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RESUMO

Um meétodo de cromatografia em fase gasosa com detector de captura de
elétrons para determinacdo de multirresiduos de agrotoxicos organohalogenados em
morango foi validado por procedimentos intralaboratoriais. Linearidade, efeitos de
matriz e do dia foram verificados em experimentos com curvas de calibracdo dos
analitos endossulfam alfa, endossulfam beta, endossulfam sulfato, lambda-cialotrina,
procimidona e trifluralina, com e sem a matriz. Linearidade foi demonstrada, com
efeitos de matriz significativos para alguns analitos, além do efeito do dia. A faixa linear
variou de acordo com a resposta cromatografica dos analitos. Seletividade,
recuperacdo e precisdo do método foram investigadas por adicdo de padrdes dos
analitos em amostras brancas. As porcentagens de recuperacdo variaram de 74,59 % a
115,41 %, com desvios padrdo de repetitividade e reprodutibilidade parcial entre
1,63% e 20,98 % e entre de 5,86 % e 20,98 %, respectivamente. Os limites de
deteccdo, de quantificacdo, de decisdo e a capacidade de deteccdo do método
variaram entre 0,003 mg kg? e 0,007 mgkg?; 0,006 mgkg! e 0,013 mgkg™;
0,003 mg kg™t e 3,128 mg kg*; e 0,005 mg kg™' e 3,266 g kg™, respectivamente. Os
parametros de desempenho estudados indicaram adequacdo do método validado para
o proposito de monitoramento de residuos de agrotoxicos organohalogenados em
morango. Residuos de agrotoxicos organohalogenados foram detectados em 47 das 75
amostras de morango analisadas no estudo de ocorréncia realizado em 2010, no
estado de Minas Gerais. Sendo que trés estavam em desacordo com a legislacao
vigente, uma por apresentar residuo de agrotéxico acima do limite maximo permitido e

duas por conterem residuos nao autorizados para a cultura.

Palavras-chave: cromatografia em fase gasosa; detector de captura de elétrons;
método multirresiduos; agrotéxicos organohalogenados; validacdo de métodos;

morangos, ocorréncia.
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ABSTRACT

A method of gas chromatography with electron capture detection for multiresidue
determination of organohalogens pesticides in strawberry was validated by in-house
procedures. Linearity, matrix and day effects were observed in experiments with
calibration curves of analytes alpha endosulfan, beta endosulfan, sulfate endosulfan,
lambda-cyhalothrin, procymidone and trifluralin with and without the matrix. Linearity
was demonstrated with significant matrix effects for some analytes, and day effect. The
range varied depending on the chromatographic response of the analyte. Selectivity,
recovery and precision of the method were investigated by adding standards references
in blank samples. Recovery percentages ranged from 74.59 % to 115.41 % with
standard deviations of repeatability between 1.63 % and 20.98 % and partial
reproducibility between 5.86 % and 20.98 %. Detection limit, quantification limit,
decision limit and detection capacity ranged from 0.003 mg kg™ to 0.007 mg kg™:;
0.005 mg kg™ to 0.013 mg kg™; 0.003 mg kg™ to 3.128 mg kg™; and 0.005 mg kg™ to
3.266 mg kg™, respectively. The performance parameters studied indicated that the
validated method is suitability for the purpose of monitoring organohalogen pesticide
residues in strawberry. Organohalogen residues of pesticides were detected in 47
samples of strawberry. 75 samples were analyzed in the study conducted in 2010 in the
state of Minas Gerais. Three of which did not comply with the current legislation, one
presented pesticide residue above the maximum allowed and two contained

unauthorized pesticide for the culture.

Key words: gas chromatography; electron capture detector; multiresidue method,

organohalogen pesticides; validation methods; strawberries; occurrence.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial e a demanda crescente de alimentos tém
motivado o uso de grandes quantidades de agrotoxicos nas plantacdes, para prevenir
ou combater pragas, visando assegurar maior produtividade (CALDAS & SOUZA,
2000). Diversas classes quimicas de agrotéxicos sdo utilizadas buscando melhorar a
qualidade da producdo agricola que é intensamente afetada pelo aparecimento de
formas de vida indesejaveis, tais como insetos e ervas daninhas (SANCHES et al.,
2003; COUTINHO et al., 2005).

As funcdes basicas dos agrotoxicos na agricultura incluem a elevacdo da
producdo com aumento da produtividade, a melhoria da qualidade dos produtos, além
da reducédo do trabalho e dos gastos com energia. Sem davida, esses objetivos foram
alcangados nas ultimas décadas. No entanto, o uso indiscriminado e pouco criterioso
de agrotoxicos trouxe e continua trazendo problemas muitos se€rios para o ambiente e
para a saude humana (KRISTENSON et al., 2001; COUTINHO et al., 2005; JARDIM et
al., 2009; PINHO et al., 2009).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o uso de
agrotoxicos na producdo agricola e a consequente contaminacdo dos alimentos tém
sido alvo de constante preocupacédo no ambito da saude publica, especialmente diante
de um consumidor cada vez mais exigente quanto a presenca de residuos nos
alimentos, gerando a necessidade de realizagcdo da avaliacdo toxicolégica e do
estabelecimento de pardmetros de seguranca relativos a sua utilizacdo. Sabe-se,
contudo, que os agrotdxicos sdo muito utilizados na producdo em larga escala, ja que o
processo organico, sem defensivos, continua caro e limitado, sendo praticamente
impossivel atender ao nivel e volume de alimentos produzidos no pais sem agrotdxicos
(ANVISA, 2008).

Devido aos efeitos toxicolégicos provocados pelos agrotoxicos, faz-se
necessario o acompanhamento e a quantificacdo desses produtos na agua (VIEIRA et
al., 2007), no solo, nos alimentos (ALMEIDA et al, 2009; AMARAL, 2007,
GORENSTEIN, 2008; JARDIM et al., 2009; BERRADA et al., 2010) e na atmosfera,
como pressuposto para a rastreabilidade e protecdo da saude do homem e do meio
ambiente. Residuos desses compostos tém sido encontrados em alimentos, muitas
vezes consumidos in natura pela populacéo (USDA, 2009; SSEBUGERE et al., 2010).
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No Brasil, existe o Programa de Analise de Agrotéxico em Alimentos (PARA) da
ANVISA, que tem como objetivos avaliar, continuamente, os niveis de residuos de
agrotoxicos nos alimentos in natura que chegam a mesa do consumidor, fortalecendo a
capacidade do governo em atender a seguranca alimentar, evitando assim, possiveis
agravos a saude da populacdo (ANVISA, 2010). Existe ainda o Programa Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que tem a finalidade de sistematizar os meios de
controle da contaminacdo dos produtos de origem animal e vegetal por residuos de
compostos utilizados na agropecuaria, incluindo os agrotéxicos (BRASIL, 2010a;
BRASIL, 2010b). No estado de Minas Gerais, esse controle em frutas, legumes e
verduras é realizado no ambito do Instituto Mineiro de Agropecuéaria (IMA). O
Laboratério de Andlises de Residuos e Agrotoxicos (LARA) é o responsavel pelas
analises de monitoramento, fiscalizacdo e projetos.

Como os organohalogenados correspondem a um dos mais importantes grupos
de inseticidas utilizados no Brasil, a analise de residuos desses agrotoxicos em
alimentos é de grande importancia. Das 128 amostras de morango analisadas pelo
PARA no ano de 2009, 65% apresentaram residuos de procimidona, um
organohalogenado (ANVISA, 2010).

Métodos analiticos para a determinacdo de residuos de agrotdxicos
organohalogenados sdo baseados no uso de técnicas cromatogréaficas, principalmente
cromatografia em fase gasosa (CG). Apesar de existirem varios sistemas de deteccao,
a presenca de um ou mais halogénios na molécula faz com que o detector por captura
de elétrons (DCE) seja 0 mais adequado nas analises quantitativas (CHEN & WANG,
1996; COLUME et al., 2001; RIZOS et al., 2001; VIEIRA et al., 2007; ZAWIYAH et al.,
2007; JARDIM et al., 2009; MENEZES et al., 2010).

A necessidade progressiva de dados analiticos comparaveis e confiaveis é
essencial para a eliminacéo de barreiras técnicas entre os paises. Uma vez efetuada a
medicdo, para que ela seja aceita em qualquer pais, requisitos legais e de acreditacdo
devem ser observados. As normas nacionais e internacionais de sistemas de gestao da
gualidade destacam a importancia da validacdo de métodos analiticos para a obtencéo
de resultados confiaveis e adequados ao proposito de uso (ABNT, 2005). Assim, a
validagdo de métodos € um requisito fundamental da gestdo da qualidade analitica
(THOMPSON et al., 2002), que assegura que um método analitico fornece resultados
confiaveis, subsidiando corretamente as interpretacdes e tomadas de decisdes (RIBANI
et al., 2004).
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Neste contexto, sdo objetivos deste trabalho a validacéo intralaboratorial de um
método de analise de residuos de agrotoxicos organohalogenados em morango por
CG-DCE, em acordo com os requisitos normalizados pela ABNT NBR ISO/IEC 17025
(ABNT, 2005) e definidos na legislacdo vigente (ANVISA, 2011), e o emprego do
método validado em estudos de ocorréncia e atividades de monitoramento do IMA no
estado de Minas Gerais, verificando se os niveis de residuos de agrotéxicos
organohalogenados estdo dentro dos Limites Maximos de Residuos (LMR) e se séo

autorizados para a cultura analisada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGROTOXICOS

O uso de substancias quimicas organicas ou inorganicas com o propoésito de
proteger as culturas agricolas data de tempos antigos. O uso mais antigo de
agrotoxicos que se tem registro, cerca do ano 1200 antes de Cristo, envolveu a
utilizacdo de sal e de cinzas em campos conquistados por exércitos biblicos, para
tornar as terras improdutivas. Sendo, provavelmente, o primeiro emprego de herbicidas
nao seletivos (JARDIM et al., 2009). Nos primérdios da agricultura, romanos e gregos
descrevem o uso de produtos como 0 arsénio e o enxofre para o controle de pragas. A
partir do século XVI até fins do século XIX, substancias organicas, como a nicotina e o0s
piretros, extraidas de plantas, eram constantemente utilizadas na Europa e nos
Estados Unidos. No inicio do século XX, foram iniciados estudos buscando o emprego
de substancias inorganicas a base de cobre, chumbo, mercurio e cAdmio contra uma
grande variedade de pragas, porém com eficacia limitada (HIRATA, 1995; NUNES &
RIBEIRO, 1999; SANCHES et al., 2003).

A primeira substancia organica com propriedades inseticidas foi o
diclorodifeniltricloroetano (DDT), sintetizada em 1874 por Othomar Zeidler. Porém, essa
propriedade so foi descoberta em 1939 por Paul Muller. Pela descoberta e posterior
aplicacdo do DDT no combate a insetos, Muller recebeu o prémio Nobel de quimica em
1948. Teve inicio a geracdo dos agrotoxicos constituidos de compostos
organossintéticos, comecando com a utilizacdo de organoclorados no controle das
pragas, muitos dos quais tinham propriedades em comum, como estabilidade com
relacdo a decomposicédo ou a degradacdo ambiental, solubilidade baixa em agua, alta
solubilidade em meios semelhantes aos hidrocarbonetos como os tecidos gordurosos
de organismos vivos e toxicidade relativamente alta para insetos e seres humanos
(NUNES & RIBEIRO, 1999; SANCHES et al., 2003; JARDIM et al., 2009).

O DDT era entéo o principal meio de controle do inseto propagador da malaria,
até que se descobriu ser ele carcinogénico, teratogénico e cumulativo nos organismos.
Para substituir os organoclorados, em razdo das suas caracteristicas indesejaveis,
surgiram os organofosforados e, posteriormente, os piretroides (NUNES & RIBEIRO,
1999; JARDIM et al., 2009).
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A Organizacdao Mundial da Saude (OMS) estimou que os programas de reducao
da maléria, nos quais um dos componentes utilizados foi o DDT, salvaram a vida de
mais de cinco milhdes de pessoas. Atualmente, o DDT € proibido em pelo menos 86
paises. No entanto, ainda continua sendo usado em alguns paises em
desenvolvimento, no combate a malaria e outras doencas tropicais. No Brasil, a
introducdo de agrotdxicos organossintéticos teve o inicio em 1943, quando chegaram
as primeiras amostras do inseticida DDT. Em 1985, o MAPA publicou a Portaria n® 329
que proibiu, em todo territério nacional, a comercializagdo, o uso e a distribuicdo dos
produtos agrotoxicos organoclorados, destinados a agropecuaria. Em 2009, o governo
federal sancionou a Lei n°® 11.936 que proibe a fabricacdo, a importacdo, a exportagao,
a manutencdo em estoque, a comercializacdo e o uso de DDT no Brasil (BRASIL,
1985; BRASIL, 2009; JARDIM et al., 2009).

