de
dois dias na agua e menos de um dia no solo, também em condi¢cBes aerdbicas (IPCS,
2010a). A degradacdo dos benzimidazdis no solo segue 0s mecanismos gerais da
degradacdo de agrotoxicos, sendo que a rota principal € a microbioldgica. Uma
completa degradacdo € alcangcada apenas por meio de um pequeno numero de
linhagens microbianas que sédo capazes de crescer utilizando o agrotéxico como Unica
fonte de carbono (SILVA et al., 1999).

A legislagdo brasileira ndo autoriza a comercializagdo do benomil, apenas do
tiofanato metilico e do carbendazim, sendo esses utilizados em varias culturas
(ANVISA, 2009). Na producéo da laranja, sdo os principais agrotoxicos utilizados para
0 combate das doencas pinta preta e podridao floral, ambas causadas pelo fungo

Guignardia citricarpa (Figura 6). A pinta preta € caracterizada por lesdes na casca do
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fruto, podendo diminuir o rendimento de suco por unidade de fruta, além de causar a

queda prematura do pé, reduzindo assim a produtividade (RODRIGUES et al., 2007).

Figura 6: Variacdo dos sintomas causados pela Guignardia

citricarpa em laranja.
Fonte: FUNDECITRUS, 2012.

3.2.3. TOXICIDADE

Segundo Larine (1999), em grau variavel, todo composto com atividade
praguicida € potencialmente toxico ao homem e aos organismos vivos relacionados
com seus ecossistemas. A avaliacdo do risco € baseada em estudos qualitativos e
guantitativos, em que sdo considerados os dados toxicoldgicos, o tipo de dano
provocado, as doses utilizadas e os efeitos correspondentes, bem como os dados de
exposicdo e de eficacia, para inferir o grau de seguranca do agrotoxico.

A toxidade aguda de um agrotoxico se refere a capacidade que um determinado
principio ativo possui em causar dano a uma pessoa ou animal, mediante a uma Unica
exposicdo, geralmente em um curto periodo de tempo (LOREZ, 2009). A toxidade
aguda é expressa pela quantidade necessaria, em miligramas por quilo de peso
corpéreo, para provocar a morte de 50 % de um lote de animais. E representada pela
sigla DLso nos estudos pela via oral e cutanea e CLsp nos estudos pela via respiratoria
(LARINE, 1999). A toxidade cronica € determinada a partir da submissao de animais a
longos periodos de exposicdo a uma determinada substancia. Qualquer dano ocorrido
por repetidas e pequenas doses em um determinado periodo de tempo € chamado de
efeito cronico. Alguns dos efeitos cronicos comuns causados pela intoxicacdo por
agrotoxicos sao: ma formacgéo congénita, surgimento de tumores benignos e malignos,
desordens sanguineas e enddcrinas, além de alteragbes no sistema reprodutor
(LOREZ, 20009).
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Os agrotoxicos sao classificados pela ANVISA em quatro classes de perigo para
sua saude, sendo cada classe representada por uma cor no rétulo e na bula do

produto, conforme mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Classificacdo toxicolégica dos agrotoxicos baseada na Dose Letal50 e na

Concentracao Letal50 de formulagdes liquidas e sélidas

Classe Cor Toxidade DLs, oral DLs, dérmica . CL5,° .
inalatoria

mg/kg mg/kg mg/L

Liquido Sélido  Liquido Sdlido
| Vermelho CXremamente <20 <5 <40 <10 <02
toxico

I Amarelo  Altamente téxico 20—200 5-50 40-400 10-100 0,2—2,0
I Azul Me‘t’é‘;"(?ggme 200 —2.000 50-500 400-4000 100-1000 2,0 — 20,0

\Y, Verde Pouco t6xico >2.000 >500 >4000 > 1000 > 20,0

Fonte: BRASIL, 1989.

O carbendazim estd cadastrado na ANVISA sob o numero 10605-21-7, sendo
considerado um antifangico de aplicagéo foliar nas culturas de algodao, citros, feijao,
maca, soja e trigo e de aplicacdo em sementes de algodéo, arroz, feijdo, milho e soja.
Sua classificacdo toxicologica é classe lll, ou seja, mediamente téxico. O LMR definido
para citros é de 5 mg/kg e o intervalo de seguranca € fixado em sete dias (ANVISA,
2009). Para fins de monitoramento de residuos, devem ser considerados os LMR
estabelecidos nas monografias de carbendazim e tiofanato metilico, cujos residuos séao

expressos conjuntamente como carbendazim.

A toxidade do carbendazim foi avaliada pela Organizacdo das Nacdes Unidas
para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (WHO) em
1995, na Suica, onde foi estabelecida uma ingestdo diaria aceitavel (IDA) de 0 a
0,03 mg/kg, baseado em um nivel no qual ndo foram observados efeitos adversos
(NOAEL) de 2,5 mg/kg por dia (FAO/WHO, 2005). Esses valores foram estabelecidos
por meio da avaliacdo de um estudo, com duracdo de dois anos, realizado em cées,
sendo utilizado um fator de seguranca de 100 vezes ao estabelecer os limites para o
homem. O comité da FAO/WHO estabeleceu ainda uma dose de referéncia aguda
(ARfD) de 0,5 mg/kg de peso corporal, baseado em um NOAEL de 50 mg/kg de peso

corporal, para a populacao em geral, incluindo criancas, e uma ARfD de 0,1 mg/kg de
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peso corporal para mulheres na idade fértil, baseado em um NOAEL de 10 mg/kg. A
ARfD é definida como dose de determinada substancia as quais a populacdo pode
estar exposta diariamente sem apresentar risco de aparecimento de efeito nocivo a
saude durante toda a vida (OGA, 2003). Para definicdo dos valores de ARfD, o comité
da FAO/WHO avaliou os resultados de 4 estudos envolvendo ratos e coelhos. Por fim,
ainda em 2005, os conselheiros da JMPR concluiram que a exposicdo de residuos de
carbendazim, por curto periodo de tempo, pelo uso de benomil, cerbendazim e
tiofanato metilico em commodities, ndo apresentava risco significativo para a saude
publica, considerando os valores maximos de residuos encontrados em 31 commaodites
em 1998 e 2003 por levantamentos feitos pela JMPR (FAO/WHO, 2005). O Codex
Alimentarius preconiza limites maximos em torno de 1 mg/kg de peso corporal de
residuo de carbendazim (CODEX, 2008).

3.2.4. REGULAMENTACAO E MONITORAMENTOS

Substéncias quimicas empregadas para o controle de pragas e doencas da
agricultura sdo regulamentadas pela Lei n° 7.802, conhecida como “Lei dos
Agrotoéxicos”, promulgada em 11 de julho 1989. Anteriormente a essa lei, a legislacéo
gue regulamentava 0 setor apresentava como base um decreto promulgado 55 anos
antes, o Decreto n° 24.114, de 14 de abril de 1934, época em que 0s produtos
organossintéticos, hoje largamente empregados, sequer eram utilizados como
agrotoxicos (GARCIA et al., 2005; BRASIL, 1989; BRASIL, 2000).

A Lei n° 7.802 foi considerada um avanco para a preservacao da saude publica e
do ambiente. Entre os varios pontos importantes da lei, destaca-se a exigéncia de
registro prévio dos agrotoxicos para sua producdo, importacdo, exportacdo ou
comercializacdo, de acordo com os requisitos e diretrizes dos o6rgados federais
responsaveis pelos setores da saude, do meio ambiente e da agricultura, além de sé
ser permitido o registro de um novo produto agrotdxico se for comprovadamente igual
ou de menor toxicidade aos ja registrados para o mesmo fim (BRASIL, 1989). Em 2002,
a Lei n° 7.802 foi alterada pelo Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que
regulamentou mais detalhadamente questbes como: embalagens e acondicionamentos
de agrotoxicos, fontes de grandes intoxicacbes e contaminacdes ambientais e

humanas, rétulos e bulas, propaganda, fiscalizacdo e a responsabilidade civil e penal
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por danos causados a saude das pessoas e ao meio ambiente, para o profissional
prescritor, o usuario, o comerciante, o titular do registro, o produtor e o empregador
(BRASIL, 2002).

Com o objetivo principal de promocdo da saude por meio do consumo de
alimentos de qualidade e a prevencdo das doencas cronicas nao transmissiveis
causadas pela ingestdo cotidiana de quantidades perigosas de agrotoxicos, foi criado,
em 2003, o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA). O
PARA originou-se do Projeto de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos,
iniciado em 2001 com o objetivo de estruturar um servico para avaliar a qualidade dos
alimentos e implementar acbes de controle de residuos. Em 2003, o projeto
transformou-se em Programa, através da Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC 119,
e passou a ser desenvolvido dentro do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria
(SNVS), sob a coordenacédo da ANVISA e em conjunto com o0s Orgaos de vigilancia
sanitaria estaduais (ANVISA, 2010).

Em 2010, no ambito do PARA foram monitorados residuos de agrotdéxicos em
dezoito culturas, incluindo 148 amostras laranja, das quais seis foram provenientes do
estado de MG. Do total de 2.488 amostras analisadas, em 37 % nédo foram detectados
residuos, 35 % apresentaram residuos abaixo do LMR estabelecido e 28 % foram
consideradas insatisfatorias por apresentarem residuos de produtos ndo autorizados
ou, autorizados, mas acima do LMR. Das 694 amostras consideradas insatisfatorias
(28 %), destacou-se o carbendazim com 176 amostras apresentando residuos desse
agrotoxico. Contudo, segundo o relatério do PARA referente ao ano de 2010, ndo
foram encontrados residuos de carbendazim acima do LMR estabelecido pela

legislacdo brasileira nas amostras de laranja avaliadas (ANVISA, 2011b).

No PARA, em 2011, foram contempladas 1.628 amostras de 13 matrizes, dentre
as quais nao estava incluida a laranja. JA no ano de 2012, a cultura laranja foi
monitorada dentre 13 matrizes. Das 3.067 amostras coletadas, somente foram
reportados resultados para 1.665, sendo 22 % sem deteccdo residuos, 42 % com
residuos abaixo do LMR estabelecido e 36 % consideradas insatisfatorias por
apresentarem residuos de produtos ndo autorizados ou, autorizados, mas acima do

LMR. Também ndo foram encontrados residuos de carbendazim acima do LMR
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estabelecido pela legislacdo brasileira nas 227 amostras de laranja avaliadas, das
quais nove eram do estado de MG (ANVISA, 2013a).

Até 2007, o MAPA realizava apenas o controle de residuos de agrotéxicos em
produtos de origem animal (MAPA, 1999; MAPA, 2010), mas, em 2008, por meio da
Instrucdo Normativa nimero 42, o MAPA instituiu o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal que engloba o
monitoramento de residuos de agrotdxicos em vegetais (MAPA, 2008). Inicialmente, o
programa monitorava apenas as culturas de maga e maméo, com investigacao de
residuos de carbendazim, entre outros. Para o ano-safra 2009-2010 houve uma
ampliacdo consideravel, com monitoramento de 17 culturas, sendo que a matriz laranja
nao foi incluida (MAPA, 2009). A partir do ano-safra 2010-2011 houve nova ampliagdo
do nimero de matrizes pesquisadas, totalizando 23 culturas, com inclusdo da laranja.
Neste monitoramento, dentre as 30 amostras de laranja analisadas, das quais duas
eram do estado de MG, ndo houve quantificacbes de teores superiores ao LMR
estabelecido em nenhum caso, embora sete amostras tenham apresentado residuos
de agrotéxicos nao autorizados (MAPA, 2011b). No ano safra 2011-2012, as culturas
foram mantidas e 21 amostras de laranja foram analisadas, das quais 16 foram
consideradas conformes. Nenhuma amostra foi proveniente do estado de MG, no
referido ano safra (MAPA, 2013).