Segundo a Lei de Agrotoxicos e Afins n°® 7.802, de 11 de julho de 1989,
entendem-se por agrotoxicos: “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento € no
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas
ou plantadas e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acao danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do
crescimento das plantas” (BRASIL, 1989). De modo similar, a Agéncia de Protegao
Ambiental Norte-Americana define o termo agrotéxico como sendo uma substancia
quimica ou mistura de substancias utilizadas para prevenir, destruir, repelir ou mitigar
qualquer praga, ou mesmo, para regular, desfolhar e dessecar plantas (EPA, 2007).

Entre as diversas formas de se classificar os agrotoxicos, uma é baseada no tipo
de praga a que se destinam, como os herbicidas, fungicidas, acaricidas, algicidas,
larvicidas e inseticidas. Nessa classificacdo podem ser incluidas substancias
desfolhantes, dessecantes ou reguladoras do crescimento de insetos e plantas. Cada
grupo de compostos inclui diferentes familias quimicas e mecanismos de acéo
(KOMATSU & VAZ, 2004).

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2002), a classificacdo dos agrotoxicos € realizada
com base no grau de toxicidade do produto sendo estabelecidas quatro classes: classe
| - Extremamente Téxico (rétulo vermelho); classe Il - Altamente Toxico (rétulo
amarelo); classe Il - Medianamente Toéxico (rotulo azul) e classe IV - Pouco Toxico

(rétulo verde).
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A classificacéo toxicolégica dos agrotoxicos esta apresentada na Tabela 1, tendo
como parametros a Dose Letal (DLsp) e a Concentracéo Letal (CLsp). A DLsp € a dose
de uma substancia quimica que, quando administrada por via oral ou dérmica em Unica
dose, provoca a morte de, pelo menos, 50 % de um grupo de animais da mesma
espécie. A DLs, é representada pela relacdo massica, ou seja, a massa em miligrama
(mg) do produto toxico pela massa viva em quilograma (kg). A CLsp € a concentragédo
atmosférica de uma substancia quimica que provoca a morte de 50 % de um grupo de

animais expostos, em um tempo definido.

Tabela 1 - Classificacdo toxicolégica dos agrotoxicos baseada na Dose Letal e na
Concentracdo Letal de formulagBes liquida e sélida, para diferentes vias de
administracao

DLg," oral DLs, dérmica ,. _
o L L CLso” inalatoria
Classe Toxicidade (mg kg™) (mg kg™) na
: : : : (mg L™)
Liquido Sdlido Liquido Soélido
[ Extrema <20 <5 <40 <10 <0,2
Il Alta 20-200 5-50 40-400 10-100 0,2-2
1 Média 200-2000 50-500 400-4000 100-1000 2-20
A Pouca > 2000 > 500 > 4000 > 1000 > 20

" Dose Letal; *: Concentracao Letal; °: expressa em mg L™ de ar por 1 hora de exposic&o.
Fonte: BRASIL, 1989.

No Brasil, os agrotéxicos somente podem ser utilizados se forem registrados em
orgao federal competente, de acordo com as diretrizes e exigéncias dos o6rgaos
responsaveis pelos setores da saude, do meio ambiente e da agricultura (ANVISA,
2009a).

Neste sentido, o Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, que regulamenta a
Lei de Agrotoxicos e Afins, estabelece as competéncias para os trés érgaos envolvidos
no registro de agrotéxicos: Ministério da Saude (MS), Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Ministério do Meio Ambiente (MMA), por meio do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA). O MS, por
intermédio da ANVISA, é o responsavel, dentre outras competéncias, pela avaliagéo e
classificacdo toxicolégica de agrotoxicos, pelo estabelecimento do limite maximo de
residuos (LMR) e do intervalo de seguranca de cada ingrediente ativo de agrotoxico
para cada cultura agricola e, junto com o MAPA, no ambito de suas respectivas areas
de competéncia, pelo monitoramento dos residuos de agrotéxicos e afins em produtos

de origem vegetal. E ao MMA cabe avaliar e classificar o potencial de periculosidade
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ambiental (ANVISA, 2009a). O principal objetivo é garantir, com certa seguranca, que a
populacdo possa consumir alimentos cujos niveis de residuos, dentro destes limites
estabelecidos, ndo causem problemas a saude.

Entende-se por LMR, a quantidade maxima de residuo de agrotoxico legalmente
aceita nos alimentos, em decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica,
desde sua producgdo até o consumo, expressa em partes do agrotoxico por um milh&o
de partes de alimento (mg kg™) e que pode ser consumido sem prejuizo & saude, ao
longo da vida. Os limites maximos de residuos referem-se a valores provenientes de
experimentos de campo, exigidos para cada cultura alimentar e levam em consideracao
a ingestao diaria aceitavel (IDA), ou seja, as quantidades maximas de agrotéxicos que
podem ser ingeridas por dia, durante toda a vida, sem que ocorram danos a saude por
esta ingestdo, expressa em mg de agrotéxico por kg de peso corpéreo (mg kg™ p.c.)
(ANVISA, 2009a).

Os valores de LMR séo fixados, para cada ingrediente ativo, no nivel mais baixo
consistente com as boas préticas agricolas (BPA), a fim de proteger grupos
vulneraveis, como as criancas e 0s hascituros. Deve-se, ainda, levar em conta a
exposicdo humana a combinacdes de substancias ativas e aos seus efeitos
cumulativos possivelmente agregados e sinérgicos para a nossa saude (EUROPEAN
COMMISSION, 2005).

Os limites de residuos estabelecidos pela OMS vém se tornando cada vez mais
rigorosos, o que vem criando um aumento de demanda por métodos mais seletivos e
sensiveis (BERRADA et al., 2010). A aceitacdo do LMR vem causando problemas, pois
os limites aceitos em um pais ndo sdo em outros. Em 1990, a Unido Européia
estabeleceu limites maximos de agrotoxicos para produtos agricolas a fim de se evitar
diversidade de LMR entre os paises membros (TORRES et al., 1996). No entanto, o
regulamento EC/396/2005, que entrou em vigor em 01 de setembro de 2008, define um
novo conjunto de regras para residuos de agrotéxicos. Este regulamento simplifica a
legislacdo em vigor, estipulando o LMR em territério europeu (EUROPEAN
COMMISSION, 2005; CIESLIK et al., 2010; GARCIA-CHAO, et al., 2010).

Outro parametro toxicolégico de importancia é o NOAEL, no observable effect
level, ou em portugués nivel de efeito ndo observavel. Sendo a concentracdo ou
quantidade de uma substancia, que ndo causa alteracdes na morfologia, capacidade
funcional, crescimento, desenvolvimento, ou tempo de vida do organismo alvo em
relacdo aquelas observadas em individuos normais (controle) da mesma espécie sob

as mesmas condicdes de exposicao (IUPAC, 1997).
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2.1.1 Residuos de agrotdxicos em alimentos no Brasil e no mundo

A preocupacdo com a presenca de agrotoxicos nos alimentos é tdo antiga
guanto a utilizacao destes compostos no controle de pragas e doencas que interferem
na producdo agricola. Somente em anos mais recentes, o avan¢co do conhecimento
cientifico, aliado ao desenvolvimento tecnoldgico na area laboratorial, vem permitindo,
no ambito das diferentes esferas de governo, a estruturacdo de servicos para a
verificacdo da qualidade do alimento em relacdo a presenca de agrotdxicos (ANVISA,
2008).

O Brasil é o maior consumidor de agrotéxicos do mundo, gerando em 2009 uma
receita de US$ 7 bilhdes e um consumo de 700 mil toneladas no pais (ANVISA,
2009b). As vendas de defensivos agricolas no pais somaram R$ 12,878 bilhdes em
2009, 1,09 % a mais do que os R$ 12,739 bilhdes de 2008, de acordo com estimativa
do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG).
Segundo este 6rgdo, em 2009, as vendas de herbicidas somaram R$ 5,031 bilhdes,
8,24 % a menos do que no ano anterior. Ja as vendas de fungicidas subiram 16,87 %
no mesmo periodo (SINDAG, 2010).

Em 2001, a ANVISA instituiu o Programa de Andlise de Agrotoxico em Alimentos
(PARA). O PARA ¢é o programa brasileiro para monitorar residuos de agrotéxicos em
alimentos, visando a criacdo de acdes de vigilancia sanitaria, com foco na prevencéao e
controle dos riscos a saude humana decorrentes do consumo de alimentos
contaminados. Os dados obtidos tém possibilitado avaliar a qualidade e a seguranca
dos alimentos consumidos pela populacdo, caracterizar as fontes de contaminacao,
proporcionar uma avaliagdo quanto ao uso inadequado e nao autorizado de
agrotoxicos, estimular a adogédo de BPA, além de fornecer subsidios para a reavaliagéo
dos estudos de residuos para fins de registro de agrotoxicos (ANVISA, 2010).

O histérico das irregularidades encontradas permite concluir que o maior
problema no tocante aos niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos analisados,
nao esta na forma de aplicacéo do produto na cultura além dos limites permitidos, mas
sim no uso indiscriminado de agrotoxicos nédo autorizados para as culturas. No ano de
2009 foram analisadas 3130 amostras, sendo que 29,0% foram consideradas
insatisfatorias, correspondendo a 907 amostras. Dentre as insatisfatérias 2,8 % (88
amostras) apresentavam niveis acima do LMR, 23,8 % (744 amostras) do total

continham ingredientes ativos ndo autorizados para a cultura e ainda houve 75
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amostras representando 2,4 % que apresentaram residuos ndo autorizados e acima do
LMR (ANVISA, 2010).

No estado de Minas Gerais o IMA tem como missdo exercer a defesa sanitaria
animal e vegetal, a inspecdo e fiscalizacdo de produtos contribuindo para a
preservacao da saude publica e do meio ambiente. Uma das suas competéncias é a
fiscalizacdo do comércio e 0 uso de insumos, produtos e subprodutos agropecuarios e
agroindustriais, estabelecendo normas e procedimentos para proporcionar aos
consumidores a oferta de alimentos seguros. Entre 2008 e 2009 foram analisadas 524
amostras. Sendo que 56 % das amostras continham um ou mais residuos de
agrotoxicos. Algumas amostras continham até sete ingredientes ativos. Das 175
amostras analisadas em 2008, 35 (20 %) apresentaram resultados insatisfatérios,
sendo 17,7 % devido ao uso de principio ativo ndo autorizado para a cultura e 2,3 %
por niveis acima do LMR (AMARAL et al., 2009). Dentre as 349 amostras de 2009, 53
(15,2 %) apresentaram resultados insatisfatorios, sendo 12,6 % devido ao uso néo
autorizado e 2,6 % por apresentar residuos em niveis acima do LMR (AMARAL et al.,
2010).

Diversos paises como Estados Unidos, Holanda, Suécia e Inglaterra tém
estabelecido programas de monitoramento de residuos de agrotéxicos com analises
continuas e programadas. Pode-se afirmar que, atualmente, € frequente a identificacdo
de residuos de agrotéxicos nos alimentos e, em muitos casos, se detectam
concentracbes acima do LMR permitido, além daqueles ndo autorizados (ANVISA,
2010).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos implementou, em 1991, o
Pesticide Data Program (PDP). No ano de 2008, o PDP analisou 13381 amostras nos
12 estados participantes. Das 13381 amostras coletadas 10382 eram de frutas e
vegetais frescos ou processados. Entre todas as amostras testadas, excluindo a agua
de beber, 30 % ndo continham nenhum agrotoxico detectavel, 24 % continham um
agrotoxico e 46 % mais de um. Residuos que excederam a tolerancia foram detectados
em 0,5 % das amostras testadas em 2008, sendo que 58 amostras continham um
residuo acima do LMR e duas amostras continham dois residuos acima do LMR. Por
outro lado, residuos de agrotoxicos nao autorizados para as culturas foram
encontradas em 3,7 % da amostras o que correspondeu a 442 amostras (USDA, 2009).

O European Food Safety Authority (EFSA) € o 6rgdo que normaliza as questbes
de risco de alimentos e racdes no ambito da Unido Européia e que publica os relatérios

de avaliacOes de riscos e monitoramentos realizados pelos programas nacionais dos
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paises membros e programas coordenados pela Unido. No ano de 2008, mais de 70
mil amostras de cerca de 200 diferentes tipos de alimentos foram analisados pelos
programas nacionais. Entre as amostras testadas 96,5 % estavam de acordo com a
legislacdo. Pelo programa coordenado pela Unido foram realizadas 11610 amostras de
nove diferentes produtos para 78 ingredientes ativos, sendo que 2,2 % das amostras
excederam o LMR, 62,1 % das amostras ndo foram detectados residuos e em 35,7 %
das amostras foram detectados um ou mais residuos com nivel mensuravel de
quantificacdo, mas menor do que o LMR. N&o foram relatadas amostras com uso de
produtos ndo autorizados (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2010).