Além do MAPA, o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) realiza analises de
residuos de agrotéxicos em horticolas e em agua. O Projeto Alimento Seguro (PAS)
idealizado e desenvolvido pelo IMA, tem como objetivo sensibilizar e mudar o
comportamento de produtores rurais em relacdo ao uso de agrotoxicos. Lancado em
2009, foi implantado nas propriedades produtoras de tomate e morango, mas o0
interesse de outros produtores fez com que fosse estendido para as culturas de batata
baroa, batata inglesa, couve-flor, alface e cenoura. O PAS envolve um conjunto de
diferentes acOes: atividades educativas, fiscalizacdo do comércio de agrotoxicos,
monitoramento de culturas, analises laboratoriais e, por fim, a concessdo de um selo de
rastreabilidade. Criado em parceira com a iniciativa privada, o selo contém um codigo
gue fica visivel nas embalagens dos alimentos. Por meio desse cdédigo, o consumidor
tem acesso ao histérico do produto que comprou. Sao fotos da propriedade, plantacéo,
dados sobre os agrotoxicos usados, niumero da receita agronémica e os resultados das

analises laboratoriais. A laranja € parte das matrizes monitoradas neste programa,
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contudo o carbendazim ainda néo foi incluido na relacédo de analitos investigados (IMA,
2011).

Nao foram encontrados na literatura estudos de monitoramento de residuos de

carbendazim em laranja ou néctar realizados no Brasil.

Os dados relativos aos monitoramentos oficiais de residuos de carbendazim na
matriz laranja permitem identificar a conformidade em relacdo aos limites
regulamentados para carbendazim, mas ndo os teores detectados. Também, os
nameros relativos a laranja do estado de MG sé&o restritos, sugerindo que um
monitoramento focado na producdo mineira, bem como nos produtos disponiveis para

consumo neste mercado se torna relevante.

3.2.5. METODOS DE ANALISE

A partir da década de 70, a maior parte dos métodos de analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos envolvia a cromatografia gasosa (CG), acoplada a diferentes
detectores, destacando a espectrometria de massas (EM). Entretanto, com o
desenvolvimento de novas técnicas analiticas, a incorporacdo da cromatografia liquida
(CL) nos protocolos de analise de residuos de agrotoxicos ganhou notoriedade tanto
nos métodos individuais quanto nos métodos multiresiduos (MMR) (SOLER & PICO,
2007).

Segundo Jardim e colaboradores (2006), para a separagdo de compostos por
meio da técnica de CG, é necessario que a amostra seja suficientemente volatil, a fim
de passar atraves da coluna na forma de vapor, e estavel termicamente, para ndo se
decompor nas condi¢bes da separacdo. Por isso, somente 0s gases e cerca de 20 %
dos compostos organicos conhecidos podem ser analisados por CG, sem maodificar
suas estruturas para aumentar-lhes a volatilidade. Ja a CL requer somente que a
amostra seja soluvel na fase moével. Separacbes complexas sao, frequentemente,
desenvolvidas mais facilmente pela CL do que pela CG, devido a maior diversidade de
mecanismos de separacdo. Assim, a CLAE constitui uma técnica indicada para a
separacdo de espécies ibnicas, macromoléculas, compostos de alto ponto de ebulicdo

e de baixa estabilidade térmica.
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Os MMR para andlise de agrotoxicos sao capazes de determinar,
simultaneamente, mais de um residuo em uma Unica andlise. Essa capacidade é
proporcionada pela separagédo dos residuos ocorrida durante a passagem da amostra
pela coluna cromatografica, seja ha CL ou ha CG. Sempre que uma amostra apresenta
um historico desconhecido sobre o uso de agrotéxicos, os MMR devem ser utilizados
para fornecer um amplo cromatograma, cobrindo os potenciais residuos. Por meio da
andlise desse cromatrograma, € possivel determinar um método de andlise mais

especifico para a confirmacéo da amostra em questao (MALIK et al., 2010).

Na Tabela 6 encontram-se relacionadas publicacbes de métodos para
determinacao da presenca de carbendazim em laranja e produto a base de fruta, bem

COMO outros vegetais in natura.

Tabela 6: Métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector
ultravioleta ou espectrometria de massas publicados para o escopo de carbendazim em

alimentos de origem vegetal.

Referéncia Analito Matriz Técnica Determinacgéo
GARRIDO et. al. ) Cromatografia .
. . Laranja ) Detector ultravioleta
(1995) Imazalil e carbendazim liquida
Cromatografia
THARSIS et. al. . ) Mix de frutas ) Detector ultravioleta
(1997) Tiabendazol e carbendazim liquida
FERNANDES Imazalil, tiabendazol, ] ]
] ) ) Cromatografia  Espectrometria de
et. al. (2001) benomil, carbendazim Laranja o
) . liquida massas
e tiofanato-metilico
BLASCO et. al. Carbendazim, hexitiazox, Péssego e Cromatografia  Espectrometria de
(2002) imidaclopride e metiocarbe ameixa liquida massas
LIU et. al. Carbendazim e Mexerica Cromatografia  Detector de arranjo
(2006) tiabendazol liquida de diodos (DAD)
Bitertanol, carbendazim, ) ] ]
BLASCO et. al. " . . Laranja e Cromatografia ~ Espectrometria de
hexitiazox, imazalil, ) o
(2006) o ) o tangerina liquida massas
imidacloprid, metildation,
metiocarbe, piriproxifen,
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tiabendazil e triclorfon

HE et. al. Tiabendazol, Suco de maga Cromatografia  Detector de arranjo
(2008) benomil, carbendazim concentrado liquida de diodos (DAD)
Tiabendazol, ]
) Laranja, i )
DREASSI carbendazim, lim Cromatografia Espectrometria de
iméo e
et. al. (2010) tiofanato-metilico, ] liquida massas
grapefruit

imazalil e procloraz

Benomill,
carbendazim, Batata, espinafre, i )
NAKAMURA et. . » . Cromatografia ~ Espectrometria de
tiofanato -metilico, laranja, repolho, o
al. (2010) ) o . liquida massas
tiofanato, berinjela e macga

etilenobisditiocarbamatos

LOPEZ et. al. 30 agrotoxicos, estando o . Cromatografia ~ Espectrometria de
Refrigerante de
(2012) carbendazim neste grupo fruta liquida massas
) Cromatografia )
PARANTHAMAN Carbendazim, endosulfan e Banana fauid Detector ultravioleta
iquida
et. al. (2012) clorpirifés a

Para a analise por MMR em matrizes complexas como 0s alimentos e amostras
ambientais, a CLAE-EM tem sido utilizada em varios estudos, sendo também adotada
em protocolos oficiais para monitoramento de residuos de diferentes agrotoxicos em
paises como Estados Unidos, Alemanha, Australia e Holanda (LOPEZ, 2012).

Na CLAE, os detectores UV e de arranjo de diodos (DAD) também séo reportados
na literatura, sendo de grande importancia, uma vez que sao técnicas menos
complexas e mais baratas quando comparadas a detec¢cdo por EM (KAIHARA et al.,
2002; TSENG et al., 2007; TUAN et al., 2009; PARANTHAMAN et al., 2012).

O espectrometro de massas € um instrumento sofisticado onde amostras sdo
injetadas, ocorrendo producéo de ions pela fonte de ionizagdo. Uma vez formados, os
ions sdo analisados pelo analisador de massas de acordo com a sua razéo
massal/carga. O uso da CLAE-UV, como técnica de separagdo e deteccdo, seguida de
EM, como técnica de confirmacdo para presenca de carbendazim em frutas e produtos
derivados, apresenta vantagens para a analise do residuo desse agrotoxico, uma vez
gue o conjunto possui alta seletividade e a boa detectabilidade (JARDIM et al., 2006;
TUAN et al., 2009; KAIHARA et al., 2002). Ao utilizar um detector UV antes do EM é

possivel reduzir o custo e o tempo das analises, uma vez que as amostras que nao
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apresentarem sinal de deteccdo no tempo de retencdo esperado para o analito no UV
nao precisam ser submetidas a confirmacéo no EM.

A extracdo e purificagdo da amostra sdo etapas que antecedem a separagao
cromatografica, sendo responsaveis, em grande parte, pelo sucesso da técnica. Uma
extracdo inadequada pode, por exemplo, levar a subestimacéo da real quantidade do
analito presente na amostra. Ja uma purificacdo mal sucedida pode resultar em um
cromatograma com grande quantidade de picos, dificultando a identificacdo e
quantificacdo do analito. Recente revisdo publicada por Jin e colaboradores (2012)
aponta a extracao liquido-liquido, extracdo em fase solida, microextracdo em fase
sélida, extracdo sortiva em barra de agitacdo e dispersdo da matriz em fase solida
como as principais técnicas de extracdo de residuo de agrotoxico em alimentos, sendo
a acetonitrila, acetona, acetato de etila e o metanol os solventes orgéanicos mais

comumente envolvidos nesses processos.

3.3. OTIMIZACAO DE METODOS

3.3.1. OTIMIZACAO DE METODOS DE ANALISE

Otimizar um método analitico significa desenvolver condi¢des favoraveis de modo
a obter o melhor resultado possivel para determinada andlise. Atualmente, a constante
necessidade de otimizacdo de processos tem levado a busca de técnicas de
planejamento experimental com o objetivo de determinar e quantificar a influéncia das
variaveis sobre as respostas desejadas (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

O planejamento experimental pode ser utilizado para aprimorar metodologias
analiticas e tem possibilitado uma melhor performance das analises por CLAE,
obtendo, por exemplo, maior resolu¢cdo dos picos, bem como a minimizagdo do gasto

de reagentes caros e toxicos, sem, contudo, prejuizo na qualidade dos resultados.

3.3.2. DELINIAMENTO FATORIAL

Experimentos delineados em esquemas fatoriais sdo aqueles que envolvem
combinacdes entre os niveis de dois ou mais fatores, sendo os fatores as variaveis
independentes que se deseja avaliar (CALADO & MONTGOMERY, 2003).
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Segundo Haaland (1989), existem trés abordagens adotadas para a resolucao de

problemas experimentais, conforme mostrado na Figura 7.

A B C

Fator - o

_— Fator
Fator B

Figura 7: Métodos de avaliacdo da influéncia de trés fatores em um planejamento
experimental.

No primeiro procedimento (Figura 7.a), existem trés variaveis independentes a
serem estudadas em cinco situacdes diferentes, totalizando um nimero minimo de 13
ensaios para obter a melhor condicdo. Entretanto, as condi¢cbes ficam limitadas a
determinada regido espacial, ndo sendo possivel detectar efeitos de interacdo entre

elas. Nesses casos, o resultado obtido fica aquém do valor otimizado.

No segundo método (Figura 7.b), todas as combinacdes séo investigadas. Este
método tem a vantagem de explorar todo o espaco experimental, porém tem a
desvantagem de necessitar de um grande numero de ensaios, 125 (5 x 5 x 5). Além
disso, por ndo ter repeticdo, ndo é possivel calcular erro padrdo inerente ao

experimento.

Ja no terceiro método (Figura 7.c), os cinco niveis de cada fator foram
substituidos por apenas dois niveis (valores minimos e maximos). Sendo assim, seria
necessario a realizacdo de 12 ensaios (8 ensaios fatoriais representados pelos
vértices do cubo e mais 4 ensaios repetidos na condicdo central). Dessa maneira, a
regido estudada no espaco experimental € maior, quando comparada ao primeiro

método, e 0 nimero de ensaios € menor guando comparado ao segundo método.

Esse método é classificado como experimento delineado inteiramente ao acaso,
com esquema fatorial 2, sem repeticéo, com adicdo de ponto central e repeticio nesse
ponto. A adicdo de pontos centrais torna possivel a inferéncia estatistica, viabilizando o

calculo de residuo e, consequentemente, do erro padrdo. Tal delineamento possui a
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vantagem de reduzir o numero de experimentos ou repeticbes, implicando na
diminuicdo do trabalho, tempo e custo final. Além disso, por serem analisados
simultaneamente, é possivel observar efeitos sinérgicos e antagbnicos entre os fatores
(TEOFILO & FERREIRA 2006).

3.4. VALIDACAO DE METODOS

3.4.1. IMPORTANCIA PARA O AGRONEGOCIO

Em um cenario de crescente expansao das relagdes comerciais brasileiras com o
restante do mundo, torna-se essencial o desenvolvimento de uma estrutura
organizacional que permita aos paises defenderem seus interesses junto aos Orgaos
internacionais que regulamentam as praticas comerciais agricolas. Além do grande
peso das barreiras tarifarias impostas aos produtos brasileiros, as barreiras nao
tarifarias também sdo limitantes para o crescimento da exportacdo nacional. Sdo
inUmeras as possibilidades de restricdes que se abrem nesse cenario, como as
restricbes ambientais, sanitarias e as relacionadas aos distintos padrdes de qualidade
adotados por diferentes paises. Nesse contexto, aspectos relacionados a qualidade
dos produtos, seguranca alimentar, BPA e a tecnologia sdo temas recorrentes no setor
agroindustrial, tendo reflexos imediatos no desenvolvimento de politicas publicas
direcionadas ao setor agroindustrial (FARINA, 2001).

As acles de politica agricola direcionadas apenas para o aumento da producéo,
embora importantes, ndo sao suficientes para o éxito do agronegocio em um mercado
globalizado e competitivo. Um bom exemplo dessa situagdo vem ocorrendo com a
citricultura brasileira. Devido a alta produtividade dos pomares e queda do consumo
mundial de laranja, as grandes safras ndao conseguem mercado de compra, gerando
excedente de producdo e queda nos precos da fruta. Para solucionar o problema,
novos mercados precisam ser abertos para a comercializagcédo da laranja, bem como o
consumo da fruta pela populacdo deve ser incentivado. Sendo assim, fica clara a
necessidade de acbes de carater publico e privado visando o aumento da
competitividade do agronegdcio brasileiro, seja pela garantia da qualidade, conquista
de novos mercados ou agregando valor ao produto (REIS, 2010). Todo esse cenario

49



cria um novo padrdo de concorréncia, onde a existéncia de um baixo custo e alta

produtividade, embora necessarios, deixam de ser condi¢céo suficiente.

Dentro da gestdo da qualidade no agronegécio, a andlise de alimentos por
métodos validados e o desenvolvimento de uma rede laboratorial de forte qualidade
metrolégica € uma necessidade, visto que os resultados dos ensaios subsidiam a
formulacdo de politicas publicas que, do ponto de vista sanitario, levam a adequacéao

do pais as regras do comércio internacional (SOUZA, 2007).

3.4.2. VALIDACAO NO PROCESSO ANALITICO

O processo analitico pode ser didaticamente dividido nas etapas de
desenvolvimento, otimizacao, validacdo, aplicacao e revalidacdo do método (BRUCE et
al., 1998). Entretanto, do ponto de vista pratico, € dificil separar o processo analitico em
fases, sendo a validacdo muitas vezes tratada como parte integrante do
desenvolvimento. O desenvolvimento do método somente poderia ser considerado
completo apds avaliacdo e demonstracéo de performance analitica aceitavel, ou seja, o
desenvolvimento e validacdo de métodos sdo considerados processos iterativos
(GREEN, 1996; HUBER, 1998). Sendo assim, conforme mostrado na Figura 8, o
processo de validacdo pode ser dividido, ainda, em dois estagios, sendo uma “pré-
validacado” conduzida durante o desenvolvimento do método e outra validagao “formal”

apo6s o desenvolvimento ter sido completado (JENKE, 1996).

Reavaliacio
Aplicacdo
H Validagio
Otimizagdo  ©
Desenvolvimento H

Pré-validacao Validagado

Figura 8: Divisdo do processo analitico em pré-validacdo e validagéo.
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Diversas definigdes sao encontradas na literatura para o termo “validagdo de
meétodos”. De uma maneira geral, todas as definicées trazem a ideia da demonstracéo
de que um método analitico € aceitavel para o seu propésito pretendido, sendo um
componente essencial a ser implementado nos laboratérios a fim de garantir dados
confiaveis (SOUZA, 2007).

3.4.3. VALIDACAO EM SISTEMAS DE GESTAO

A 1SO (International Organization for Standardization) € uma organizacdo nao
governamental, presente em mais de 160 paises, cuja funcdo é a elaboracdo de
padrbes, através de um consenso internacional, visando atender aos requisitos de
qualidade determinados em diversos setores (ISO, 2012). A norma ISO/IEC 17025
(ABNT, 2005b) representa a sintese da experiéncia acumulada em todo o mundo em
avaliacbes e na demonstracdo da competéncia de laboratérios. Essa norma contém
requisitos de direcdo e técnicos que devem ser atendidos pelos laboratérios para a
implementacdo e manutencdo de um sistema de gestdo laboratorial adequado,
conferindo assim, validade técnica para as analises realizadas. Dentre 0s requisitos
técnicos abordados estédo: pessoal, acomodacdes e condi¢des ambientais, métodos e
validacdo de métodos, equipamentos rastreabilidade da medi¢cdo, amostragem,
manuseio de itens (amostras), garantia da qualidade de resultados e apresentacdo dos
resultados (SOUZA, 2007).

Métodos normalizados séo aqueles desenvolvidos por um organismo de
normalizacdo ou outras organizacdes, cujos metodos sejam aceitos pelo setor técnico
em questdo. Métodos ndo normalizados sdo aqueles desenvolvidos pelo préprio
laboratério ou outras partes, ou adaptados a partir de métodos normalizados e
validados (ILAC, 2010). A 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 laboratorios
devem ser validados. Assume-se que 0s métodos classificados como normalizados ja
tenham sido submetidos a valida¢cGes prévias por estudos colaborativos, visto que a
escolha de um método como oficial requer que dados de precisdo sejam obtidos de

estudos colaborativos (WOOD, 1999; HUND et al., 2000; MAC NEIL et al., 2000).
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3.4.4. VALIDACAO INTRALABORATORIAL

ValidagGes intralaboratoriais correspondem a estudos analiticos que envolvem
um Unico laboratorio, utilizando um mesmo método, para analisar a mesma ou
diferentes amostras, sob diferentes condi¢cdes, em um intervalo de tempo justificado.
Estes estudos permitem a avaliacdo do desempenho de métodos com um ndamero
consideravel de experimentos, utilizando diferentes combinacdes de analitos,
concentracdes e matrizes, em um curto intervalo de tempo, facilmente adaptaveis a
diferentes situacfes. As validacBes intralaboratoriais atendem um importante nicho de
processos de validacdo de métodos devido a sua flexibilidade e habilidade em fornecer
resultados rapidos para novos métodos (EC, 2002; VAN DER VOET et al.,, 1999,
SOUZA, 2007).

A validacdo completa de um método analitico inclui a avaliacdo de
reprodutibilidade por meio de estudos interlaboratoriais. Uma validacéo intralaboratorial
€ indicada para garantir a viabilidade do método antes de um ensaio interlaboratorial ou
fornecer evidéncias de confiabilidade quando estudos interlaboratoriais ndo forem
disponiveis ou praticaveis. Apesar da impossibilidade de estudo do parametro
reprodutibilidade nas valida¢gBes intralaboratoriais, essa informacdo nem sempre é
necessaria. Muitas vezes, estudos de reprodutibilidade parcial sdo suficientes. Também
€ possivel ter uma estimativa da comparabilidade de resultados de medicdo de
qualguer método com outros métodos pelo ensaio de materiais de referéncia
certificados ou pela comparacdo do método em estudo com outro para o qual a
validacdo ja tenha sido feita (EURACHEM, 1998; VAN DER VOET et al.,, 1999;
THOMPSON et al., 2002; SOUZA, 2007).

Procedimentos de validacédo intralaboratoriais tém sido internacionalmente
aceitos, uma vez que diferentes organismos internacionais EURACHEM (1998); EC
(2002); Association of Official Analytical Chemists (AOAC International), International
Standards Organization (ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) (THOMPSON et al., 2002) e nacionais INMETRO (2010) e MAPA (2011) tém
proposto documentos orientativos para este tipo de validagdo, conforme apresentado

na Tabela 7. Especificamente para andlises de residuos de agrotoxicos, a EC
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(SANCO, 2012; SANCO, 2013) estabeleceu um documento com o0s parametros de

desempenho requeridos.

Tabela 7: Principais referéncias nacionais e internacionais relacionadas a validacdo

intralaboratorial
Origem Orgdo emitente Titulo Referéncia
. The fitness for purpose of analytical
EURACHEM Wgrkmg Gr(_)up. A methods, a laboratoty guide to EURACHEM
focus for Analytical Chemistry in S
E method validation and related (1998)
urope .
topics
The Commission of the European . -
= Communities (EC) Commission decision 2002/657/EC EC (2002)
c
.g Association of Official Analytical
g Chemlsj[s (AGAC  International), Harmonized guidelines for single- THOMPSON,
= International Standards 2
o . . laboratory validation of methods of ELLISON &
IS Organization (ISO) e International analvsis WOOD (2002)
Union of Pure and Applied Y
Chemistry (IUPAC)
European Commission and Health Gﬁ;ﬂ?ncecgﬁtcr:glm er;né)n 3;?(']);[,['%?1'
& Consumer Protection 9 Y . . SANCO (2013)
. procedures for pesticide residues
Directorate-General L
analysis in food and feed
Instituto Nacional de Metrologia, DOQ-CGCRE-008. Orientacdes
. ~ . ; ~ . INMETRO
Normalizacéo e Qualidade sobre validacdo de métodos de (2010)
Industrial — Brasil INMETRO) ensaios quimicos
c_Crs Resolucdo RE n° 899, de 29 de
o Agéncia Nacional de Vigilancia maio de 2003. "Guia para validagéo
8 Sanitaria (ANVISA) de métodos analiticos e ANVISA (2003b)
p bioanaliticos

Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA),

Guia de validacdo e controle de
gualidade analitica: farmacos em
produtos para alimentacdo e
medicamentos veterinérios

BRASIL (2011)

3.4.5. PARAMETRO DE DESEMPENHO

Parametro de desempenho é definido pela EC (2002) como

funcional que pode ser atribuida a um método de ensaio.

uma qualidade

Os parametros de desempenho tipicos na validagao intralaboratorial de métodos

de ensaio quantitativos s&o: aplicabilidade, seletividade, linearidade da curva de

calibragdo, sensibilidade, faixa de trabalho, efeitos de matriz, veracidade, preciséo,

limites de deteccao e quantificacédo e robustez (THOMPSON et al., 2002).
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3.3.5.1 Linearidade, sensibilidade e faixa

Calibracdo € um procedimento que determina a diferenca sistematica existente
entre um sistema de medi¢ao e um sistema de referéncia representado por um material
de referéncia e seus valores aceitos (ISO, 1996). Considerando que a maioria dos
meétodos de ensaio em analises de alimentos utiliza relacdes lineares, a determinacao
da equacdo de calibracdo é extremamente importante tanto em ensaios de rotina

quanto em procedimentos de validacao de métodos (RSC, 2005).

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracao do analito em amostras, em uma dada
faixa de concentracdo (EURACHEM, 1998). Uma adequada avaliacédo da linearidade é
fundamental para a qualidade dos demais parametros de desempenho estabelecidos
para métodos quantitativos (como sensibilidade, efeitos de matriz, seletividade,
veracidade, precisdo e limites) (SOUZA, 2007). Entretanto, exceto quando ocorrem
grandes erros no preparo das curvas, os erros devidos a calibracdo correspondem aos

menores componentes na compilacdo da incerteza total (THOMPSON et al., 2002).

A sensibilidade é a alteracéo na resposta do instrumento que corresponde a uma
mudanca na concentracdo do analito, ou seja, € um parametro que demonstra a
variacdo da resposta em funcdo da concentracdo do analito, expresso pela inclinacéo

da curva obtida por regresséo linear (EURACHEM, 1998; THOMPSON et al., 2002).

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacéo 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. No limite inferior da faixa, o fator limitante € o
valor do limite de quantificagcdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do
sistema de resposta do equipamento de medicdo. Dentro da faixa de trabalho pode
existir uma faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal terd uma relacao

linear com o analito ou valor da propriedade (INMETRO, 2010).