2.1.2 Morangos

Morangos séo frutos muito populares e amplamente consumidos in natura ou
processados, como conservas, compotas, iogurtes e sorvetes. O morango € um fruto
de baixa caloria, rico em pectina e outras fibras solGveis que auxiliam na reducédo do
colesterol. Contém bioflavondides, substancias que ajudam a prevenir alguns tipos de
cancer, vitamina C e sao uma boa fonte de folato, potassio, riboflavina e ferro
(SEERAM et al., 2006). Possui como clima ideal o temperado podendo ser cultivada
também como planta perene, porém, com drastica reducdo de produtividade de um
ciclo para o outro em funcdo da suscetibilidade a doencas fungicas, bacterianas,
virGticas e infestagbes por nematoides. Cultivado no sistema convencional, o
morangueiro pode receber em média 45 pulverizacdes de pesticidas, motivo pelo qual
se encontra na lista negra dos alimentos campedes de residuos quimicos (RHODEN,
2005).

Na unidade Grande BH da CEASAMINAS, no ano de 2009, foram
comercializadas 4.793,3 toneladas de morango (CEASAMINAS, 2010). Minas Gerais €
0 maior produtor de morango do pais, alcancando 40 mil toneladas, 55 % das 72 mil
toneladas produzidas no ano (SEBRAE, 2010).

FARIA et al. (2009) analisaram 55 amostras de polpa de morango
industrializadas, das quais 95 % continham residuos de agrotoxicos. Entre as
contaminadas 49 % apresentaram produtos nao autorizados como a captana,
clorfenapir, folpete e o endossulfam, todos organohalogenados. Das 128 amostras de
morango analisadas pelo PARA no ano de 2009, 50,8 % foram insatisfatorias. Sendo

38,3 % por apresentarem residuos nado autorizados para a cultura, 8,6 % por
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apresentarem residuos acima do LMR e 3,9% por apresentarem as duas
irregularidades (ANVISA, 2010).

2.1.3 Agrotoxicos organohalogenados

Residuos de agrotoxicos organohalogenados séao frequentemente encontrados
em programas de monitoramento nos mais variados tipos de culturas para a producao,
conservagao e armazenamento de alimentos, alguns com o LMR acima dos padrbes
estabelecidos e, muitas vezes, até com mais de um tipo de residuo em um unico
alimento (IMOTO, 2004; ANVISA 2010).

Além disso, os resultados dos programas de monitoramento conduzidos no
ambito nacional revelaram a presenca de residuos de ativos que ja foram
completamente banidos para uso devido a sua alta toxicidade, como € o caso do
endossulfam, frequentemente encontrado em morangos (ANVISA, 2009a). O
endossulfam é considerado uma substancia do grupo quimico dos organoclorados,
subgrupo dos ciclodienoclorados, cujo uso foi proibido ou restrito no mundo (ANVISA,
2009c). Esse pesticida e outros selecionados para este estudo pertencem ao grupo dos

organohalogenados e as suas estruturas e nomes quimicos sdo mostrados na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica de agrotoxicos organohalogenados.

Fonte: ANVISA, 2011.

2.1.3.1 Caracteristicas e toxicidade dos agrotoxicos organohalogenados

Os agrotéxicos organoclorados, piretréides, dinitroanilinas e dicarboximidas

possuem um ou mais halogénios em suas moléculas pertencendo ao grupo quimico

dos organohalogenados.

Os agrotoxicos organoclorados e o seu subgrupo ciclodienoclorados séo

relativamente inertes e apresentam alta estabilidade, que esta relacionada as ligacdes

carbono-cloro. Esses compostos sao muito estudados devido a

alta toxicidade, baixa

biodegradabilidade e biossolubilidade em tecido lipidico. Algumas dessas substancias

podem persistir por 15 a 20 anos no solo e parte delas pode ser arrastada pelas

chuvas, por lixiviagdo, para o interior dos cursos de agua, que também recebem
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agrotoxicos oriundos de efluentes industriais, de esgotos, de sedimentos, da atmosfera
e por contaminacgdao direta durante a aplicacado (QUINETE, 2005; JARDIM et al., 2009).

As propriedades toxicas dos agrotoxicos organoclorados ndo sdo semelhantes.
O termo geral “agrotoxicos organoclorados” refere-se a muitas substancias organicas
halogenadas que sdo usadas na atualidade e que eram empregadas no passado, em
formulagBes de agrotoxicos. Tais substancias podem ter estruturas quimicas muito
variadas e, consequentemente, suas propriedades fisicas e toxicologicas, também
diferem amplamente. Entre os sintomas toxicos agudos causados por agrotoxicos
clorados estdo dor de cabeca, tonteira, perda de coordenagcdo motora, nausea, vomito,
tremores e convulsbes. Muitos agrotoxicos clorados apresentaram atividades
teratogénicas em estudos com animais. Ha também evidéncias limitadas de efeitos
causadores de cancer em seres humanos. Por causa da alta toxicidade e potencial
carcinogénico, muitos destes compostos sdo de uso restrito na agricultura (PATNAIK,
2003).

Piretréides séo inseticidas lipofilicos, que tém meia-vida curta no ambiente e
possuem acdo prolongada (HIRATA, 1995). Economicamente, o0s piretroides se
constituiram no inseticida ideal em funcdo do amplo espectro de atividade, eficiéncia
em doses baixas, praticamente ndo toxico para mamiferos e baixo poder residual
(HIRATA, 1995; VIEIRA et al., 2007). Muitos organismos aquaticos sdo altamente
susceptiveis a intoxicacdo por piretréides. Estes compostos sdo, ainda, altamente
toxicos para as abelhas (HENGEL et al., 1997; OUDOU & HANSEN, 2002).

Estudos detalhados do metabolismo e da toxicologia dos piretréides avaliaram o
risco da exposicdo humana a estes compostos. Tais efeitos incluem a sindrome T,
causada por piretréides do tipo |, que nao contém o grupo a-ciano, que € caracterizada
por tremores, hipersensibilidade, hiperexcitabilidade, caibras musculares e convulsoes;
e a sindrome CS, causada por piretréides do tipo Il, com o grupo a-ciano, cujas
caracteristicas sdo salivacao excessiva, lacrimejamento, distlrbios sensoriais cutaneos
(formigamento, entorpecimento e sensacdo de queimacgao), hipersecre¢cdo nasal,
hipersensibilidade, irritacdo cutanea (eritema papilar), cefaléia intensa, perda do
apetite, fadiga, tonturas, perda da consciéncia, caibras musculares e convulsdes
(MIYAMOTO et al., 1995; RAY & FORSHAW, 2000; WHO, 2005). Os canais de sodio
voltagem-sensiveis dos neurbnios do sistema nervoso central parecem ser o sitio
primério da acéo dos piretroides (NARAHASHI, 1996).

Véarios efeitos enddcrinos dos piretréides ja foram relatados, tais como atividades

estrogénica, antiestrogénica, antiandrogénica e antiprogestagénicas (NAKAMURA et
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al., 2007). Sintomas reversiveis, como dor de cabeca, vertigem, nauseas, irritacdo de
pele e nariz, e parestesia também foram observados ap6s exposicao aos piretroides
(HE et al., 1989).

As dinitroanilinas sofrem fotodecomposicdo, a qual ocorre predominantemente
no estado de vapor. Assim, compostos mais volateis sdo mais fotodegradaveis. Para
evitar a volatilizacdo, esses herbicidas s&o aplicados por incorporagdo ao solo. A
contaminacdo da &gua subterrdnea, portanto, pode ser causada por drenagem. A
intoxicacdo por dinitroanilinas ocorre pelo ar e pela ingestdo de alimentos
contaminados ou simplesmente pelo contato direto com a pele. Levemente téxico, a
inalacdo de vapores ou de particulados desse grupo de pesticida pode ser
moderadamente irritante para as mucosas da boca, do nariz, da garganta e dos
pulmdes (WANG & ARNOLD, 2003; COUTINHO et al., 2005).

As dicarboximidas séo substancias utilizadas para controlar o desenvolvimento
de fungos patogénicos. Com relacédo a toxicidade, os fungicidas apresentam baixo risco
de intoxicacdes para diferentes tipos de exposicdo humana. A grande maioria tem
apresentado resultados positivos para testes de mutagenicidade in vitro. A procimidona
€ um fungicida dicarboximida que pode alterar a diferenciacdo sexual de ratos machos
imaturos in vitro, agindo como um antagonista do receptor de androgénio e induzindo a
atividade estrogénica. Uma vez encontrado em tecidos humanos foi despertado o
interesse para a investigacao da sua capacidade de induzir danos enddcrinos (RADICE
et al., 2006; QI, 2010).

Alguns parametros toxicoldgicos dos analitos utilizados na realizagdo deste

trabalho estédo apresentados na Tabela 2:

Tabela 2 — Dados toxicolégicos dos agrotoxicos organohalogenados utilizados no
estudo de validacao para a cultura de morango.

o LMR! (mg kg™) para IDA* NOAEL?
Agrotoxicos 1 L
morango (mg kg™p.c.) (mg kg~dia.)
Lambda-cialotrina 0,5 0,05 5
Endossulfam NA 0,006 0,6
Procimidona 3,0 0,1 10
Trifluralina NA 0,024 2,4

":FONTE: ANVISA (2011); >GORENSTEIN, 2009
NA: produto ndo autorizado.
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2.2 TECNICAS DE ENSAIO

Ha uma diversa literatura sobre extracdo, particdo, purificacdo, separacdo e
quantificacdo de residuos de agrotoxicos organohalogenados em alimentos. Métodos
que usam grandes volumes de solventes e outros mais atuais que utilizam apenas
alguns mililitros, como os de extracdo em fase sdlida que reduzem trabalhos manuais e
melhoram o rendimento, sdo encontrados. A CG é a principal técnica de determinacao,
em combinacdo com detectores especificos e seletivos. Atualmente, acles
governamentais e também do setor privado véem exercendo forte pressao para o
aperfeicoamento do desempenho analitico, exigindo aumento da eficiéncia e
diminuicdo do custo e do tempo das analises, levando ao desenvolvimento e
implantacdo de métodos QUEChERS (Quick - rapido, Easy - facil, Cheap - barato,
Effective - eficiente, Rugged - robusto and Safe - seguro) (TORRES et al., 1996;
COLUME et al., 2001; LENTZA-RIZOS et al., 2001; IMOTO et al., 2004; MENEZES et
al., 2010; PINHO et al., 2010).

Os métodos analiticos usados para determinacéo de residuos de agrotoxicos em
alimentos estdo divididos em dois grupos: os métodos singulares e os métodos
multirresiduos. Os primeiros sédo aplicados para analise de um Unico pesticida ou de
seu metabdlito mais importante em uma ou varias matrizes, e 0s métodos
multirresiduos, como o proprio nome indica, sdo aplicados para analise de varios
agrotoxicos de um mesmo grupo quimico ou de diferentes fun¢des quimicas em uma
ou vérias matrizes (IMOTO, 2004).

O uso de métodos multirresiduos em programas de monitoramento de alimentos
€ muito frequente, pelo fato de possibilitar que varios agrotéxicos de diferentes grupos
quimicos sejam pesquisados em uma Unica extracdo em diversos tipos de matrizes. Os
métodos multirresiduos, aléem de serem eficientes, apresentam um menor custo e
reducdo do tempo de trabalho, quando comparados com o0s métodos singulares
(JANSSON et al, 2004; BERRADA et al., 2010). Trata-se do grupo de métodos mais
difundido e reconhecido para monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos,

sendo adotado em programas de diversos paises (ANVISA, 2009a).
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2.2.1 Métodos multirresiduos

A maioria dos protocolos relacionados com a determinacéo de agrotdxicos em
alimentos envolve etapas de extracdo, purificacdo, concentracdo do extrato e
determinacao utilizando a cromatografia (KRISTENSON et al.,, 2001; NORMA &
PANTON, 2001; BERRADA et al.,, 2010; CIESLIK et al., 2010). Uma dificuldade no
desenvolvimento de métodos multirresiduos € o fato de ingredientes ativos de
diferentes polaridades, solubilidades, volatilidades e valores de pK, terem que ser
simultaneamente extraidos de uma matriz e analisados (HAIB et al., 2003;
STAINBAHER & ZUPANCIC-KRALJ, 2003).

As diferentes classes quimicas dos agrotoxicos, bem como os diferentes tipos de
alimentos contaminados, determinam diferentes estratégias de ensaio. Assim, 0s
agrotoxicos sdo determinados por CG e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
usando varias combina¢cdes de colunas e detectores, com o0 objetivo de alcancar a
necessaria seletividade e sensibilidade para as diferentes classes (TORRES et al.,
1996; STAIJINBAHER & ZUPANCIC-KRALJ, 2003).

Métodos analiticos sdo necessarios para classificar, quantificar e confirmar a
identidade de residuos de agrotéxicos em frutas e vegetais para fins de pesquisa e de
regulamentagcdo. O método da Association of Official Analytical Chemist (AOAC) tem o
reconhecimento internacional como método multirresiduo, permitindo a determinacéo
de dezenas de residuos de agrotéxicos em frutas e vegetais. O método envolve uma
extracdo com um solvente miscivel em agua, seguida de particdo utilizando-se um
solvente pouco solavel em agua para remover as interferéncias presentes no extrato da
amostra e ou purificacdo em fase solida com silica ou florisil. Finalmente, o analito é
determinado por CG ou por CLAE com detectores seletivos. Seu uso apresenta
desvantagens como: por ser muito complexo, ndo permite geracao de resultado em
tempo habil para evitar a entrada de produtos contaminados no mercado; o uso de
solventes toxicos em larga escala; a formacado de emulsdes na etapa de particdo; o
namero de operagdes manuais que afetam o rendimento da determinagéo de residuos;
além de novos agrotoxicos, cada vez mais polares e termosensiveis, que devem ser
incorporados no escopo de aplicagdo do método (TORRES et al., 1996; MUCCIO et al.,
1997).
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2.2.2 Extracao e purificacao

A escolha do método de extracdo depende das propriedades das matrizes, dos
analitos, dos equipamentos e dos detectores disponiveis para o analista. E conveniente
dividir as matrizes de alimentos em categorias, tendo como base o0 conteudo de
umidade e gordura (NETHERLANDS, 1996).

MASTOVSKA & LEHOTAY (2004) avaliaram a conveniéncia de seis solventes
organicos, sendo: acetonitrila, acetato de etila e acetona para extracao de agrotoxicos
e hexano, tolueno e isooctano para retomada de extrato destinado a analise por CG.
Segundo esses pesquisadores, um solvente ideal a ser empregado numa metodologia
de determinacdo multirresiduos de agrotoxicos deve ser compativel com os analitos,
com a preparagcdo da amostra e com a determinagdo cromatografica. Basicamente,
esses trés pré-requisitos significam que todos os analitos de interesse devem ser
suficientemente solUveis e estaveis nesse solvente. Esse mesmo solvente deve ser
usado nas etapas de extracdo e purificacdo, evitando-se sua troca. Em relacdo ao
ensaio cromatogréafico, as propriedades fisico-quimicas do solvente ndo devem
interferir na separacdo e permitir a deteccdo dos picos. Outras caracteristicas
relevantes dos solventes sdo: baixa toxicidade e inflamabilidade, baixo custo e
pequeno risco ambiental.

Os solventes mais utilizados na extracdo de multirresiduos sao: acetonitrila,
acetato de etila e acetona, cada um com suas vantagens e desvantagens. Em
comparacdo com acetato de etila e acetona, a acetonitrila extrai menor quantidade de
gorduras e pigmentos e também possui compatibilidade com a CG (MASTOVSKA &
LEHOTAY, 2004). Acetonitrila e acetona apresentam como vantagem a miscibilidade
em agua, permitindo a formacédo de fase uUnica, enquanto o acetato de etila é
parcialmente miscivel (OBANA et al., 2001).

A acetona foi selecionada como o solvente de extracdo de noventa agrotdxicos
em frutas e vegetais por ser mais efetivo para agrotdéxicos polares e apolares em
diversas matrizes. E, entre outras vantagens, inclui a baixa toxicidade, miscibilidade
com agua, facilidade de evaporacdo e baixo custo (STAIJINBAHER & ZUPANCIC-
KRALJ, 2003).

Apés a extracdo da amostra, uma etapa adicional pode ser realizada para
separar os analitos de componentes remanescentes da matriz, denominada purificacdo
dos extratos. Comumente, sdo empregados procedimentos como cromatografia de
permeacdo em gel (CPG), cartuchos de extragdo em fase solida (EFS), microextracdo
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em fase sodlida (MEFS) e, mais recentemente, a extracdo com particdo em baixa
temperatura (PINHO et al., 2009). A necessidade de purificacdo depende da matriz que
sera analisada. Se os valores de LMR e do LD do método ndo forem proximos e o
extrato for relativamente limpido, proporcionando uma deteccdo suficientemente
seletiva, a etapa de purificacdo pode ser omitida (NETHERLANDS, 1996; COLUME et
al., 2001).

A presencga de interferentes na matriz dos extratos pode afetar a identificagéo e
quantificacdo do analito. A purificacdo é necessaria para reduzir o limite de deteccéo do
meétodo e ou evitar as interferéncias da matriz. Porém, uma extensiva purificacdo pode
resultar na perda parcial de alguns compostos, bem como, aumentar o custo analitico.
Uma inadequada purificagdo pode levar a um efeito adverso relacionado com a
qualidade dos dados gerados, mascarando os picos dos residuos pelos componentes
da matriz, ocorrendo um falso positivo e quantificacdo inexata (STAJNBAHER &
ZUPANCIC-KRALJ, 2003; PINHO et al., 2009).

Para substituir a classica extracdo liquido-liquido (ELL) e para reduzir o custo e a
geracdo de solventes poluentes, foram desenvolvidos métodos de EFS. Nesse
processo, o composto de interesse € isolado da amostra liquida por diferenca de
solubilidade entre a fase movel e a estacionaria. Os adsorventes mais comumente
utilizados com boas recuperacdes para os agrotéxicos halogenados incluem o florisil, a
silica gel e a alumina. Cartuchos de EFS, contendo fase normal e reversa, tornaram-se
disponiveis comercialmente e oferecem uma op¢do mais simples de purificacdo do
extrato e de redugdo do volume dos solventes utilizados (SZETO & PRICE, 1991;
TORRES et al., 1996; QI, 2010). A eficiéncia da EFS depende do tipo e quantidade de
adsorvente, volume da amostra, razdo do fluxo e pH, assim como do contetdo de
modificadores organicos e do volume do solvente eluido (STAJINBAHER & ZUPANCIC-
KRALJ, 2003). Embora apresente vantagens, a EFS tem como desvantagens a
saturacao dos sitios adsorventes resultando na diminuicdo do fluxo do solvente, baixa
reprodutibilidade e, em muitos casos, a ndo reutilizagdo do cartucho (FARIA et al.,
2005).

A MEFS envolve a imersédo do polimero que recobre a fibra dentro do extrato
aguoso ou em sua fase gasosa (headspace) para extrair os analitos. Apés o equilibrio,
a agulha da fibra é transferida para a porta do injetor do cromatdgrafo a gas, enquanto
os analitos sédo desorvidos termicamente para dentro da coluna. Essa técnica combina
amostragem e pré-concentracdo em uma unica etapa (KOMATZU & VAZ, 2004; Ql,

2010). A MEFS é de interesse crescente na analise de residuos de pesticidas e tem
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sido utilizada rotineiramente em combinagdo com CG, utilizando diferentes tipos de
detectores (CORTES-AGUADO et al., 2008; MENEZES et al., 2010). As vantagens
do método de MEFS sé&o que o procedimento analitico € mais simples e mais rapido
que ELL e EFS, em geral extratos mais limpos séo obtidos, ndo usa solventes para a
eluicdo. Por outro lado o analito necessita ser volatil e termicamente estavel para ser
dessorvido e determinado por CG (QUEIROZ, et al., 2001).

A extracdo em fluido supercritico € uma técnica hibrida entre a cromatografia a
gas e a liguida. Um fluido supercritico € formado por uma substancia que é aquecida
acima de sua temperatura critica, ou seja, temperatura acima da qual uma substancia
ndo pode ser liquefeita. Uma importante propriedade dos fluidos supercriticos
relacionada com sua alta densidade é a sua habilidade de dissolver moléculas grandes
nao-volateis, extraindo a amostra sélida em um curto periodo de tempo. O fluido
supercritico tem similar densidade do liquido, porém baixa viscosidade e alto
coeficiente de difusdo. Esta combinacdo de propriedades resulta em um fluido com
maior poder de penetracdo e solvatacdo, extraindo o soluto mais rapidamente que o
liquido. A fase movel mais empregada em cromatografia com fluido supercritico € o
diéxido de carbono (CO;), que é um excelente solvente para uma variedade de
moléculas organicas ndo-polares, sendo ainda ndo-toxico e de baixo custo (SKOOG et
al., 2006).

Recentemente, a extracdo em fluido supercritico estd sendo reconhecida no
campo de ensaios de residuos de agrotdxicos, como uma potencial alternativa para a
classica extracdo com solventes e como método de purificacdo. Em comparacdo com a
extracdo com solventes, o fluido supercritico oferece uma série de vantagens como
evitar o uso de solventes, seletividade na extracdo, rapidez, demanda de menos
espaco e vidraria, além de permitir automacao (TORRES et al., 1996; LEHOTAY, 1997;
Ql, 2010).

A cromatografia de coluna € um dos processos utilizados na purificagdo. E
utilizada uma coluna de 10 a 20 cm x 2,5 cm, empacotada com florisil, silica gel e, com
menos frequéncia, alumina (MARSHALL, 1998). Colunas cromatograficas usando terra
diatomacea como adsorvente foram introduzidas como alternativa a ELL na técnica de
LUKE et al. (1975) apresentando recuperacdes reprodutiveis para agrotoxicos polares
e ndo-polares (TORRES et al., 1996).

A cromatografia de permeacdo em gel (CPG) ou exclusdo por tamanho foi,
inicialmente, a mais eficiente e verséatil técnica de purificacdo nos ensaios de residuos

de agrotéxicos. E o método de purificacéo universalmente aplicavel para a remogéo de
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compostos de peso molecular elevados. A maior vantagem da CPG sobre a técnica
convencional de cromatografia de coluna é o fato do grande numero de agrotoxicos
analisados. A mesma coluna pode ser usada para a purificacdo de varias amostras,
com isto € requerido um menor tratamento e torna-se possivel a automatizacdo. A
desvantagem é o grande volume de eluato que tem que ser processado
(NETHERLANDS, 1996).

A extracdo com particdo em baixa temperatura consiste em colocar a amostra
liquida ou sélida em contato com um solvente menos denso que a agua e com ponto
de fusdo abaixo de -20 °C. O sistema é agitado e levado ao congelador. Ap6s um
determinado periodo de tempo a fase aquosa congelada e o solvente organico, ainda
na fase liquida, sdo separados. Os componentes da matriz ficam retidos na fase
aguosa congelada e a fase organica é analisada por CG. Essa técnica combina
extracao e purificacdo da amostra (VIEIRA et al., 2007).

Além destes, métodos QUEChERS vém sendo aplicados para a extracdo de
multirresiduos de agrotoxicos. Desenvolvido inicialmente por ANASTASSIADES et al
(2003), envolvem a extracdo dos analitos da amostra com acetonitrila contendo 1% de
acido aceético, seguida da particéo liquido-liquido com a adic&o de sulfato de magnésio
anidro e acetato de sodio. Estes métodos tém sido adotados por diversos
pesquisadores e reconhecidos como de facil utilizacdo, rapidos, de baixo custo e
eficientes na extracdo de multirresiduos de agrotoxicos em alimentos (MAJORS, 2008;
PRESTES et al., 2009; CIESLIK et al., 2010).

Apesar do desenvolvimento das técnicas de extracdo e microextracdo em fase
sélida, a extracdo liquido-liqguido continua sendo a mais empregada por ser uma
técnica simples, pois ndo exige instrumentacdo sofisticada, e € de facil execucéo.
Assim, nos ultimos anos varios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de otimizar

0 consumo de solventes utilizados nesta técnica (VIEIRA et al., 2007).

2.2.3 Cromatografia

O método cromatografico € uma técnica empregada de forma ampla e que
permite a separacdo, identificacdo e determinacdo de componentes em matrizes
complexas. E um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura com base nas diferencas de velocidade em que os diferentes compostos sao
transportados através de uma fase fixa estacionaria (sélida ou liquida) por uma fase
movel (liquida, gasosa ou fluido supercritico) (KEALEY & HAINES, 2002).
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Um cromatograma é um grafico de alguma funcdo da concentracdo do soluto
versus o tempo de eluicdo. As posicdes dos picos no eixo do tempo podem ser
empregadas para identificar os componentes da amostra, quando aliado a alguma
forma de confirmacédo, e as areas sob os picos provém uma medida quantitativa da
guantidade de cada uma das espécies presentes na amostra (SKOOG et al., 2001).

O ensaio quantitativo estd baseado na comparagcdo da altura ou area do pico
registrado para uma amostra com aquele obtido para um ou mais padrées. Se as
condi¢cbes sdo controladas adequadamente, ambos os parametros variam linearmente
com a concentracdo. O método mais direto envolve a preparacdo de uma série de
solugdes padrbes dos analitos cuja concentracdo se aproxima daquela da amostra. Os
cromatogramas para os padrdes sdo obtidos e as alturas dos picos ou suas areas séo
plotadas em um grafico em fungcdo da concentracdo para se obter uma equacdo de
regressao (SKOOG et al., 2006). Em um ensaio quantitativo deve-se tomar cuidado em
todas as etapas para evitar erros. A amostra a ser analisada deve ser representativa do
total; ndo deve haver perdas e nem contaminacdes durante seu preparo. A quantidade
de amostra injetada deve possuir os componentes em analise em concentracdo dentro
da faixa de resposta linear do detector (KEALEY & HAINES, 2002).

2.2.3.1 Cromatografia em fase gasosa (CG)

A CG é uma técnica com excelente poder de resolucdo, sensibilidade e
guantificacdo. Porém, apresenta alguns inconvenientes como a necessidade da
substancia ser volatil e estavel termicamente, além da necessidade de etapas de
preparacao para evitar interferéncias e contaminagédo, que na maioria das vezes, séo
demoradas e dispendiosas (COLLINS et al., 2006).