3.3.5.2 Efeitos de matriz e seletividade

Uma amostra é constituida do analito, a ser medido, e de outros componentes
da matriz que podem ter algum efeito na medi¢cdo, mas que ndo se quer detectar ou

quantificar (BRUCE et al., 1998; INMETRO, 2010). A seletividade é um parametro de
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desempenho relacionado ao evento de deteccdo do analito na presenca desses
componentes. Tal parametro possui grande importancia, principalmente quando se
considera a andlise de alimentos, na qual as matrizes sdo misturas de constituicbes

quimicas complexas (SOUZA, 2007).

Dependendo de como a identidade do analito € estabelecida, interferentes
podem inibir a deteccédo distorcendo o sinal proveniente do analito. Diferentemente, os
interferentes também podem contribuir para o sinal atribuido ao analito, com efeito de
aumentar a concentragdo do mesmo (EURACHEM, 1998). A medicdo pode ser
alterada porque matriz, reagentes ou outros componentes afetam a sensibilidade do
detector que mede o analito ou porque estes compostos afetam diretamente a
resposta. Assim, efeitos de erros constantes devidos a interferentes e erros
proporcionais a calibracdo devidos a efeitos de matriz podem estar presentes ao
mesmo tempo (BRUCE et al., 1998).

Estudos dos efeitos de matriz correspondem um tipo especifico de estudo de
seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas por elementos
diversos que compdem a matriz da amostra. A observacdo de feitos de matriz nao
significativos simplificam o processo de validacdo e de rotina analitica, visto que os
padrdes dos analitos podem ser preparados diretamente no solvente, dispensando uma

curva de adicao de padrao em amostra branca (THOMPSON et al., 2002).

3.3.5.3 Veracidade e precisao

Veracidade e precisdo sdo consideradas os parametros de validacdo mais
importantes (TAVERNIERS et al., 2004). A precisado diz respeito a distribuicdo dos
erros aleatorios de um sistema de medicéo, enquanto a veracidade expressa 0S erros
sisteméticos (ISO, 1993; RSC, 2003).

A veracidade é o grau de concordancia entre o valor médio de uma grande série
de resultados de ensaios e o valor de referéncia aceito, sendo geralmente expressa
como erro sistematico ou tendéncia. E declarada quantitativamente em termos de
tendéncia (bias) ou erro sistematico, com pequenas tendéncias indicando veracidade
(EC, 2002; THOMPSON et al., 2002). Para avaliacdo da veracidade de um método sao

utilizados materiais de referéncia certificados, materiais de referéncia, métodos de
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referéncia ou ensaios de adi¢cdo/recuperacao (THOMPSON et al., 2002). Na auséncia
de materiais de referéncia, a veracidade pode ser investigada por meio de
experimentos de adicdo de padrdes, mas esta técnica pode ser fortemente influenciada
por erros de observacao (RIBANI et al., 2004).

Precisdo € o grau de concordancia entre resultados de ensaios independentes
obtidos em condicbes, pré-estabelecidas, especificas. O valor da precisdo €
geralmente expresso em termos de imprecisdo e normalmente calcula-se sob a forma
de um desvio padrédo do resultado do ensaio. Uma menor precisdo é indicada através
de um elevado desvio padréo (EC, 2002; THOMPSON et al., 2002). As trés condicbes
mais comuns para obtencdo da precisdo sdo repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade (INMETRO, 2010). A repetitividade avalia a variabilidade encontrada
quando resultados independentes sdo obtidos utilizando o mesmo método, em um
mesmo laboratério, com 0 mesmo analista, usando 0 mesmo equipamento em um curto
intervalo de tempo. A reprodutibilidade representa a variabilidade encontrada quando
resultados s&o obtidos utilizando o mesmo método, em laboratorios diferentes, com
diferentes analistas e usando equipamentos diferentes. A precisdo intermediaria refere-
se a precisdo avaliada utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas
variando condi¢cdes como: diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes
tempos. A precisao, tanto sob condi¢des de repetitividade quanto de reprodutibilidade é
dependente da concentracdo do analito (EURACHEM, 1998; THOMPSON et al., 2002).

3.4.5.4 Limites

A habilidade em detectar um composto presente na amostra, mesmo em
concentracbes extremamente baixas, € relacionada aos limites de detecgao,
quantificacdo, decisdo e capacidade de deteccdo (EC, 2002). Uma deteccdo ou
quantificacdo, realizada abaixo dos limites, leva a obtenc&o de incerteza da medicao
gue pode ser maior que o proprio valor da medicdo (TAVERNIERS et al., 2004). Limites
nao sdo diretamente relevantes na estimativa de incerteza, porém a incerteza abaixo
do limite de deteccdo e proxima ao limite de quantificacdo pode exigir cuidados
especiais (EURACHEM/CITAC, 2000).

O limite de deteccéo (LD) € a menor quantidade ou concentracdo do analito que
pode ser significativamente distinguida de zero. Esse limite corresponde a média mais
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trés desvios padrdo das respostas obtidas para as amostras brancas ou de
concentracdo baixa do analito, podendo ainda ser estimado como trés vezes o desvio
padrao do intercepto dividido pela inclinagdo da curva de calibragdo (THOMPSON et
al., 2002).

Limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo de uma substancia que
pode ser quantificada com veracidade e precisdo aceitaveis nas condi¢des estipuladas
do teste (EC, 2002) ou a concentracdo abaixo da qual o método analitico ndo pode
operar com precisdo e veracidade aceitaveis. Esse limite corresponde a média mais
dez desvios padrdo das respostas obtidas para as amostras brancas ou de
concentracdo baixa do analito, podendo ainda ser estimado como dez vezes o desvio
padrao do intercepto dividido pela inclinagdo da curva de calibragdo (THOMPSON et
al., 2002).

A incerteza de uma medida pode ser entendida como o parametro, associado ao
resultado de uma medicédo, que caracteriza a dispersao dos valores que podem ser
razoavelmente atribuidos a um mensurando. J& a incerteza expandida pode ser
definida como um intervalo em torno do resultado de uma medicdo com o qual se
espera abranger uma grande fracdo da distribuicAo dos valores que podem ser
razoavelmente atribuidos ao mensurando. A expressao do valor de incerteza de uma
medicdo tem como propdsito aumentar a confianca na validade do resultado
encontrado (EURACHEM/CITAC, 2000).

4. MATERIAL E METODOS

As etapas experimentais do presente trabalho foram conduzidas no Laboratério de Analise
de Residuos e Agrotéxicos (LARA) do Laboratorio de Quimica Agropecuaria (LQA) da
Geréncia da Rede Laboratorial (DVLB) do IMA.
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4.1. AMOSTRAS

Para a otimizacdo e validacdo do método foram utilizadas amostras de laranja e
néctar consideradas brancas para carbendazim. As laranjas foram coletadas em
producdes sabidamente isentas de aplicacdo de agrotoxicos no estado de MG e o
néctar foi adquirido no mercado de Belo Horizonte - MG, ambos com certificacdo de

produto organico.

Para o estudo de monitoramento dos residuos em amostras de laranja
produzidas no estado de MG, as amostras foram coletadas por fiscais do IMA, sendo
seguidos os procedimentos preconizados pelo Codex Alimentarius (1999). Foram
coletadas 20 amostras de laranja (1 kg ou 10 unidades), diretamente nas propriedades
rurais, sendo representadas as Coordenadorias de Uberaba e Uberlandia, maiores
produtoras de laranja do estado. Foram coletadas amostras de laranja nos municipios
de Frutal, Uberlandia, Monte Alegre de Minas, Prata, Comendador Gomes, lbiraci,

Campos Gerais e ltuiutaba, entre maio e dezembro de 2013.

Para o monitoramento do carbendazim nas amostras de laranja comercializadas
em Belo Horizonte - MG, foram coletadas 32 amostras (1 kg ou 10 unidades), na
Unidade Grande BH da CEASAMG, sendo duas amostras, de quatro variedades (Serra
d"agua, Péra-rio, Seleta e Bahia - Figura 9), nas quatro esta¢cfes do ano, ao longo de
2013. A Unidade Grande BH, localizada no municipio de Contagem, € uma das seis
Unidades da CEASAMG, responsavel pela distribuicdo de produtos hortigranjeiros na

regido metropolitana da capital.

As amostras de laranja foram trituradas (com casca), homogeneizadas,
acondicionadas em sacos plasticos devidamente identificados e armazenadas, sob

congelamento entre -14 e -25 °C, até o0 momento dos ensaios.
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Figura 9: Variedades de laranja coletadas para monitoramento do carbendazim na
laranja in natura disponivel no mercado de Minas Gerais. (A) Laranja Serra d"agua, (B)
Laranja Péra-rio, (C) Laranja Seleta, (D) Laranja Bahia.

Para monitoramento dos residuos no néctar de laranja comercializado, as
amostras foram coletadas no mercado de Belo Horizonte - Minas Gerais, entre margo e
novembro de 2013. Foram coletadas 36 amostras (embalagens de 1 L), sendo trés
marcas de abrangéncia nacional, dois lotes de cada marca e duas repeticbes de cada
lote, em trés estacBes do ano (verdo, outono e inverno). As amostras de néctar foram
homogeneizadas, abertas e acondicionadas em frascos de vidro ambar de 100 mL com
tampa de rosca devidamente identificados e armazenadas, sob congelamento entre -
14 e -25 °C, até o momento dos ensaios.

4.2. EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados foram agitador tipo vortex marca Biomatic (Porto
Alegre, Brasil), balanca analitica marca Gehaka (S&o Paulo, Brasil), balanca semi-
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analitica marca Mettler (Zurich, Switzerland) modelo P1210, bomba de vacuo marca
Marconi (Sao Paulo, Brasil) modelo MAQ57, capela de seguranca quimica marca Veco
(Séo Paulo, Brasil) modelo VLFS-09, centrifuga marca FANEM (S&o Paulo, Brasil)
modelo 206Bl, congelador Consul (Joinville, Brasil), estufa de secagem marca FANEM
(Sado Paulo, Brasil) modelo 315SE, evaporador rotatério marca Bichi (Flawil,
Switzerland) modelo W240N, homogeneizador tipo ultra turrax marca Marconi (Sao
Paulo, Brasil) modelo MA102E, macro e micropipetas autométicas de volume variavel
marca Gilson (Villiers-le-Bel, France), mufla Fornitc (Sao Paulo, Brasil), termdmetros de
maxima e minima tipo cabo sensor e espeto marca Incoterm (Sdo Paulo, Brasil),
triturador de amostras marca Skymsen (Santa Catarina, Brasil) modelo CR-4L,

ultrapurificador de 4gua marca Barnstead (Barnstead, USA).

O sistema CLAE foi da marca Thermo Separation Products - TSP (New York,
USA) equipado com: degaseificador modelo SCM1000; bomba de gradiente
quaternaria modelo P4000, amostrador automatico modelo AS3000, detector UV
modelo UV3000, sistema controlador modelo SN4000.

As balancas, termbmetros, micropipetas e vidrarias volumétricas foram
calibrados por laboratérios acreditados pela Coordenacdo Geral de Acreditacdo
(CGCRE) do INMETRO, de acordo com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025.

4.3. PADROES, REAGENTES E SOLVENTES

Foram utilizados padrbes certificados Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) e

Ehrenstofer (Augsburg, Alemanha).

Os reagentes e solventes utilizados atenderam aos padrées minimos requeridos
para a andlise, com certificados de qualidade e pureza. Acetona grau para analise de
residuos (PAR), diclorometano PAR, n-hexano PAR e acetona grau para analise (PA)
foram da marca Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), sulfato de sédio anidro PAR e
acetonitrila grau CLAE foram da marca Exodo Cientifica (Hortolandia, Brasil), metanol
grau CLAE foi da marca Skience (Darmstadt, Alemanha) e florisil da marca Riedel-de

Haén (Hanover, Alemanha).
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4.4. SOLUCOES

4.4.1. Solucdo padréo estoque (SPE)

Foram utilizados trés solugcdes estoque de carbendazim ao longo da otimizacao
e validacdo dos métodos de andlise. A solucdo de 116,05 pug/mL foi preparada pela
dissolucéo de 0,01164 g de padrdao em 100 mL de metanol, considerando a pureza de
99,7 % do padrdo. A solucdo de 206,96 pg/mL foi preparada pela dissolugcdo de
0,0104 g de padrédo em 50 mL de metanol, considerando 99,5 % de pureza do padrao.
Enquanto a solucdo de 398,80 pug/mL foi preparada pela dissolucdo de 0,010 g de

padrdo em 25 mL de metanol, considerando a pureza de 99,7 % do padrao.
4.4.2. Solucado padréo intermediaria (SPI)

Foram utilizadas quatro solugBes intermediarias de padrdo ao longo da
otimizacdo e da validacdo dos métodos de analise. A solucdo de 1,74 pug/mL foi
preparada pela diluicdo de 150 uL da SPE de 116,05 pg/mL em baldo volumétrico de
10 mL com metanol. A solugéo de 12,42 ug/mL foi preparada pela diluicdo de 1500 pL
da SPE de 206,96 pg/mL em baldo volumétrico de 25 mL com metanol. Solucdes de
39,88 e 19,94 pug.mL™ foram preparadas pela diluicdo de 1 e 0,5 mL, , respectivamente,

da SPE de 398,80 pg.mL™ em baldo volumétrico de 10 mL com metanol.
4.4.3. Curva de calibracao usual - 0,155, 0,310, 0,466, 0,621, 0776 e 0,931 pug/mL

Aliquotas de 125, 250, 375, 500, 625 e 750 pL, respectivamente, da SPI de
12,42 pug/mL foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL. Foram preparadas
trés replicatas independentes de cada nivel de concentracdo, além do branco de
solvente. Os volumes foram completados com solugdo de metanol a 40 % em agua

ultrapura.
4.4.4. Curva de calibragao matrizada - 0,155, 0,310, 0,466, 0,621, 0776 e 0,931 pg/mL

Aos extratos purificados de amostras de laranja e néctar de laranja foram
adicionadas aliquotas de 25, 50, 75, 100, 125 e 150 pL da SPI de 12,42 pg/mL, logo
apos o processo de secagem em rotavapor. Em seguida procedeu-se a retomada com
2 mL de fase mével. Foram preparadas trés replicatas independentes de cada ponto da
curva de calibracdo matrizada, além do branco (extrato purificado sem adic&o).
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4.4.5. Solucéo extratora - diclorometano:n-hexano (50:50, v/v)

500 mL de n-hexano e 500 mL de diclorometano foram medidos em proveta e
transferidos, com auxilio de funil, para um frasco de vidro @&mbar de 1000 mL, com
tampa de rosca, devidamente identificado. A solug&o foi homogeneizada, armazenada

a temperatura ambiente e preparada com frequéncia diaria.
4.4.6. Solucéo de eluicao na purificacdo - diclorometano:metanol (90:10, v/v)

360 mL de diclorometano e 40 mL de metanol foram medidos em proveta e
transferidos, com auxilio de funil, para um frasco de vidro ambar de 500 mL, com
tampa de rosca, devidamente identificado. A solucdo foi homogeneizada, armazenada

a temperatura ambiente e preparada com frequéncia diaria.
4.4.7. Solucéo de lavagem na purificagéo - diclorometano:acetonitrila (95:5, v/v)

190 mL de diclorometano e 10 mL de acetonitrila foram medidos em proveta e
transferidos, com auxilio de funil, para um frasco de vidro ambar de 250 mL, com
tampa de rosca, devidamente identificado. A solucdo foi homogeneizada, armazenada

a temperatura ambiente e preparada com frequéncia diaria.
4.4.8. Fase movel - agua ultrapura:metanol (60:40, v/v)

240 mL de agua ultrapura e 160 mL de metanol foram medidos em proveta e
transferidos para um erlenmeyer de 1000 mL e homogeneizados. Em seguida,
procedeu-se a filtracdo a vacuo através de membrana de Nylon de 0,45 um x 47 mm
(Supelco Inc., Belleponte, USA) e borbulhamento com nitrogénio gasoso por

aproximadamente 5 min. A fase movel foi preparada com frequéncia diaria.

4.5. METODO DE ENSAIO

4.5.1. Procedimento de analise de carbendazim em laranja

O método utilizado para analise de carbendazim em laranja foi baseado em

Analytical Methods for Pesticides Residues in Foodstuffs, 6a Ed. Ministry of Public
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Health, Welfare and Sport, (NETHERLANDS, 1996) (Figura 10). Este procedimento de
extracdo foi selecionado visto que o mesmo era praticado pelo LARA/DVLB/IMA para

na analise de outros agrotoxicos na matriz laranja.

Uma aliquota de 15,00 = 0,10 g da amostra de laranja previamente preparada foi
pesada em um béquer de 400 mL e adicionada de 15 £ 0,1 g de sulfato de sodio anidro
previamente ativado em mufla a 500°C por 9 horas, agitando-se, cuidadosamente, para
que toda a amostra entrasse em contato com o sulfato de sbédio. A extragdo foi
realizada em homogeneizador do tipo ultra turrax com 40 mL de acetona por 30 s e
com 60 mL de solucédo extratora de diclorometano:hexano (50:50, v/v) por mais 30 s,
ambos medidos em proveta de 100 mL. Em seguida, procedeu-se a filtracdo a vacuo,
através de funil de Buchner e papel de filtro com porosidade 0,5 um (Tedia, Fairfield,
EUA), para um kitasato, lavando-se a haste do ultra turrax e o béquer com a solucéo
extratora. O extrato foi transferido para uma proveta de 100 mL e o volume completado

com a solucéo extratora.

Uma aliquota de 12 mL do extrato, medida com macropipeta automatica, foi
transferida para um baldo de fundo chato de 100 mL e concentrada até quase secura

em evaporador rotatorio, sendo retomada em 2 mL da solucéo extratora-

O extrato concentrado foi, entdo, submetido a uma etapa de purificagcdo em
coluna com placa porosa (Rio-Lab, Rio de janeiro, Brasil) contendo uma quantidade
otimizada de Florsil previamente ativado em estufa e acondicionado com 3 mL de
solugcdo extratora. Foram utilizadas duas fragcdes durante a purificacdo - lavagem e
eluicdo. A primeira foi constituida de 10 mL da solucdo de diclorometano:acetonitrila
(95:5, viv), que foram descartados, e a segunda de um volume otimizado de solucéo de
diclorometano:metanol (90:10, v/v), que foi recolhido em baldo de fundo chato de
100 mL. O eluato foi concentrado até quase secura em evaporador rotatorio, seco em
ar comprimido e retomado em 2 mL da fase mdvel. O extrato purificado foi, entao,
fitrado em membrana de Nylon de 0,45 um x 47 mm através de uma seringa de vidro e

recolhido em um vial de 2 mL para injecdo no sistema CLAE.
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Figura 10: Marcha analitica utilizada nas etapas de extracdo e purificacdo das

amostras de laranja para determinacéo de carbendazim.

4.5.2. Procedimento de andlise de carbendazim em néctar de laranja

O método utilizado para analise de carbendazim em néctar de laranja foi
elaborado com base em métodos propostos por CHIARADIA (2009) e LEE (2012).

Aliquota de 5,00 £ 0,05 g da amostra de néctar previamente preparada foi
pesada em um tudo tipo Falcon de 100 mL e adicionada de 4 mL de acetona, 8 mL de
solugéo extratora de diclorometano:hexano (50:50, v/v) e de 5,0 £ 0,1 g de sulfato de
sbédio anidro. Em seguida, a mistura foi homogeneizada por 1 min em agitador tipo

Vortex e centrifugada por 15 min a 10.000 rpm.
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Com auxilio de uma micropipeta automatica, uma aliquota de 8 mL do extrato foi
transferida para um baldo de fundo chato de 100 mL e concentrada até quase secura

em evaporador rotatério, sendo retomada em 2 mL da solugdo extratora-

O extrato concentrado foi, entdo, submetido a uma etapa de purificacdo em
coluna com placa porosa (Rio-Lab, Rio de janeiro, Brasil), contendo uma quantidade
otimizada de Florsil previamente ativado em mufla a 500°C por 9 horas e
acondicionado com 3 mL de solucdo extratora. Ap6s completo escoamento do extrato
foi feita a eluicAo com um volume otimizado da solugcdo de diclorometano:metanol
(90:10, v/v), o qual foi recolhido em baldo de fundo chato de 100 mL. O eluato foi
concentrado até quase secura em evaporador rotatério, seco em ar comprimido e
retomado em 2 mL da fase movel. O extrato purificado foi, entdo, filtrado em membrana
de Nylon de 0,45 um x 47 mm através de uma seringa de vidro e recolhido em um vial

de 2 mL para injecdo no sistema CLAE (Figura 11).

Fase de extragdo Fase de purificagdo
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Figura 11: Marcha analitica utilizada na determinacdo de carbendazim em néctar de
laranja.
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4.5.3. Condicbes cromatograficas

As condi¢cbes cromatograficas foram: volume de injecdo a ser otimizado, fase
movel agua ultrapura:metanol (60:40, v/v), fluxo de 0,6 mL/min, coluna cromatogréfica
em aco inox Betasil C18 com 150 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno,
5 um de tamanho de particula e 100 A de tamanho de poro da marca Thermo Scientific
(Walthan, Estados Unidos), comprimento de onda 286 nm, tempo total de corrida de 35
min. A temperatura durante a corrida cromatografica foi monitorada por meio do

controle da temperatura ambiente, entre 18 e 22°C.

4.6. OTIMIZACAO

4.6.1 Ensaios preliminares

O comprimento de onda utilizado no sistema de deteccdo UV foi estabelecido
pela avaliacdo do espectro de absorcdo da molécula de carbendazim, utilizando

lampada de deutério emitindo radiacao na faixa de 200 a 350 nm.

Com base nos trabalhos mostrados na Tabela 6, foram avaliadas diferentes
composicdes de fase modvel, incluindo: agua ultrapura:metanol nas proporcdes 50:50,
60:40 e 70:30 (v/v) e agua ultrapura:acetonitrila 30:70 (v/v). Os fluxos de 0,6; 0,8 e
1,0 mL/min foram estudados em cada uma destas condi¢des.

Extratos de amostras de laranja e néctar adicionados de carbendazim foram

injetados nas condicfes otimizadas

A solugdo padrdo de 0,466 pg/mL foi injetada, em triplicata, nas diferentes
condi¢cbes avaliadas. O tempo de retencdo, a resolu¢cdo do pico do carbendazim, o
tempo total de corrida e aspectos como custo e impacto ambiental foram consideradas

para escolha da condi¢cdo cromatografica.

4.6.2 Planejamento fatorial

Definidas as condi¢cdes cromatograficas, foi delineado um experimento fatorial do
tipo 2°, com quatro replicatas no ponto central, sendo avaliados trés fatores
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considerados criticos para 0 método: massa de Florisil (0,5; 0,75 e 1,0 g) na etapa de
purificacdo, volume de solucéo de eluicdo na etapa de purificacdo (10, 15 e 20 mL) e
volume de injecdo (40, 50 e 60 pL) (Tabela 8).

Nesses experimentos foram utilizadas amostras brancas de laranja e néctar de
laranja adicionadas de solucdo padrdo de carbendazim para obtencdo de
concentracfes 0,517 e 0,332 mg/kg, respectivamente. O valor de adicdo definido para

a matriz laranja correspondeu a 50 % do LMR (1 mg/kg).

Tabela 8: Fatores avaliados na etapa de otimizac&o e seus niveis.

Tratamento Ordp:m de Mas_s_a de VZ||Lljg]netede .V.olu~me de

analise Florisil (g) (mL) injecd@o (uL)
[1] 1 0,5 10 40
A 3 1 10 40
B 7 0,5 20 40
-‘_g“ AB 6 1 20 40
© C 12 0,5 10 60
AC 9 1 10 60
BC 2 0,5 20 60
ABC 5 1 20 60
M 4 0,75 15 50
g M 10 0,75 15 50
g8 M 8 0,75 15 50
M 11 0,75 15 50

As avaliacdes de significancia para a deciséo estatistica dos efeitos dos fatores
na recuperacdo do carbenzadim foram realizadas por meio de analise de variancia
(ANOVA), grafico de probabilidade normal e teste t (distribuicdo de Student), sendo
estabelecido o nivel de significancia ¢ = 0,05.