Na CG, os componentes de uma amostra vaporizada sdo separados em
consequéncia de sua particdo entre a fase moével gasosa e uma fase estacionaria
liquida ou solida contida dentro da coluna. Ao realizar-se uma separacédo por CG, a
amostra € vaporizada e injetada na cabeca da coluna cromatografica. A eluicéo é feita
por um fluxo de fase mdével gasosa inerte. Em contraste, com muitos outros tipos de
cromatografia, a fase mével ndo interage com as moléculas do analito, sendo sua Unica
funcao transportar o analito através da coluna (SKOOG et al., 2006).

As caracteristicas fundamentais de um sistema de CG sdo: retencdo,
seletividade, eficiéncia e resolu¢do. O parametro de retencdo € o tempo de retencao
(tr), sendo definido como o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra e 0 maximo

do pico cromatografico. A seletividade é a capacidade de um sistema diferenciar dois
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compostos, que é definida pela razao entre os tempos de retencdo de dois picos que
sdo eluidos em sequéncia em uma corrida cromatografica. A eficiéncia, na CG, é
expressa pelo numero de pratos tedricos (N), que é calculada usando-se o tempo de
retencdo e a largura do pico cromatografico. E a resolucéo entre duas substancias € a
razdo entre a diferenca dos tempos de retencdo e a média das larguras das bandas
(KEALEY & HAINES, 2002).

Colunas

A coluna é o componente mais importante do sistema cromatografico, uma vez
que é onde a separacdo ira ocorrer. Entre os diferentes parametros a serem
considerados quando da escolha da coluna, dois devem ser destacados: a fase
estacionaria (o suporte e a natureza da fase liquida) e as caracteristicas do material
onde sera acondicionada. As dimensfes ideais de uma coluna devem ser
determinadas pelo propésito do experimento e pela eficiéncia desejada na separagéo
(COLLINS et al., 2006).

As colunas utilizadas podem ser classificadas de acordo com o diametro em
empacotadas, megabore e capilar. As colunas capilares sdo fabricadas de silica
fundida e sdo revestidas com uma cobertura de poliimida impermeavel. A vantagem
dessa coluna é que ela apresenta uma resolugdo 12 vezes maior que as colunas
empacotadas de comprimento similar. As colunas megabore tém diametro
intermediario entre a empacotada e capilar (0,75 - 1,0 mm), possuem eficiéncia inferior
com relacdo as capilares, porém, capacidade superior, isto é, maior quantidade de
amostra podera ser injetada. Um ponto a ser observado na escolha da coluna é que
guanto menor o diametro interno da coluna, maior sera sua eficiéncia. Entretanto,
guanto menor o diametro interno, menor sera a sua capacidade. Com relacdo ao tempo
de analise, quanto menor o diametro interno, mais rapida sera a analise, pois maior
podera ser a velocidade do gas de arraste (MARSHALL, 1998).

A escolha da fase estacionaria € auxiliada pela seguinte regra, semelhante
dissolve semelhante (analitos apolares interagem mais fortemente com fases
estacionarias apolares e vice versa). Em geral, a natureza do analito determina a
escolha da fase estacionaria. Por exemplo, para separacdes de organoclorados e
piretréides € recomendada a fase estacionaria apolar semelhante a 100 %
dimetilpolisiloxano (DB-1 ou OV-1) e ou 5 % fenil-metilpolisiloxano (DB-5 ou BPX-5).
Para a separacdo de alguns compostos mais polares, semelhantes aos compostos

organofosforados a 14 % cianopropil-fenil-metilpolisiloxano (OV-17 ou DB-1701) pode
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ser aplicada e é bastante recomenda quando se usa o detector fotométrico de chama
(NETHERLANDS, 1996).

A polaridade, a volatilidade, a reatividade quimica e a estabilidade térmica do
analito € que determinam a escolha da coluna analitica apropriada, a selecdo do
instrumento analitico, a eficiéncia de sua recuperacdo da matriz do alimento e o seu

comportamento na coluna de purificacdo (MARSHALL, 1998).

Injetores

A obtencao de sinais reprodutiveis em CG é altamente dependente da forma de
introduzir a amostra na coluna. A escolha apropriada das condi¢bes de injecao, tais
como volume da amostra, temperatura do injetor e tipo de injecédo, depende do estado
fisico da amostra (PINHO et al., 2009).

Os injetores que realizam a introducdo da amostra na cabeca da coluna (on-
colunm) induzem menor efeito de matriz do que o0s injetores convencionais que
introduzem a amostra em um insertor de vidro (liner) seguido da divisdo ou ndao da
amostra (split/splitless) para posterior entrada na coluna. A técnica de injecdo on-
colunm n&o discrimina as por¢cdes da amostra que serdo transferidas para o sistema
cromatografico, por essa razdo esse tipo de injecdo em andlise de tracos € mais
aplicada para matrizes limpas (PINHO et al., 2009).

ZROSTLIKOVA et al. (2001) provaram que a técnica de injecio com temperatura
programada de vaporizacdo € uma forma adequada de aumentar o desempenho do
sistema de CG para determinacdo de agrotoxicos, podendo aumentar o volume de
injecdo em um fator de 30 vezes em comparagdo com as técnicas comuns de injecédo
splitless a quente. A técnica consiste em manter o injetor a uma temperatura inicial em
gue apenas o solvente se vaporiza, com posterior aumento de temperatura até total
vaporizacao e transferéncia da amostra para a coluna cromatografica. A injecdo de
volumes maiores melhora o limite de deteccao (LD) do método e diminui a adsorgao e
a degradacédo de analitos no liner com maior quantidade de amostra sendo transferida

para a coluna.

Detectores
A funcdo do detector em um sistema cromatografico é acusar a presenca e
medir a quantidade de cada componente no efluente da coluna (HARVEY, 2000). Uma

diversidade de detectores é utilizada na CG. Alguns detectores sdo universais em

resposta, enquanto que outros sédo seletivos, respondendo apenas a uma classe de
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compostos. Detectores seletivos sdo 0s mais comumente usados na analise de
residuos de agrotoxicos. Dentre estes detectores estd o amplamente utilizado DCE,
que apresenta alta sensibilidade, da ordem de ppb, principalmente para compostos
halogenados (COLUME et al., 2001; QUINETE, 2005).

Sao caracteristicas desejaveis em um detector: sensibilidade adequada; boa
estabilidade e reprodutibilidade; resposta linear aos solutos; faixa de temperatura
desde a ambiente até pelo menos 400 °C; tempo de resposta curto; alta confiabilidade
e facilidade de uso (SKOOG et al., 2006).

O DCE tornou-se um dos detectores mais amplamente empregados para
amostras ambientais em virtude de responder aos compostos organicos contendo
halogénios, como os agrotoxicos. Nesse detector, a amostra eluida de uma coluna
passa sobre uma fonte radioativa emissora beta, geralmente niquel-63. Um elétron do
emissor causa a ionizacado do gas carregador e a producdo de uma rajada de elétrons.
Na auséncia de espécies organicas, produz-se uma corrente constante entre um par de
eletrodos em decorréncia desse processo de ionizagdo. Contudo, a corrente decresce
significativamente na presenca de moléculas organicas que contém grupos funcionais
eletronegativos que tendem a capturar elétrons. Os compostos halogenados,
perdxidos, quinonas e grupos nitro sao detectados com alta sensibilidade. O detector é
insensivel a grupos funcionais como aminas, alcoois e hidrocarbonetos (HARVEY,
2000).

2.2.4 Métodos de confirmacao

Métodos de confirmagdo fornecem indicagbes completas ou complementares
para a identificacdo inequivoca de uma substéncia e, caso necessario, a sua
quantificacdo no nivel requerido (EUROPEAN COMMISSION, 2002). As andlises
confirmatdrias sdo necesséarias devido a grande possibilidade de resultados falsos
positivos obtidos por CG-DCE (GELSOMINO et al., 1997).

Os meétodos de confirmacdo para residuos e contaminantes organicos devem
fornecer informacdes relativas a estrutura quimica do analito. Consequentemente, 0s
métodos que utilizam apenas a analise cromatografica, sem recurso a um sistema de
deteccdo baseado na espectrometria, ndo sdo adequados para utilizacdo isolada
enquanto métodos de confirmacao. Contudo, se uma determinada técnica ndo possuir

seletividade suficiente, a mesma pode ser obtida através de procedimentos analiticos
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constituidos por combinacdes adequadas de processos de purificacdo, separacao
cromatografica e deteccdo espectrométrica (EUROPEAN COMMISSION, 2002).

A identificacdo pode ser feita comparando-se o tempo de retencdo de um padréo
com o da amostra. Se um composto conhecido possui 0 mesmo tempo de retencao
gue um dado composto na amostra, pode tratar-se da mesma substancia. Porém isso
ndo é conclusivo, porque dois compostos podem ter o mesmo tempo de retencdo em
determinadas condigcbes de ensaio e, nesse caso, a confirmacdo deve ser feita
utilizando-se colunas de diferentes polaridades (COLLINS et al., 2006).

A CG prové um meio excelente de confirmacdo da presenca ou auséncia de
compostos suspeitos em uma mistura, supondo que uma amostra auténtica do analito
esteja disponivel. Nenhum outro pico deve aparecer no cromatograma da mistura em
adicdo ao do composto conhecido e o aumento de intensidade de um pico previamente
existente deve ser observado. A evidéncia é particularmente convincente se o efeito
puder ser duplicado em colunas diferentes e a diferentes temperaturas (SKOOG et al.,
2006).

Técnicas de confirmacdo sdo requeridas para demonstrar a seletividade. As
seguintes técnicas de confirmacdo sdo consideradas aceitas: CG acoplada a
espectrometria de massas (EM); CLAE-EM/EM; CLAE/DAD; principios cromatogréaficos
(CG « CLAE); detectores alternativos; derivacdo (se este ndo for o método de
escolha); diferentes fases estacionarias e diferentes fases moveis. Além disso,
variacbes nas etapas de particdo e purificacdo da amostra, em casos especiais,
também sdo consideradas métodos de confirmacédo. Quando o método for realizado
por CG-EM ou CLAE-EM/EM nado sdo necessarios métodos de confirmacdo
(EUROPEAN COMMISSION, 2004).

Embora um cromatograma possa ndo levar a uma identificacdo positiva das
espécies presentes em uma amostra, esse frequentemente prové uma evidéncia
segura da auséncia de uma espécie. Assim, se uma amostra falha em produzir um pico
com o mesmo tempo de reten¢cdo que um padréo obtido sob condi¢des idénticas, isso €
uma evidéncia forte de que o composto em questdo esta ausente ou presente em
concentracéo abaixo do LD do método (SKOOG et al., 2006).

O uso de um EM acoplado ao cromatografo permite a identificacdo positiva de
guase todos 0s compostos, exceto isbmeros, ao nivel de microgramas (COLLINS et al.,
2006). O EM no modo de selecdo de ions € importante na andlise qualitativa de
residuos de agrotéxicos, pois permite a obtencao de informacdes estruturais baseadas

na fragmentacédo do composto em diversos ions (VIEIRA et al., 2007).

39



A CG-EM/EM e a CLAE-EM/EM nao sdo apenas ferramentas de confirmacéo
efetivas, mas também sdo os métodos quantitativos de andlise mais confidveis,
modernos e avangados em andlises de multirresiduos. A deteccdo por EM pode ser
usada para identificacdo absoluta de compostos desconhecidos, ndo por seu tempo de
retencdo, mas com base na massa molecular, formula empirica e padrdo de
fragmentacdo. Sendo que o padrdo de fragmentacdo secundéario, gerado pelo
acoplamento EM/EM, permite uma discriminacdo muito maior dos interferentes da
matriz que o uso dos produtos de fragmentacdo primaria (COLUME et al., 2001;
JARDIM et al., 2009).

2.3 VALIDACAO DE METODOS

Validacdo de métodos analiticos € a confirmacdo por exame e fornecimento de
evidéncia objetiva de que o0s requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos (ABNT, 2005). O laboratério deve validar os métodos néo
normalizados, criados ou desenvolvidos pelo préprio laboratério, métodos normalizados
usados fora dos escopos, ampliacbes e modificacbes dos métodos normalizados
(ABNT, 2005; INMETRO, 2010).

Métodos analiticos confiaveis sdo necessarios para a avaliacdo da conformidade
dos produtos com as regulamenta¢cdes nacionais e internacionais em todas as areas de
andlise. A validacao de métodos €, por isso, um componente essencial das medidas
que um laboratério deve implementar para que ele produza dados analiticos confiaveis
(THOMPSON et al., 2002).