4.7. VALIDACAO

Os parametros linearidade, sensibilidade, efeitos de matriz e seletividade,
veracidade, precisao, limites de deteccdo, de quantificacdo e incerteza foram
estabelecidos em ensaios intralaboratoriais com solu¢des padrao de carbendazim e

amostras brancas adicionadas de padrdo. A adequacéo para o proposito de uso do
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meétodo foi avaliada em funcdo dos parametros estudados e respectivos critérios de
aceitabilidade definidos (EC, 2002; THOMPSON et al., 2002; SOUZA, 2007; SANCO,
2012). O nivel de significancia adotado nos testes de hipoteses foi ¢ = 0,05.

A linearidade dos métodos foi avaliada em experimentos com curvas de
calibracdo do analito, conforme procedimento descrito por SOUZA & JUNQUEIRA
(2005). Apés a definicdo da faixa de interesse, solu¢des do analito foram preparadas,
de forma independente e aleatdria, em seis niveis de concentragdo, igualmente
espacados (0,155; 0,310; 0,466; 0,621; 0,776 e 0,931 pug/mL, correspondentes a 0,172;
0,344; 0,517; 0,689; 0,861 e 1,033 mg/kg de laranja e a 0,093; 0,186; 0,279; 0,372;
0,465 e 0,558 mg/kg de néctar), sendo trés replicatas independentes de cada nivel.
Brancos de solvente foram preparados, em triplicata, como ferramenta de controle de
gualidade interno e ajuste do zero do equipamento. Outliers foram investigados pelo
teste de Jacknife. Os parametros das curvas foram estimados pelo método dos
minimos quadrados ordinarios, sendo verificadas as premissas de normalidade (teste
de Ryan & Joiner), homoscedasticidade (teste de Brown & Forsythe), independéncia
dos residuos da regressao (teste de Durbin & Watson), significAncia da regressao e

adequacdao do ajuste ao modelo linear (ANOVA).

Para avaliacdo dos efeitos de matriz foi empregado o método de adicdo de
padrdo. Trés curvas de calibracdo foram preparadas, com mesmas concentracées dos
analitos, sendo uma preparada com o0 solvente e as outras duas em extratos
purificados de amostras de laranja e néctar de laranja, respectivamente. As curvas
foram avaliadas como descrito para o estudo da linearidade. A interferéncia da matriz
foi investigada pela comparacéo das inclinacdes e intersecdes das curvas preparadas
em solvente com aquelas obtidas para as curvas matrizadas, pelo teste de t
(THOMPSON et al., 2002; SOUZA, 2007).

Para determinacéo da seletividade, amostras brancas foram analisadas para
verificar possiveis interferéncias tais como sinais ou picos na regido em que se prevé a

eluicdo do analito pesquisado.

Como n&o havia material de referéncia certificado (MRC) disponivel para o
escopo analitico em questdo, no estudo da veracidade (recuperacdo) e da precisao,
sob condi¢des de repetitividade e precisdo intermediaria, foram preparadas amostras
brancas adicionadas de solucdo padrédo de carbendazim, em trés niveis de
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concentracdo (correspondentes a 0,172; 0,517; e 1,033 mg/kg para laranja e a 0,093;
0,279; e 0,558 mg/kg de néctar). Para cada nivel de concentracdo estudado, em cada
matriz, doze replicatas independentes foram divididas em trés lotes de quatro
replicatas, sendo cada lote analisado em diferentes dias, por diferentes analistas,
simulando condi¢Bes de precisdo intermediaria (EC, 2002; THOMPSON et al., 2002;
SOUZA, 2007; SANCO, 2012). Os resultados foram avaliados por ANOVA para
estimativa dos desvios padrao relativos obtidos sob condi¢cdes de repetitividade (DPR))
e de precisdo intermediaria (DPRR), para cada nivel de concentragdo, com verificagdo
prévia de outliers pelo teste de Grubbs e das premissas de normalidade e
homoscedasticidade (SOUZA, 2007). Os valores adotados como referéncia para
avaliacdo da recuperacéo foram os estabelecidos pela SANCO (2012), enquanto para
a precisao intermediaria foram os definidos pela SANCO (2012) e aqueles obtidos
pelas equacdes de HORWITZ (1980) ou de THOMPSON (2002), dependendo da faixa
de concentracdo do analito, sendo adotado 2/3 destes valores para avaliacdo da

precisdo em condi¢cdes de repetitividade.

Para cada matriz foram estimados os limites tedricos de deteccdo e de
guantificacdo do método, os quais corresponderam, respectivamente, a trés e dez
vezes 0s desvios padrdo dos interceptos obtidos para as curvas de calibracédo
matrizadas, divididos pelas inclinacées (THOMPSON et al., 2002).

Para a estimativa da incerteza foi utilizada a abordagem Top Down,
considerando os dados obtidos nos estudos de validacdo. Os componentes
considerados foram: a incerteza-padrdo devida a precisdo intermediaria ou
reprodutibilidade parcial (urepro) Obtida nos estudos de precisédo e a incerteza-padréo

devida a curva de calibrag&o (ucuva) Obtida no estudo da linearidade (Equagéo 1).

Upyppa = + €2 u?(a) + ¢ u?(b) + 2c,c ula)u(b)r(a, b) (Eq. 1)

sendo
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ca 0 coeficiente de sensibilidade de da intersecéo (a) dado por -1/b, u(a) a incerteza-padréo
de a, cb 0 coeficiente de sensibilidade da inclinacéo (b)dado por (a-y)/b? u(b) a incerteza-

padréo de b, r(a, b) o coeficiente de correlagdo entre a e b, y; variavel dependente, xi

variavel independente, s o desvio padrdo dos residuos da regresséo, e n o numero

de observacoes.

Zx, | sres? ¥ | sres
Ty = — Uy = - 7 Up) = M 2 -
Lab) NII'E Lal Hlnle‘ — [2 x:-:I' b "ql ﬂ‘,z X~ (Z -'-"-':':'_

As incertezas-padrédo foram somadas, de acordo com a Lei da Propagacao das

Incertezas, para estimativa da incerteza combinada (uc) (Equacéao 2):

U, = "\-'.I [u’:"E;J?'D:I: T (uc:.':l':n:j: (Eq 2)

A incerteza expandida (U) (Equacéo 3), associada aos resultados de medicéo,
foi obtida multiplicando-se a incerteza combinada (uc) pelo fator de abrangéncia (k=2,
para um nivel de confian¢a aproximado de 95 %) (EURACHEM/CITAC, 2000).

U= k=u_ (Eq.3)

4.8. MONITORAMENTO

As 52 amostras de laranja (20 produzidas no estado de MG e 32
comercializadas na Unidade grande BH do CEASAMG) e as 36 amostras de néctar de
laranja (comercializadas em Belo Horizonte - MG) foram analisadas pelo método
otimizado e validado, visando a aplicacdo do método e o monitoramento da ocorréncia
de residuos de carbendazim em funcéo das diferentes fontes de variacdo consideradas
no planejamento amostral.

No caso de quantificacdo de carbendazin, os resultados obtidos seriam

submetidos & ANOVA e Teste de Tukey no nivel de significancia a=0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OTIMIZACAO

5.1.1 Ensaios preliminares

O comprimento de onda de 286 nm foi selecionado por possui maior intensidade
de absorcao ao longo do espectro obtido para o carbendazim.

As composicbes de fase mével dgua ultrapura:metanol nas proporcées 50:50 e
70:30 (v/iv) forneceram cromatogramas com maior namero de interferéncias que a
condicdo 60:40 (v/v), de forma que a resolugdo do pico do analito carbendazim foi
prejudicada. A composi¢do agua ultrapura:acetonitrila 30:70 (v/v) gerou cromatogramas
com concentracdo dos interferentes e do analito de interesse no inicio da corrida, que

se completou com 6,78 minutos (Figura 12).

Assim, agua ultrapura:metanol na propor¢do 60:40 (v/v) com um fluxo de 0,6
mL/min foram as condi¢des selecionadas por gerarem cromatogramas com resolugcao
satisfatoria, menor tempo de retencédo do carbendazim e de corrida, além de um menor

impacto ambiental devido ao descarte de compostos téxicos.

Devido a presenca de interferentes proximos e na regido equivalente ao tempo
de retencédo do carbendazim (15 min), foi observada a necessidade de uma etapa de
purificagéo dos extratos de laranja e néctar de laranja (Figura 13).
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Figura 12: Cromatogramas obtidos pela injecdo de extrato de amostras de laranja em

diferentes condi¢cbes cromatogragicas.

CondicBes experimentais: Fase mdvel (A) agua ultrapura:metanol 50:50 v/v; (B) agua ultrapura:metanol
70:30 viv e (C) agua ultrapura:acetonitrila  30:70 v/v, volume de injecdo: 40 pL, fase movel agua
ultrapura:metanol ( A: 60:40, v/v), fluxo de 0,6 mL/min, comprimento de onda: 286 nm, tempo total de
corrida de 30 min.
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Figura 13: Cromatogramas obtidos pela injecdo de extrato de amostras de laranja e

néctar de laranja brancos, sem a etapa de purificacdo dos extratos.
CondicBes experimentais: volume de injecdo: 40 pL, fase mével agua ultrapura:metanol (60:40, v/v),
fluxo de 0,6 mL/min, comprimento de onda: 286 nm, tempo total de corrida de 30 min.
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5.1.2 Delineamento fatorial

Os valores de porcentagem de recuperacdo de carbendazim obtidos nos
experimentos do delineamento fatorial para otimizacdo de condigcbes analiticas,
considerando as matrizes laranja e néctar de laranja, sdo mostrados na Tabela 9. Para
a laranja, os valores de recuperacdes variaram de 91,7 a 121,7 %, enquanto para o

néctar, a variacdo observada encontrou-se entre 75,4 a 103,8 %.

Tabela 9: Valores de recuperacdo de carbendazim nas matrizes laranja e néctar,
segundo delineamento fatorial 2, com quatro repeticées de ponto central.
Recuperacao (%)

Tratamento Laranja Néctar
[1] 93,9 75,4
A 95,7 79,6
B 121,7 88,0
g AB 100,6 81,7
g C 108,4 98,7
AC 91,7 89,9
BC 108,9 100,1
ABC 111,0 87,3
M 115,1 98,0
2g M 116,8 103,8
g8 M 106,9 102,6
M 118,7 89,4

A: massa de Florisil, B: volume do solvente de elui¢éo, e C: volume de injecao.

Os resultados do planejamento fatorial mostraram que apenas o volume do
solvente de eluicdo (tratamento B) contribuiu significativamente e de forma positiva
para a recuperacdo do analito na matriz laranja (p < 0,05). Os demais fatores, massa
de Florisil e volume de injecéo, ndo apresentaram influéncia significativa (p > 0,05) para
a recuperacao do carbendazim (Figura 14). Sendo assim, o volume maximo de 20 mL
do solvente de eluicédo foi adotado como condi¢céo otimizada na fase de purificacdo da
matriz laranja. Na matriz néctar de laranja, nenhum fator estudado interferiu

significativamente na recuperagéo do analito (p > 0,05).
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Figura 14: Graficos de pareto e da probabilidade normal dos efeitos padronizados em
relacdo aos fatores e interacdes estudados no planejamento fatorial (tcit = 3,182, n =

12, a = 0,05) para carbendazim nas matrizes laranja e néctar de laranja.

A: massa de Florisil, B: volume do solvente de elui¢do, e C: volume de injecdo, +: influéncia positiva.

Uma vez observada a nao influencia da maioria dos fatores avaliados na
recuperagcdo do carbendazim, as condigbes de purificacdo e cromatograficas foram
estabelecidas considerando a maior resolucdo do pico do carbendazim em relacdo aos
picos adjacentes (direita e esquerda), conforme mostrado na Figura 15, como também
aspectos de custo-beneficio analitico. Na Tabela 10 estédo representados os valores de

resolucao dos picos.
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Figura 15: Picos considerados no calculo da resolucdo do pico referente ao
carbendazim durante o processo de otimizacdo da analise para as matrizes néctar de

laranja e laranja.