O laboratério que utilizar um método validado por estudos interlaboratoriais, que
tenha sido avaliado como adequado para o propésito de uso, precisa demonstrar
somente que esta aplicando o método de forma correta e que alcanca determinadas
caracteristicas (EURACHEM, 1998). Em se tratando de método normalizado, o
laboratério fica dispensado de realizar a validacdo completa do método. Entretanto, um
estudo de avaliacdo de desempenho se faz necessario, de forma a comprovar que o
método normalizado opera adequadamente nas condi¢cdes reais do laboratério em
guestdo. Para tanto, os parametros criticos devem ser ensaiados com o intuito de
demonstrar que o0 desempenho do método se assemelha ao desempenho
originalmente observado. Caso seja realizada alteragdo no método normalizado,
procedimentos ou equipamentos, a validacdo devera ser integralmente conduzida
(BRASIL, 2009).
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Os estudos de validacdo devem ser representativos, cobrir as faixas de
concentracdo e abranger os diferentes tipos de amostras dentro do escopo do método
(THOMPSON et al., 2002). E imprescindivel que no processo de validagdo os estudos
para determinacdo dos parametros de desempenho sejam realizados utilizando
equipamentos dentro das especificacbes, em boas condicbes de trabalho e
adequadamente calibrados. Da mesma forma, o analista envolvido nos estudos deve
ser competente na area em questdo e ter conhecimento suficiente para ser capaz de
tomar decisdes apropriadas a partir de suas observacbes (EURACHEM, 1998;
INMETRO, 2010).

Os parametros de desempenho tipicos na validacdo intralaboratorial a serem
estudados em um determinado protocolo séo: aplicabilidade, seletividade, linearidade
da curva de calibracéo, faixa de trabalho, efeitos de matriz, exatiddo, precisao, limites
de deteccéo e quantificacéo, sensibilidade e robustez (THOMPSON et al., 2002).

A aplicabilidade inclui especificacées sobre a faixa de concentracdo coberta pela
validacao, os tipos de matrizes, os equipamentos, reagentes, procedimentos analiticos,
protocolos de calibracdo e precaucdes com a seguranca (THOMPSON et al., 2002).

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
determinar com acurécia o analito de interesse na presenca de componentes que
podem interferir com a sua determinagcdo em uma amostra complexa nas condicdes do
teste (EURACHEM, 1998; RIBANI et al., 2004). A seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade nédo for
assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisao estardo seriamente comprometidas
(RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2010). O mesmo significado tem sido frequentemente
utilizado para o termo especificidade. Esta situacdo gera confusdo desnecessaria e isto
pode ser evitado utilizando somente o termo seletividade, como sugerido pela IUPAC
(VESSMAN et al., 2001).

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito, dentro de uma determinada faixa
de aplicacdo (RIBANI et al., 2004). O ideal é que a relacdo entre a resposta do
instrumento e a concentracdo seja linear, mas nao é obrigatorio, o importante € haver
repetitividade da curva em dias diferentes (EURACHEM, 1998).

A faixa de aplicacédo, ou de trabalho, corresponde ao intervalo entre o valor
superior e inferior da substancia em exame, que atenda aos requisitos de precisao e
exatiddo. A faixa de aplicacdo € normalmente expressa nas mesmas unidades dos

resultados obtidos pelo método, e depende do uso em questédo (RIBANI et al., 2004). A
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faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacédo 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 de concentracéo, o fator limitante
€ o valor do limite de quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem
do sistema de resposta do equipamento de medicédo (INMETRO, 2010).

Efeito de matriz € um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas por elementos diversos que compdem a matriz amostral. Os
efeitos de matriz ndo significativos simplificam enormemente o processo de validacao,
visto que os padrdes dos analitos podem ser preparados diretamente no solvente. Para
que esta estratégia seja adotada, o efeito de matriz deve ser avaliado na validacdo
(THOMPSON et al., 2002). O efeito de matriz pode causar alteracdes na analise
cromatografica, como: (i) mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um
resultado falso negativo; (i) componentes da matriz podem ser erroneamente
identificados como o analito de interesse gerando resultado falso positivo. Este
problema é facil de ser contornado, com a utilizacdo de um espectrébmetro de massas
para monitoramento dos analitos; (iii) aumento no sinal do detector, pela eluicdo de
impurezas volateis com o mesmo tempo de retencdo do analito, levando a
superestimacdo do resultado ou diminuicAo do sinal do detector gerando uma
subestimacédo do resultado (PINHO et al., 2009). Os diferentes tipos de amostras,
extratos e concentracdes da matriz podem exibir efeitos de valores diferentes. Uma
matriz representativa pode ser usada para calibrar varios tipos de amostras (BRUCE et
al., 1998; EUROPEAN COMMISSION, 2010). Vérios fatores estdo envolvidos com o
aparecimento do efeito de matriz em andlise de alimentos: numero e tipo de sitios
ativos no injetor e na coluna cromatografica; estrutura quimica dos analitos (ligacédo de
hidrogénio e termolabilidade); concentracdo dos analitos; temperatura de injecdo; o
tempo de interacdo (presséao, volume de injecao, volume de expansdo do solvente,
diametro da coluna e tempo de retencdo); e o tipo e concentracdo da matriz
(ANASTASSIADES et al., 2003).

A exatidao € o grau de concordéancia 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 (EUROPEAN COMMISSION, 2002). E declarada
guantitativamente em termos de tendéncia (bias) ou erro sistematico, com pequenas
tendéncias indicando exatiddo (THOMPSON et al, 2002; EUROPEAN COMMISSION
2010). Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um meétodo

sdo, entre outros: uso de materiais de referéncia, participagdo em comparacdes

42



interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacdo. Na auséncia de materiais de
referéncia, a exatiddo pode ser investigada por meio de experimentos de adicdo de
padrbes, mas esta técnica pode ser fortemente influenciada por erros de observacao.
Embora uma boa recuperacédo ndo seja uma garantia absoluta de exatiddo, certamente
uma recuperacao pobre é uma indicacdo de falta de exatiddo (THOMPSON et al.,
2002). A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga, ou seja, aparece associada a valores de preciséo. Estes limites podem ser
estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis de tracos
(RIBANI et al., 2004).

Precisdo é o grau de concordancia entre resultados de ensaios independentes
obtidos em condi¢cdes, pré-estabelecidas, especificas. O valor da precisdo é
geralmente expresso em termos de imprecisdo e normalmente calcula-se sob a forma
de um desvio padréo do resultado do ensaio. Uma menor precisao € indicada através
de um elevado desvio padrao (EUROPEAN COMMISSION, 2002). THOMPSON et al.,
(2002) define precisdo como a proximidade de concordancia entre resultados
independentes obtidos sob condi¢cdes estipuladas. E usualmente especificado em
termos de desvio padrdo ou desvio padrao relativo. As trés formas mais comuns de
expressa-la sdo por meio da repetitividade, precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrdo e coeficiente de
variacdo (INMETRO, 2010).

A repetibilidade avalia a variabilidade encontrada quando resultados
independentes sdo obtidos utilizando o mesmo método, em um mesmo laboratorio,
com o0 mesmo analista, usando o0 mesmo equipamento em um curto intervalo de tempo.
A reprodutibilidade representa a variabilidade encontrada quando resultados sao
obtidos utilizando o mesmo método, em laboratérios diferentes, com diferentes
analistas e usando equipamentos diferentes. Tanto a repetitividade quanto a
reprodutibilidade s&o geralmente dependentes da concentracdo do analito
(EURACHEM, 1998). A precisao intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a
mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no
mesmo laboratorio, mas definindo exatamente quais as condicbes a variar (uma ou
mais), tais como: diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos.
Esta medida de preciséo representa a variabilidade dos resultados em um laboratério
(INMETRO, 2010). A precisao intermediaria é reconhecida como a mais representativa

da variabilidade dos resultados em um Unico laboratério e, como tal, mais aconselhavel
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de ser adotada. O objetivo da validacdo da precisao intermediaria € verificar que no
mesmo laboratério o método fornecerd os mesmos resultados (RIBANI et al., 2004).

O LD é a menor quantidade ou concentracdo do analito que pode ser
significativamente distinguida de zero (THOMPSON et al., 2002). O limite de deteccao
pode ser definido como a menor concentracdo detectada em amostras adicionadas,
mas ndo necessariamente quantificada, distinguida de zero, cuja relagéo sinal/ruido = 3
(SOUZA et al., 2005). Segundo a AOAC (1998), é a média das leituras de amostras
brancas (n = 20) mais 3 vezes o desvio padrao, expresso em concentragao do analito.
Como define RIBANI et al. (2004), € a menor concentracdo da substancia em exame
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Para sistemas
cromatograficos, € a quantidade injetada que resulta em um pico com altura pelo
menos 2 ou 3 vezes o sinal da linha de base. De acordo com a EUROPEAN
COMISSION (2005), € a menor concentracdo de residuos validada que pode ser
quantificada e registrada no ambito da vigilancia de rotina com métodos de controle
validados. Pode ainda ser descrito como a menor concentracdo do analito em uma
amostra que pode ser separada do ruido de fundo do instrumento utilizado para a
medicdo (BRUCE et al., 1998).

Limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentragdo de uma substancia que
pode ser quantificada com exatiddo e precisdo aceitaveis nas condi¢cfes estipuladas do
teste (CODEX, 2003; EUROPEAN COMMISSION, 2010) ou a concentracdo abaixo da
qual o método analitico ndo pode operar com precisdo e exatiddo aceitaveis
(THOMPSON et al., 2002; SOUZA, 2007). E a menor quantidade de analito na amostra
gue pode ser quantitativamente determinada com preciséo e exatidao apropriadas para
0s analitos e matrizes consideradas (AOAC, 1998). Pode também ser descrito como a
menor concentracdo do analito medida com niveis aceitaveis de exatiddo e precisao
(BRUCE et al., 1998).

O limite de decisdo (CCa) é o limite a partir do qual se pode concluir que uma
amostra é ndao conforme com uma probabilidade de erro a, que mede a taxa de
resultados falsos nao conformes (EUROPEAN COMMISSION, 2002). Quando os
resultados obtidos forem menores que CCa, a amostra pode ser declarada como
conforme, o que significa auséncia do analito ou presenca do analito em uma
concentragdo menor que o LMR, com um nivel de confianga de (1 - a) (ANTIGNAC et
al., 2003).

A capacidade de deteccao (CCB) € o teor mais baixo da substancia que pode

ser detectado, identificado e ou quantificado huma amostra com uma probabilidade de
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erro B, que mede a taxa de resultados falsos conformes. Em caso de substancias
relativamente as quais ndo se encontre definido um limite permitido, CCB €& a
concentracdo mais baixa que o método é capaz de detectar em amostras realmente
contaminadas com uma probabilidade igual a 1 — B. No caso de substancias com um
limite permitido estabelecido, isto significa que a capacidade de deteccdo é a
concentracdo que o método é capaz de detectar na faixa do limite permitido com uma
probabilidade igual a 1 — B (EUROPEAN COMMISSION, 2002). Quando o resultado
obtido é maior ou igual a CCB, com um limite de confianga de (1 — ), a amostra pode
ser declarada como nado conforme, indicando a presenca do analito ou em uma
concentracdo maior que o LMR. Quando o resultado estiver entre CCa e CCB ha
suspeita sobre a conformidade da amostra, mas, sob o ponto de vista estatistico, o
resultado ndo pode ser classificado e a aplicacdo pratica destes parametros depende
de decisdes politicas que envolvem a protecdo do consumidor e do produtor de
alimentos (ANTIGNAC et al., 2003).

A sensibilidade é o gradiente da curva resposta, ou seja, a alteracao na resposta
do instrumento que corresponde a uma mudanca na concentracdo do analito
(EURACHEM, 1998). A sensibilidade € o gradiente da funcdo de calibracdo, sendo
usualmente arbitrario, dependente de ajustes instrumentais logo ndo € Uutil em
valida¢cbes, podendo ser util em procedimentos de garantia de qualidade (THOMPSON
et al., 2002).