Condig¢8es experimentais: volume de injecao: 50 pL, fase moével &gua ultrapura:metanol (60:40, v/v),
fluxo de 0,6 mL/min, comprimento de onda: 286 nm, tempo total de corrida de 30 min.

Tabela 10: Valores de resolucédo dos picos de carbendazim obtidos para as matrizes
laranja e néctar de laranja durante a otimizacdo do método, em relacdo aos picos

adjacentes
Laranja Néctar
Tratamento Rs Rs Rs Rs
Pico da Pico da Pico da Pico da
esquerda direita esquerda Direita
1] 1,31 2,01 1,35 2,81
A 2,00 1,37 2,06 1,96
B 1,42 1,74 Sem pico 1,63
AB 1,60 1,50 Sem pico 2,04
c 1,29 1,90 1,64 1,79
AC 2,10 2,23 2,25 Sem pico
BC 1,46 2,12 1,13 2,32
ABC 1,90 1,31 2,05 2,25
M 1,52 1,85 2,59 2,08
M 1,19 1,75 1,96 Sem pico
M 1,35 1,64 2,16 1,62
M 1,37 1,50 2,46 Sem pico
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Resolucéo estimada como RS = . .
W+ Wy

, onde tc: tempo de retencéo do pico do carbendazim, t;a: tempo de

retengdo do pico adjacente, Wc:largura da base do pico do carbendazim e Wa: largura da base do pico adjacente.

Foram selecionadas as condi¢des de andlise que geraram cromatogramas com
resolucdo do pico referente ao carbendazim maior ou igual a 1,50. Para a matriz
laranja, fixando o volume do solvente de arraste em 20 mL (condicdo otimizada), a
Gnica condicdo no delineamento fatorial que gerou cromatrogramas com resolucao
superior ou igual a 1,5, em relacdo ao pico referente ao carbendazim, foi o tratamento
AB. Sendo assim, para a analise do carbendazim na matriz laranja, as condi¢cfes
adotadas foram: 1,0 g de Florisil, 20 mL de volume de solvente de eluicdo e 40 pL de

volume de injecao.

Para a matriz néctar de laranja, resolucdo superior ou igual a 1,5 foi obtida em
mais de um tratamento. Sendo assim, o segundo critério adotado foi o custo-beneficio,
optando por um menor uso de solvente. Entdo, para a analise do carbendazim na
matriz néctar de laranja, as condi¢cdes selecionadas foram: 1,0 g de Florisil, 10 mL de

volume de solvente de eluigéo e 40 pL de volume de injegao.

Na Figura 16 sdo apresentados cromatogramas tipicos obtidos para as matrizes
laranja e néctar de laranja, brancas e adicionadas de padrdo em 0,517 e 0,332 mg/kg,

respectivamente, nas condi¢des otimizadas.

Amostra brancade laranja Amostra branca de laranja adicionada de carbendazim

16.863
carbendazim

101
1

Resposta (mV)
Resposta (mV)

13.530
10.

10.057

10 20 3 5 10 ic %

Tempo (min) Tempo (min)
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Amostra branca de néctar de laranja Amostra branca de néctar de laranja adicionadasde carbendazim

Resposta (mV)
Resposta (mV)
carbendazim

223

10.121

94
8.059
6.972

8.113

8,691

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 16: Cromatogramas tipicos obtidos nas condi¢cdes otimizadas para amostras
brancas e adicionadas de padrdo de carbendazim - matrizes laranja (0,517 mg/kg) e
néctar de laranja (0,332 mg/kg).

Condig8es experimentais: volume de injecao: 40 mL, fase mével agua ultrapura:metanol (60:40, v/v),
fluxo de 0,6 mL/min, comprimento de onda: 286 nm, tempo total de corrida de 30 min.

5.2 VALIDACAO

A linearidade foi demonstrada por meio da comprovacdo das premissas da

regressao linear simples tanto para a curva usual quanto para as matrizadas.

Os graficos dos residuos da regresséao, com indicacdo dos outliers detectados e
removidos, sdo apresentados na Figura 17. Trés outliers foram detectados na curva
usual nos niveis 0,466; 0,776 e 0,931 pug/mL, dois na curva matrizada para laranja nos
niveis 0,776 e 0,931 ug/mL e trés na curva matrizada para néctar nos niveis 0,466;
0,776 e 0,931 pg/mL. O nimero maximo de outliers removidos por curva foi de trés,
atendendo ao limite de 22,2 % dos dezoito dados originais. Conforme observado na
Figura 20, ndo foram observadas tendéncias pela inspecdo visual dos graficos

exploratdrios dos residuos da regressao, apos o tratamento dos valores dispersos.
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Curva usual
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Figura 17 - Graficos exploratorios dos residuos da regresséo das curvas de carbendzin
usual e matrizadas para laranja e néctar de laranja, na faixa de 0,155 a 0,931 pug/mL,
com indicacdo dos respectivos outliers diagnosticados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife.

€ : residuo da regressdo, e: valor disperso, - - - -1 £t /50 S -
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Figura 18 - Graficos de

Curva Usual
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p=010
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probabilidade normal das curvas de carbendazim usual e

matrizadas para laranja e néctar de laranja, na faixa de 0,155 a 0,931 pug/mL.

e, =residuo da regressdo, (; = valor normal esperado, R = coeficiente de correlagédo de Ryan-Joiner

O teste de Ryan-Joiner foi empregado para verificar a premissa da distribuicao

normal dos residuos da regresséo. Os coeficientes de correlacdo obtidos foram 0,9831;
0,9914 e 0,9608, superiores aos valores criticos de 0,9506; 0,9529 e 0,9506, estimados

para para as curvas usual, matrizada para laranja e matrizada para néctar,
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respectivamente. Tais resultados indicaram que o desvio da normalidade n&o foi
significativo (p > 0,10). Os graficos de probabilidade normal referentes as curvas acima

citadas sdo mostrados na Figura 18.

Curva Usual

oO
5 P o °© o
QT
® 4, o
d=2,833
p>0,10

ei-1

Curva Matrizada - Néctar

Figura 19 - Graficos de Durbin-Watson das curvas de carbendazim usual e matrizadas

para laranja e néctar de laranja, na faixa de 0,155 a 0,931 pg/mL.
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A independéncia dos residuos da regressao foi avaliada pelo teste de Durbin-
Watson. Conforme mostrado na Figura 19, o perfil homogéneo de distribuicdo dos
pontos nos quatro quadrantes dos gréficos de Durbin-Watson sugeriu que nao houve
tendéncias positivas ou negativas em nenhuma das trés curvas avaliadas (p > 0,10). As
estatisticas calculadas foram 2,833 para a curva usual, 2,142 para a curva matrizada

para laranja e 2,278 para a curva matrizada para néctar.

CurvaUsual
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tL =-0,288

5000 - 05005

4000
3000 A

o |

1000

Desvio médio

Grupo 1 Grupo 2

Curva Matrizada - Laranja

tL=-0,877
5000 - p>0,05
o
5 4000
E
o 3000
>
2 2000
1000
0 T
Grupo 1 Grupo 2
Curva Matrizada - Néctar
6000
tL=0,442
5000 1 p>005
0 ,
5 4000
£
0 3000 -
2
g 2000 |
1000 -
0
Grupo 1 Grupo 2

Figura 20 - Graficos de Levene para curvas de carbendazim usual e matrizadas para

laranja e néctar de laranja, na faixa de 0,155 a 0,931 ug/mL.
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A homoscedasticidade foi demonstrada pela variabilidade constante dos
residuos da regressado ao longo dos niveis de concentracao estudados. As estatisticas t
de Levene nao foram significativas (p > 0,05) em todas as curvas estudadas (Figura
20), com valores estimados em -0,288 para curva usual, -0,877 para a matrizada em
laranja e 0,442 para matrizada em néctar de laranja, com valores criticos de 2,160;
2,145 e 2,160 (para 13, 14 e 13 GL), respectivamente.

A comprovagao das premissas de homoscedasticidade e independéncia dos
residuos tornou adequado o uso do método dos minimos quadrados ordinais (MMQO),

sem ponderacdes, para estimativa dos parametros da regressao.

Conforme indicado na Tabela 11, a regresséao foi significativa (p < 0,001), com
desvio da linearidade nao significativo (p > 0,05), para todas as curvas avaliadas. Tal
fato indicou que a regressao linear explicou, adequadamente, a dispersdo dos dados
encontrados na faixa pesquisada de 0,155 a 0,931 pug/mL, correspondente as faixas de
93 a 558 ug/kg e de 172,2 a 1033,3 ug/kg para as matrizes néctar e laranja,
respectivamente. As curvas de calibracdo com suas respectivas equacdes e
coeficientes de determinagéo estdo demonstrados na Figura 21.

Tabela 11 - Estatisticas da analise de variancia da regresséo, incluindo teste de desvio
de linearidade, para curvas de carbendazim usual e matrizadas para laranja e néctar de

laranja, na faixa de 0,155 a 0,931 pg/mL

Estatistica Curva usual Curva matrizada Curva matrizada
laranja néctar
Regresséao
F 2,185 x 10* 6,076 x 10° 6,486 x 10°
p 2,340 x 10% 7,111 x 10%° 6,220 x 10

Desvio da linearidade
F 1,818 2,464 0,863

p 0,209 0,113 0,521

F =razé&o entre variancias, p = significancia.
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Curva usual
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Figura 21 - Curvas de calibragdo do carbendazim usual e matrizadas para laranja e

néctar de laranja, na faixa de 0,155 a 0,931 pug/mL.
y = resposta em area do pico, x = concentracdo de carbendazim em pg/mL, R® = coeficiente de

determinacéo.
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A literatura apresenta numero significativo de trabalhos que avaliam a
linearidade em funcdo apenas dos valores estimados para os coeficientes de
correlaco (r) ou de determinacdo (R?). Entretanto, é equivocado assumir a adequac&o
de um modelo linear tendo como base apenas as referidas estimativas. Se os pontos
de uma calibragcdo estiverem bem ajustados a uma curva qualquer, o valor
experimental de R? serd préximo de um. Contudo, R® pré6ximo a um n&o
necessariamente significa que o modelo matematico que melhor explica a dispersao
dos dados seja uma regressao linear (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Baseado em um valor de R? de 0,998, DREASSI e colaboradores (2010)
demonstraram que a técnica LC-MS/MS foi capaz de obter uma faixa linear para a
quantificacdo de carbendazim em suco de laranja que variou de 0,06 a 10 pg/kg.
Blasco e colaboradores (2005) encontraram faixa linear entre 0,005 e 0,5 mg/kg para
quantificacdo de carbendazim em laranja pelo método LC-MS, adotando também R?
como estimativa da linearidade (0,996). Utilizando CLAE acoplada a detector de UV,
Garrido e colaboradores (1997) obtiveram, pela avaliagdo de r estimado em 0,990,

faixa linear na faixa entre 0,2 e 4 pg/mL.

Para a avaliacdo do efeito de matriz na faixa linear (0,155 a 0,931 pg/mL), o
teste de t foi adotado para comparar 0os parametros intersecao e inclinagéo, levando em
consideracao que as variancias dos residuos da regressao de todos os pares de curvas
comparadas foram consideradas heterogéneas pelo teste de F (p < 0,05). Diferencas
significativas entre os parametros de intersecdo e inclinagdo estimados para a curva
usual com aqueles obtidos para a curva matrizada de laranja (p < 0,05). Para a matriz
néctar de laranja, foi observada diferenca significativa apenas para o parametro
inclinacdo, quando comparado com a curva de solvente (p <0,05), ndo sendo
observada diferenca significativa para o parametro intersecdo (p >0,05). Estes

resultados encontram-se mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Comparacdes entre as intersecdes e inclinacbes obtidas para as curvas
matrizadas de laranja e de néctar de laranja com as estimadas para a curva usual, na
faixa de 0,155 a 0,931 pg/mL

Curva matrizada Curva matrizada Curva matrizada

Estatistica laranja versus  néctar de laranja  laranja versus
usual versus usual néctar de laranja
te 2,080 2,086 2,052
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t, 3,535 0,104 2,822

p 0,002 0,918 0,009
t, 2,857 3,863 0,721
p 0,010 0,001 0,477

t, = estatistica t para contrastes entre intersec¢Ges, t, = estatistica t para contrastes entre inclinagdes, t.

= valor critico para a estatisticat, p = significancia.

Desta forma, foi possivel concluir que a curva usual analisada forneceu
respostas que diferiram significativamente daquelas obtidas para curvas feitas com as
matrizes laranja e néctar de laranja, nos mesmos niveis de concentracdo. Logo, ha a

necessidade do uso de curvas de matriz para estimar concentracdes de carbendazim.

Considerando a possibilidade de emprego intercambiavel das curvas das
matrizes estudadas, uma comparagdo entre os parametros estimados para as duas
curvas matrizadas também foi feita. As variancias dos residuos da regressdo destas
curvas foram consideradas homogéneas pelo teste de F (p>0,05). Contudo,
diferencas significativas foram observadas entre as interse¢cées das curvas matrizadas
para laranja e para néctar de laranja (p < 0,05), embora ndo tenham sido detectadas
diferencas entre as inclinagdes das referidas curvas (p > 0,05).

Na Figura 22 estdo representadas as curvas obtidas durante a avaliacdo do

efeito matriz.
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Figura 22 - Curvas de calibracdo do analito no solvente e nas matrizes laranja e néctar
de laranja, obtidas para carbendazim nos ensaios de avaliacdo dos efeitos de matriz,

na faixa de 0,155 a 0,931 pg/mL.

Pardmetros da regressao: y = (228842 + 1548)x - (2439 + 883) para a curva usual, y = (219658 + 2817)x
+ (3997 + 1591) para a curva matrizada para laranja, e y = (216844 + 2692)x - (2255 + 1537) para a
curva matrizada para néctar, sendo y = resposta em &rea do pico, X = concentracdo de carbendazim em

png/mL.

Existe na literatura uma grande tendéncia em assumir a existéncia de efeito das
matrizes laranja e néctar de laranja na resposta gerada pelo carbendazim, uma vez que
a maioria dos autores optaram pelo uso da técnica de adicdo de padrao em amostras
brancas, antes mesmo de avaliarem a significancia do efeito das matrizes (GARRIDO
et.al.,, 1995; THARSIS et.al., 1997; KALTSONOUDIS et.al.,, 2003; DREASSI et.al.,
2010, BLASCO et.al., 2005; NAKAMURA et.al., 2010; BLASCO et.al., 2002, LOPEZ
et.al,, 2012, FERNANDEZ et.al., 2001, PARANTHAMAN et.al.,, 2012; BARAHONA
et.al., 2010 e BEDANDO et.al,, 2011). No caso de MMR e multi-analitos, esta
abordagem muitas vezes se justifica, visto a inviabilidade de estudar os efeitos para
cada matriz. Contudo, no presente estudo, cujo escopo foi restrito a um analito
especifico e duas matrizes, esta investigacédo foi considerada pertinente, visto que a
auséncia de efeitos de matriz, com consequente possibilidade de emprego de curva
usual nas analises de rotina, simplificaria enormemente a calibragdo (THOMPSON et
al., 2002).
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As evidéncias do presente estudo acerca da diferenca entre as curvas
matrizadas de alimentos de natureza tdo similar como laranja e néctar de laranja,
trazem a tona a discussdo sobre uma pratica muito comum na analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos, que consta do emprego de curvas matrizadas elaboradas
com produtos representativos dos alimentos de cada grupo classificado pelo Codex
Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUM, 1999).

Dentre os resultados de recuperacéo de carbendazim na matriz laranja, somente
um outlier foi identificado pelo teste de Grubbs (p > 0,05) dentre as doze repeticdes do
menor nivel de concentracdo estudado. Para a matriz néctar de laranja, ndo foram
identificados outliers em nenhum dos trés niveis estudados (p > 0,05). Normalidade e
homoscedasticidade dos residuos dos resultados de recuperacdo foram observadas
pelos testes de Ryan-Joiner e Levene modificado (Tabela 13), respectivamente,
permitindo a estimativa dos desvios padrao relativos de repetitividade e precisao

intermediaria por andalise de variancia.

Tabela 13 - Avaliacdo das premissas de normalidade e homoscedasticidade dos
residuos obtidos nos estudos de recuperacdo aparente de carbendazim em matriz

laranja e néctar de laranja em diferentes niveis de concentracao.

Concentracéo (mg/kg)

Estatistica Laranja Néctar

0,172 0,517 1,033 0,093 0,279 0,558

Normalidade dos residuos

R 0,9664 0,9704 0,9863 0,9795 0,9591 0,9817

p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10

Homoscedasticidade dos residuos

FL 0,765 0,474 0,571 0,179 1,071 0,092

p 0,496 0,637 0,584 0,839 0,382 0,913

R = coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, p = significAncia, F_ = estatistica F de Levene.
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Os valores médios de porcentagem de recuperacdo, bem como dos DPR; e
DPRgR, foram calculados para cada nivel de concentracédo avaliado (Tabela 14). Para a
matriz laranja, as médias de recuperacgdo variaram entre 92,0 e 104,3 %, com DPR;
entre 7,23 e 10,81 % e DPRg entre 7,26 e 11,64 %. Para a matriz néctar de laranja, as
meédias de recuperacdo encontraram-se entre 88,2 e 95,8 %, com DPR; entre 6,47 e
9,09 % e DPRg entre 12,53 e 15,72 %.

Tabela 14 - Médias de recuperacgdo aparente e desvios padréo relativos, sob condi¢des
de repetitividade e precisao intermediaria, obtidos para amostras de laranja e néctar de

laranja adicionadas de carbendazim em diferentes niveis de concentracao

Concentragéo Valores calculados Critério de aceitabilidade

(mg/kg) " R(%) DPR/(%) DPRg (%) R (%) DPR; (%) DPRg (%)
Laranja

0,172 11 92,03 10,81 11,64 80 a 110 <13,74 <2061

0,517 12 104,28 7,26 7,26 80 a110 <11,78 <17,66

1,033 12 99,04 7,23 8,15 80 a 110 <10,61 <1591
Néctar

0,093 12 88,20 8,19 15,61 80 a 110 <1521 <2282

0,279 12 90,19 6,47 12,53 80 a110 <1292 <1937

0,558 12 95,83 9,09 15,72 80 a110 <11,64 <17,46

n = nimero de observacdes, R = média de recuperacdo, DPR,= desvio padréo relativo de repetitividade,

DPRR= desvio padréo relativo de preciséo intermediaria.

Valores meédios de recuperacdo aparente encontraram-se dentro dos critérios de
aceitabilidade em toda a faixa examinada para as matrizes laranja e néctar de laranja.
Com base nos critérios utilizados, péde-se concluir que ndo houve falta de veracidade
e que a precisdo do método foi adequada nas faixas de concentracdo de 0,172 a
1,033 mg/kg e de 0,093 a 0,558 mg/kg para as matrizes laranja e néctar de laranja,

respectivamente.
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Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com aqueles reportados
na literatura. Garrido e colaboradores obtiveram, pela técnica CLAE-UV, recuperacfes
médias de carbendazim em mix de frutas de 77 e 82 % para os niveis 0,06 e
1,00 mg/kg, respectivamente, considerando 10 amostras analisadas em duplicata.
DPR; de 5,7 % e DPRg de 7,6 % foram reportados por estes autores para 0s niveis
0,06 e 1,00 mg/kg, respectivamente.(GARRIDO et.al.,1997).

Blasco e colaboradores obtiveram recuperacdo média de 84 % e DPR maximo de
5%, por CL-MS, realizando a repeticdo de cinco analises de uma mesma amostra
branca de laranja contaminada com padrdao de carbendazim em cinco niveis na faixa
de 0,001 a 1 mg/kg (BLASCO et.al., 2006). Fernandez e colaboradores obtiveram
recuperacdo media de 79 % e DPR méaximo de 10 % para carbendazim em suco de
laranja. A recuperacado e o desvio padréo relativo foram avaliados pela quintuplicata de
amostras contaminadas nos niveis 0,05; 0,5 e 5 mg/kg (FERNANDEZ et.al., 2001).

Os limites teodricos de deteccdo foram de 0,024 e 0,013 mg/kg, enquanto os limites
de quantificacdo corresponderam a 0,172 e 0,093 mg/kg, respectivamente, para as

matrizes laranja e néctar de laranja.

Por CLAE-UV, Garrido e colaboradores encontraram LD de 0,010 mg/kg e LQ de
0,020 mg/kg (GARRIDO et.al., 1997). LD de 0,020 mg/kg foi observado por Fernandez
e colabores na matriz laranja por CLAE-MS (FERNANDEZ et.al., 2001). Bendendo e
colaboradores encontraram LD e LQ de 0,03 e 0,35 mg/L, respectivamente, na matriz
suco de laranja pela técnica CLAE-MS/MS (BEDENDO et.al., 2012).

Incertezas expandidas de 23,28; 14,52 e 16,30 % foram estimadas para laranja nos
niveis 0,172; 0,517 e 1,033 mg/kg e de 31,22; 25,06 e 31,44 % para néctar de laranja
nos niveis 0,093; 0,279 e 0,558 mg/kg, respectivamente. Foram adotados os valores
maximos de 23,28 % para laranja e de 31,44 % para néctar.

5.3 MONITORAMENTO

Tendo como base os limites de deteccdo de carbendazim nas matrizes laranja e
néctar de laranja (0,024 e 0,013 mg/kg, respectivamente), ndo foram encontradas

amostras contaminadas entre as 20 amostras de laranja coletadas por fiscais do IMA,
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as 32 amostras de laranja coletadas na Unidade Grande BH da CEASAMG e as 36
amostras de néctar coletadas no mercado de Belo Horizonte. Esse resultado esta de
acordo com os dados mais recentes publicados pela ANVISA, por meio do PARA, onde
ndo foram reportadas ndo conformidades relacionadas a presenca de residuos de
carbendazim nas amostras analisadas de laranja (ANVISA, 2011b; ANVISA, 2013a).

6. CONCLUSAO

Com a otimizacdo das condicbes experimentais das etapas de purificagdo e
determinacao de residuos de carbendazim em laranja e néctar de laranja foi observado
gue aumento do volume de eluicdo contribuiu positivamente para a recuperacao do

analito na matriz laranja.

A validacdo do método otimizado para analise de carbendazim em laranja e néctar
de laranja demonstrou adequacdo ao proposito de uso para as duas matrizes

estudadas, considerando a legislacéo vigente no Brasil e a internacional.

A linearidade foi demonstrada por meio da comprovacdo das premissas da
regressao linear simples na faixa de 0,155 a 0,931 ug/mL para as curvas usual e

matrizadas com laranja e néctar de laranja.

Efeito de matriz significativo foi observado para as duas matrizes quando
comparadas a com a curva usual. Diferencas significativas também foram obtidas

quando as curvas das duas matrizes foram comparadas.

Recuperacbes e DPR dentro dos critérios de aceitabilidade foram obtidos para
laranja na faixa de 0,172 a 1,003 mg/kg e para néctar na faixa de 0,093 a 0,558 mg/kg.

Incertezas expandidas maximas de 23,28 e 31,44 % foram estimadas para laranja

e néctar de laranja, respectivamente, na faixa validada.

N&o foi observada ocorréncia de residuos de carbendazim em amostras de laranja
produzidas no estado de Minas Gerais, bem como em amostras coletadas na Unidade
Grande BH da CEASAMG e em amostras de néctar de laranja coletadas em Belo
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horizonte, tendo como base os limites de deteccéo tedricos de 0,024 e 0,013 mg/kg

para as matrizes laranja e néctar de laranja, respectivamente.

O embargo do suco de laranja nacional pelo governo americano pode ter
provocado uma suspensao no uso do carbendazim nos pomares brasileiros. Fato
sustentado pelas recomendacdes de substituicdo do uso do carbendazim na citricultura

brasileira.

A manutengdo no monitoramento de residuos de carbendazim é justificada pelo
fato desse agrotoxico ainda ser permitido para a cultura da laranja, tendo os seus

limites regulamentados no Brasil e em outros paises.
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