A robustez de um procedimento analitico € uma medida da sua capacidade de
permanecer inalterado por pequenas, mas deliberadas variagcbes dos parametros do
método e fornece uma indicagdo da sua seguranca durante o uso normal
(EURACHEM, 1998). Devem ser efetuados estudos prévios para a selecéo de fatores
do pré-tratamento, da limpeza e da andlise da amostra, susceptiveis de influenciarem
os resultados da medicdo. Estes fatores podem incluir o analista, a fonte e a idade dos
reagentes, solventes, padroes e extratos de amostra, a taxa de aquecimento, a
temperatura, o pH assim como muitos outros fatores que se podem verificar no
laboratorio. Estes fatores devem ser alterados numa ordem de grandeza coerente com
os desvios geralmente encontrados entre laboratérios. Ao se identificarem possiveis
fatores que possam influenciar os resultados, devem-se variar levemente cada fator.
Quando se verificarem que um fator influencia significativamente os resultados das
medicbes, mais experiéncias devem ser conduzidas para decidir quanto aos limites de
aceitabilidade deste fator. Nesse caso, 0s resultados devem ser claramente

identificados no protocolo do método. As alteragdes introduzidas devem ser
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importantes e geralmente sdo avaliadas utilizando a abordagem de YOUDEN &
STEINER (1975), que € de concepcdo fatorial fracionaria (EUROPEAN COMMISSION,
2002). Testes de robustez examinam o efeito dos parametros operacionais nos
resultados de analise. Se a influéncia do parametro estiver dentro de uma tolerancia
previamente especificada, € dito que o parametro esta dentro da robustez do método.
Dados obtidos nestes efeitos permitirdo avaliar se um método precisa ser revalidado

guando um ou mais destes parametros séo alterados (HUBER, 1998).
2.4 REVALIDACAO

Revalidacdo é a reavaliacdo de um meétodo analitico validado em resposta a
uma mudanca em algum aspecto do método. E impraticavel e provavelmente
desnecessario revalidar um método que tenha sofrido “pequenas mudancgas”. Propde-
se que estas pequenas variacfes sejam avaliadas durante a validacdo, no parametro
de robustez, e que a revalidacdo de método seja limitada as situa¢cdes como mudancas
de maiores extensdes (RIBANI et al., 2004). Uma revalidacdo é necesséaria sempre
quando se altera os paradmetros de analise, matriz e tipo ou caracteristicas do
instrumento. Devera ser realizada também uma nova validagdo se os resultados da
analise da amostra controle estiver fora dos critérios pré-ajustados da aceitacéo e a

fonte de erro ndo puder ser localizada (HUBER, 1998).
2.5 MATRIZES E ANALITOS REPRESENTATIVOS

A completa validacdo do método para todas as matrizes e todos os analitos nos
alimentos é praticamente impossivel. Entdo, a escolha dos analitos, as concentracoes,
e matrizes representativas no estudo devem ser feitas criteriosamente para fornecer
diversas faixas de combinacfbes para demonstrar a capacidade analitica do método
(LEHOTAY, 2000).

Para o procedimento de validacdo do método, podera ser selecionado um
produto representativo de cada grupo com propriedades comuns. A experiéncia indica
gue em matrizes de produtos similares geralmente se obtém um rendimento similar na
extracao e purificacdo (CODEX ALIMENTARIUS, 2003). De acordo com a EUROPEAN
COMMISSION (2010) as matrizes de frutos, legumes e cereais se dividem em 5 grupos
além dos produtos que requerem testes individuais. Produtos com elevado conteudo de
agua (macad, péssego, tomate, alface, beterraba, cenoura, batata, etc.); elevado
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conteudo de 6leo (castanha, amendoim, soja, abacate, etc.); elevado contetudo de
amido e/ou proteina e baixo conteudo de agua e gordura (feijao, trigo, aveia, arroz,
etc.); elevado conteldo de 4gua e de acido (liméo, tangerina, laranja, morango, uva,
abacaxi, etc.); elevado conteudo de acucar e baixo de agua (passas, ameixas secas,
damasco seco, etc.) e produtos que requerem testes individuais (IGpulo, cha, café e
especiarias). Segundo o CODEX ALIMENTARIUS (2003) as matrizes se dividem em 6
grupos além dos produtos que requerem testes individuais. Produtos com elevado
conteudo de agua e clorofila (alface, espinafre, brocolis, etc.); elevado contetudo de
agua e conteudo escasso ou auséncia de clorofila (macéa, péra, péssego, morango,
uva, tomate, meldo, batata, etc.); elevado conteudo de &cido (laranja, limao, etc.);
elevado conteudo de agucar (passas, tamaras); elevado contetdo de 6leo ou gordura
(abacate, castanha, amendoim, etc.); produtos secos (arroz, milho, trigo, etc.).

Segundo o CODEX ALIMENTARIUS (2003) para avaliar o rendimento de um
método pode-se utilizar analitos representativos, devendo selecionar compostos que
possuem propriedades fisicas e quimicas dos analitos que se pretende determinar no
método. A selecdo dos analitos representativos deve ser efetuada em funcdo da
finalidade e o alcance das analises, levando em conta os seguintes fatores: os analitos
representativos devem possuir amplas propriedades fisicas e quimicas, suficientes
para incluir os analitos representados; todos os analitos incluidos no processo de
validacédo inicial devem ser aqueles que serdo submetidos ao ensaio regularmente e
gque podem ser determinados simultaneamente pelo sistema empregado; as
concentracbes dos analitos utilizados para caracterizar um método devem ser
selecionadas de maneira que compreenda os limites aceitaveis de todos os analitos
gue se planeja avaliar em todos os produtos.

Na validacdo de um método as separacBes cromatograficas para analises de
uma mistura de padrdes e também os analitos criticos no estudo para o qual o método
sera usado devem ser considerados na escolha dos analitos representativos
(AMBRUS, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica (AND); bomba de vacuo (Marconi); capela de seguranca
quimica (Veco); homogeneizador tipo ultra turrax (Marconi); estufa (Fanem);
evaporador rotatorio (Buchi); micropipetas automaticas de volume variavel (Gilson);
triturador de amostras (Skymsen); sistema de cromatografia em fase gasosa modelo
CP3800 da marca Varian equipado com: amostrador automético modelo CP8400,
detector de captura de elétrons modelo 02-001972-01 com fonte de Ni®® e coluna
cromatografica capilar de silica fundida CP-Sil 19CB ou similar (14% cianopropilfenila e
86% dimetilpolisiloxano) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,25 um de espessura do filme.

Equipamentos como balanca analitica, termémetros, micropipetas automaticas
de volume variavel e vidrarias foram calibrados por laboratorios pertencentes a Rede
Brasileira de Calibracdo (RBC) e acreditados pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial INMETRO) no escopo que abrange a grandeza e
faixas de uso, com emissao de certificados e etiquetas.

3.2 PADROES E REAGENTES

Foram utilizados padrdes primarios adquiridos de fontes rastreaveis. Os padrdes
analiticos de agrotéxicos (endossulfam alfa, endossulfam beta, endossulfam sulfato,
procimidona, lambda-cialotrina e trifluralina) foram fornecidos por Ehrenstorfer
(Augsburg, Alemanha).

Os solventes organicos utilizados atenderam aos padrbes minimos requeridos
para analise de residuos de agrotdxicos, isto €, grau residuo, com certificados de
qualidade e pureza. Foram utilizados o0s seguintes reagentes: acetona grau para
analise de residuos (PAR), diclorometano PAR, hexano PAR e sulfato de sodio anidro
PAR da marca Tedia (Ohio, Estados Unidos), acetona grau para analise (PA) da marca
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), isooctano PAR da marca Merck (Darmstadt, Alemanha),

hélio ultra puro e nitrogénio ultra puro da IBG (Sao Paulo, Brasil).
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3.3 SOLUCOES
3.3.1 Solugao padréo estoque (SPE)

As solugbes estoque de endossulfam alfa, endossulfam beta, endossulfam
sulfato, lambda-cialotrina, procimidona e trifluralina 200 pg mL™ foram preparadas por
dissolucédo de 10 £ 0,1 mg do padrao para 50 mL de isooctano. Estas solu¢cdes foram
armazenadas sob congelamento entre -25°C e -15°C, até o momento do ensaio, e

preparadas com frequéncia anual.

3.3.2 Solucéo padrao intermediaria (SPI) de endossulfam alfa

Foram pipetados 0,2 mL da SPE de endossulfam alfa e transferido para um
baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com hexano e a solugéo
homogeneizada. A concentracdo do analito na SPI 1 de endossulfam alfa foi de
4 ng mL™. A SPI 2 de endossulfam alfa foi preparada pela diluicdo de 1,25 mL da SPI 1
para 50 mL de hexano em baldo volumétrico. A concentracdo do analito na SPI 2 de
endossulfam alfa foi de 0,1 ugmL™. Estas solucdes foram armazenadas sob
congelamento entre -25°C e -15°C, até o0 momento do ensaio, e preparadas com

frequéncia trimestral.

3.3.3 SPI de endossulfam beta e trifluralina

Foram pipetados 0,2 mL da SPE de endossulfam beta e trifluralina para um
baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com hexano e a solugéo
homogeneizada. A concentracdo dos analitos na SPI1 de endossulfam beta e
trifluralina foi de 4 ug mL™. A SPI 2 de endossulfam beta e trifluralina foi preparada pela
diluicho de 2,5mL da SPI 1 para 50 mL de hexano em baldo volumétrico. A
concentragdo dos analitos na SPlI 2 de endossulfam beta e trifluralina foi de
0,2 ug mL™. Estas solucbes foram armazenadas sob congelamento entre -25°C e

-15 °C, até o momento do ensaio, e preparadas com frequéncia trimestral.
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3.3.4 SPI de endossulfam sulfato, lambda-cialotrina e procimidona

A SPI 1 de endossulfam sulfato, lambda-cialotrina e procimidona foi preparada
pela diluicdo de 0,5 mL da SPE de cada um desses analitos em hexano num balédo
volumétrico de 10 mL. A concentracdo dos analitos na SPI 1 de endossulfam sulfato,
lambda-cialotrina e procimidona foi de 10 ug mL™. A SPI 2 de endossulfam sulfato,
lambda-cialotrina e procimidona foi preparada pela diluicdo de 2,5 mL da SPI 1 para
50 mL de hexano em baldo volumétrico. A concentracdo dos analitos na SPI 2 de
endossulfam sulfato, lambda-cialotrina e procimidona foi de 0,5pg mL™. Estas
solu¢des foram armazenadas sob congelamento entre -25 °C e -15 °C, até 0 momento

do ensaio, e preparadas com frequéncia trimestral.

3.3.5 Solugdes da curva de calibracao

As solucdes da curva de calibracdo foram preparadas para cada um dos seis
niveis em triplicata. Foram tomadas aliquotas de 200, 300, 400, 500, 600 e 700 pL, da
SPI 2 de endossulfam alfa & 0,1 ug mL™; 100, 250, 400, 550, 700 e 850 puL, da SPI 2
de endossulfam beta e trifluralina & 0,2 pg mL™; e 100, 240, 380, 520, 660 e 800 uL da
SPI 2 de endossulfam sulfato, lambda-cialotrina e procimidona & 0,5 ug mL™, para
balées volumétricos de 10 mL. Os volumes foram completados com hexano e
homogeneizados. As faixas de concentracdo das solucBes nos pools da curva de
calibracdo foram de: 2; 3: 4; 5; 6 e 7 ng mL™ para endossulfam alfa; 2; 5; 8; 11; 14 e
17 ng mL™ para endossulfam beta e trifluralina; e de 5; 12; 19; 26; 33 e 40 ng mL™ para

endossulfam sulfato, lambda-cialotrina e procimidona.

3.3.6 Solucéao extratora

A solucéo extratora de diclorometano:hexano (1:1 v/v) foi preparada, medindo-se
iguais volumes de hexano PAR e de diclorometano PAR, em quantidades suficientes

para as extracoes realizadas no dia.
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3.4 AMOSTRAS DE MORANGO

A validacao foi realizada com a matriz de morango, representando 0 grupo com
alto teor de acidos segundo classificacdo da EUROPEAN COMMISSION (2010). Esta
matriz, segundo o CODEX ALIMENTARIUS (2003), representa o grupo com elevado
conteudo de agua e conteudo escasso ou auséncia de clorofila. A escolha da matriz,
também, levou em consideracdo os dados sobre a utilizacdo de agrotoxicos nessa
cultura (AMARAL & ALTOE, 2006; FARIA et al., 2009), e o fato de ser uma cultura de
producédo expressiva no estado de Minas Gerais.

Para os experimentos de validacdo foram empregadas amostras de morango
provenientes de culturas organicas. As amostras foram previamente testadas e foi
comprovada a auséncia de analitos e interferentes com 0S mesmos tempos de
retencdo dos padrdes utilizados na validacdo. Essas amostras foram definidas como
sendo amostras brancas de morango. Foram acondicionadas, devidamente
identificadas e armazenadas sob congelamento entre -25 °C e -15 °C, até o momento
dos ensaios.

As amostras destinadas aos estudos de ocorréncia no estado de Minas Gerais
foram coletadas por fiscais do IMA, nas propriedades rurais dos municipios de Alfredo
Vasconcelos, Barbacena, Estiva, Pouso Alegre e Bom Repouso, possibilitando a
rastreabilidade das amostras e a adocao de medidas de orientacdo e controle. Esses
municipios figuram entre os principais produtores de morango no estado.

Os técnicos do IMA sédo treinados para realizar a coleta de acordo com o
estabelecido pelo CODEX ALIMENTARIUS (1999), observando a representatividade do
lote do produto; sem dar preferéncia por determinadas caracteristicas como tamanho,
cor ou tipo; evitando contaminacdo das amostras pelas méaos roupas ou qualquer outro
material que entrou em contato com agrotoxicos. Foi coletado no minimo 1 kg de
morangos por amostra, as mesmas foram acondicionadas em embalagens plasticas,
lacradas e enviadas ao laboratério, em caixa de isopor. S6 foram analisadas as
amostras em que o periodo maximo entre a coleta e sua entrada no laboratério néo foi
superior a 36 horas.

As amostras recebidas foram adequadamente identificadas, trituradas sem as
sépalas, acondicionadas e armazenadas sob congelamento entre -25 °C e -15 °C, até

0 momento dos ensaios.
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3.5 METODO DE ENSAIO

O método validado foi baseado em um procedimento multirresiduos previamente
descrito em NETHERLANDS (1996). O método de ensaio fundamentou-se na extracao
de residuos de inseticidas organohalogenados em amostras previamente trituradas e
homogeneizadas. Aliquotas de aproximadamente 15,00 + 0,10 g foram pesadas em um
béquer de 400 mL, utilizando uma balanca analitica. Foi adicionado ao béquer 15+ 1 g
de sulfato de sodio anidro, agitando-se, cuidadosamente, o béquer para que toda a
amostra entrasse em contato com o sulfato de sddio. A extracdo foi realizada com
40 mL de acetona PAR por, aproximadamente, 30 segundos em homogeneizador do
tipo ultra turrax, em seguida, com 60 mL de solucdo extratora de diclorometano:hexano
(1:1 v/v) por mais 30 segundos em ultra turrax. A solucao foi filtrada a vacuo, com funil
de Buchner e papel de filtro, para um kitasato, lavando-se a haste do ultra turrax e o
béquer com a solucdo extratora de diclorometano:hexano (1:1 v/v). O extrato foi
transferido para uma proveta calibrada e completou-se o volume para 100 mL com a
solucdo de diclorometano:hexano (1:1 v/v). Foi tomada uma aliquota de 5 mL desse
extrato com micropipeta automatica calibrada para um baldo de fundo chato. O extrato
foi concentrado em evaporador rotatério, tomando-se o cuidado para ndo seca-lo
totalmente. Tal procedimento foi realizado em corrente de ar comprimido e os residuos
do extrato foram retomados com 2 mL de hexano, utilizando micropipeta automatica
calibrada. Injetou-se 1 uL da amostra. Brancos da amostra foram preparados em cada
bateria analitica. Foi empregada a CG-DCE para identificacdo e quantificacdo dos
analitos utilizando-se coluna CP-Sil 19CB (14 % cianopropilfenila e 86 %
dimetilpolisiloxano) de 30 m de comprimento por 0,25 mm de didametro interno com fase
estacionaria de 0,25 um de espessura, marca Varian. As condi¢cdes cromatograficas
otimizadas e estabelecidas para a conducao dos ensaios no CG-DCE foram: fluxo de
hélio (gas de arraste) de 1,0 mL/min; modo de injecdo: split com uma razdo de divisdo
de 1/20; temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do detector DCE: 300 °C; rampa
de temperatura do forno da coluna: 70 °C por 1 min, 30 °C/min até 180 °C manutencao
por 2 min, 15°C/min até 250°C manutencdo por 8 min, 15°C/min até 280 °C
manutencdo por 17 minutos; tempo total de corrida: 35 min. O fluxograma da

metodologia analitica esta representado na Figura 2.
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em evaporador rotatério e secagem
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Retomada do residuo com 2 mL de
hexano
|

Injecdo de 1 pL no CG-ECD

Figura 2: Fluxograma do método de analise

3.5.1 Preparo da curva de calibragao no extrato da matriz

Realizou-se a extracdo da amostra branca conforme procedimento descrito
acima. Foi tomada uma aliquota de 5 mL do extrato com micropipeta calibrada para

baldo de fundo chato e levado ao evaporador rotatério. Em seguida secou-se
completamente com ar comprimido. Adicionou-se 40, 60, 80, 100, 120 e 140 uL da

SPI 2 de endossulfam alfa; 20, 50, 80, 110, 140 e 170 uL da SPI 2 de endossulfam
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beta e trifluralina; e 20, 48, 76, 104, 132 e 160 uL da SPI 2 de endossulfam sulfato,
lambda-cialotrina e procimidona. Secou-se em corrente de ar e os residuos foram
retomados com 2 mL de hexano. As faixas de concentracdo das solu¢des nos pools da
curva de calibracdo em matriz foram de: 2, 3, 4, 5, 6 e 7 ng mL™" para o endossulfam
alfa; 2, 5, 8, 11, 14 e 17 ng mL™ para o endossulfam beta e a trifluralina; e 5, 12, 19, 26,

33 e 40 ng mL™* para o endossulfam sulfato, lambda-cialotrina e procimidona.

3.5.2 Adicéo de padrdo em amostras brancas para estudo de recuperacao

A adicéo de padrédo em amostras brancas foi realizada para cada um dos trés
niveis de acordo com a Tabela 3 e procedeu-se a extracdo conforme descrito em 3.5.

Tabela 3 — Volume adicionado de solucéo intermediaria 2 dos analitos nas amostras no

estudo da recuperacéo.

Vol. SPI 2 procimidona, Vol. SPI 2
Vol. SPI 2
endossulfam sulfato e endossulfam beta e
endossulfam alfa (uL) _ _ _ _
lambda-cialotrina (pL) trifluralina (uL)

Primeiro nivel 800 400 400
Segundo nivel 1200 960 800
Terceiro nivel 2800 3200 2400

3.5.3 Adicdo de padrdo em amostras brancas para estudo do limite de

deteccao

As amostras foram adicionadas com a metade do volume do menor nivel do
estudo de recuperacéo: 400 uL da SPI 2 de endossulfam alfa; 200 uL da SPI 2 de
procimidona, endossulfam sulfato e lambda-cilotrina; e 200 uL da SPI 2 de

endossulfam beta e trifluralina . Foram realizadas doze replicatas.

3.6 VALIDACAO

Os parametros seletividade, linearidade, efeito do dia, efeito de matriz, exatidao,
precisdo, LD, LQ, CCa e CCPB foram estabelecidos em ensaios com solu¢des padréao,
amostras brancas e amostras brancas adicionadas de padréo. A adequacao para uso
do método foi avaliada em funcéo dos parametros estudados e respectivos critérios de
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aceitabilidade definidos (THOMPSON et al.,, 2002; SOUZA & JUNQUEIRA, 2005;
SOUZA, 2007; EUROPEAN COMMISSION, 2010; INMETRO, 2010).

3.6.1 Seletividade

Para a verificacdo da seletividade do método foram analisadas amostras
adicionadas de padrdo e amostras brancas, além da avaliacdo da capacidade de
identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes. Foram observadas
as resolucbes dos picos das substancias, a capacidade do método de detectar e
guantificar todos os organohalogenados testados e a auséncia de interferentes nos
tempos de retencdo dos analitos estudados (INMETRO, 2010). A resolucédo dos picos
foi determinada utilizando-se a expressao:

R= 2 At
W1+W>
Sendo, 4t, a variacdo do tempo de retencéo entre dois picos e W a largura dos picos na

linha de base.

3.6.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada conforme procedimento descrito por
SOUZA & JUNQUEIRA (2005). Ap6s a definicdo da faixa de interesse, solucbes dos
analitos foram preparadas em seis niveis de concentracdo igualmente espagados, com
trés replicatas verdadeiras e independentes de cada nivel, em 3 diferentes dias. As
concentracbes das solucdes estdo apresentadas na Tabela 4. As leituras foram
realizadas em ordem aleatéria, dentro de cada dia. Brancos de solvente foram
preparados para todas as curvas como ferramenta de controle de qualidade interno e

ajuste do zero do equipamento, mas nao foram incluidos nos calculos.

Tabela 4 — Niveis de concentracdo das curvas de calibragéo.

Principio ativo Concentragéo (ng mL™)
Endossulfam alfa 2 4 5 6 7
Endossulfam beta 2 8 11 14 17
Endossulfam sulfato 5 12 19 26 33 40
Lambda-cialotrina 5 12 19 26 33 40
Procimidona 5 12 19 26 33 40
Trifluralina 2 5 8 11 14 17
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Na Tabela 5 estédo representados os niveis de concentracdo correspondentes

em mg kg™ de alimento.

Tabela 5 — Niveis de concentracdo das curvas de calibracdo correspondentes em

mg kg™ de alimento.

Ingrediente ativo Concentracdo (mg kg™)
Endossulfam alfa 0,005 0,008 0,011 0,013 0,016 0,019
Endossulfam beta 0,005 0,013 0,021 0,029 0,037 0,045
Endossulfam sulfato 0,013 0,032 0,051 0,069 0,088 0,107
Lambda-cialotrina 0,013 0,032 0,051 0,069 0,088 0,107
Procimidona 0,013 0,032 0,051 0,069 0,088 0,107
Trifluralina 0,005 0,013 0,021 0,029 0,037 0,045

Os parametros das curvas foram estimados pelo método dos minimos
guadrados ordinarios (MMQO). Os valores dispersos (outliers) foram identificados pelo
teste de residuos padronizados Jacknife e removidos até que novos valores dispersos
nao fossem mais detectados ou até um limite de exclusédo de 2/9 do numero original de
dados. As premissas de significancia da regressdo e da adequacdo do ajuste ao
modelo linear foram avaliadas de acordo com o procedimento recomendado por
SOUZA & JUNQUEIRA (2005).

3.6.3 Efeito do dia

A avaliacdo do efeito do dia foi baseada nas curvas de calibragéo, preparadas
em solvente e em matriz, obtidas em trés dias. As estimativas das inclinacdes e das
intersecdes das curvas foram comparadas pelo teste de t (SNEDECOR & COCHRAN,
1989), aplicado a dois contrastes ortogonais. O efeito do dia foi considerado
significativo quando a estatistica t excedeu ao valor de t critico para qualquer um dos
contrastes ortogonais (AMARAL, 2007).

3.6.4 Efeito de matriz

Para avaliacdo dos efeitos de matriz foi empregado o método de adicdo de
padrao e delineamento proposto por SOUZA (2007). Duas curvas de calibracdo foram
estudadas em seis niveis de concentracdo. Ambas com as mesmas concentracdes do
analito, uma preparada com o0 solvente e outra em extrato de amostra branca de
morango obtida de amostra ensaiada nas mesmas condi¢cdes do procedimento normal,
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sendo que para cada nivel foram preparadas trés replicatas independentes, analisadas
em ordem aleat6ria no mesmo dia. O ajuste do zero do equipamento foi feito, para
todas as curvas, com solugdes do solvente e da amostra, sem a presenca dos analitos.
As curvas foram avaliadas como descrito para o estudo da linearidade, os parametros
da regressdo foram estimados e as premissas relativas ao MMQO foram verificadas
para estas curvas. No tratamento dos dados foi aplicado o teste de Pearson & Hartley
(SNEDECOR & COCHRAN, 1989) para verificar a homogeneidade de variancia dos
residuos da curva e as inclinacdes e intersecfes das curvas de solvente e de matriz
foram comparadas pelo teste de t ou t". O efeito de matriz foi considerado significativo
quando a estatistica t, ou t, calculadas excederam o valor de t critico (SNEDECOR &
COCHRAN, 1989; SOUZA, 2007).

3.6.5 Recuperacéao e precisao

Para os estudos de recuperacéo (falta de exatidéo) e precisédo em condicbes de
repetitividade e reprodutibilidade parcial foram preparadas amostras adicionadas de
padrdo dos analitos, em trés niveis de concentracdo, na faixa da curva de calibracéo,
exceto para o endossulfam beta e a trifluralina que foram trabalhados na faixa entre 2,0
e 12,0 ng mL™?, correspondendo a 0,005 e 0,032 mg kg’. Os trés niveis de adicdo
estudados estdo representados na Tabela 6. Para cada nivel de concentracédo
estudado, doze replicatas verdadeiras e independentes foram divididas em quatro lotes
de trés replicatas, sendo cada lote analisado independentemente, em diferentes dias,
por diferentes analistas, em ordem aleat6ria, simulando condi¢des de reprodutibilidade
parcial (SOUZA, 2007). Sendo os ensaios dos dias 1 e 2 realizados pelo analista 1 e
dos dias 3 e 4 pelo analista 2. As concentracdes dos analitos nas amostras adicionadas
foram calculadas pelas equacdes das curvas de calibragdo na matriz, mesmo para 0s

analitos que nao apresentaram o efeito de matriz.

Tabela 6 — Niveis de concentragcédo de padroes em amostras brancas de morango.

Ingrediente ativo Concentragéio (mg kg™
Endossulfam alfa 0,005 0,008 0,019
Endossulfam beta 0,005 0,011 0,032
Endossulfam sulfato 0,013 0,032 0,107
Lambda-cialotrina 0,013 0,032 0,107
Procimidona 0,013 0,032 0,107
Trifluralina 0,005 0,011 0,032
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Os resultados de recuperacéo obtidos foram analisados quanto a presenca de
valores dispersos pelo teste de Grubbs (SOUZA, 2007). A falta de exatid&o foi avaliada
por meio das médias de recuperacdo das amostras adicionadas de padréo obtidas para
doze replicatas independentes. Foram consideradas aceitaveis médias de recuperacao
entre 70 e 120 % de acordo com a EUROPEAN COMMISSION (2010), norma
especifica para procedimentos de controle de qualidade e validacdo de residuos de
agrotoxicos em alimentos.

A precisdo sob condicbes de repetitividade e reprodutibilidade parcial foi
expressa em termos de desvios padréo relativos e estimada por analise de variancia
dos resultados de recuperacdo obtidos de, no minimo, doze replicatas de amostras
brancas adicionadas em cada nivel de concentracdo. As premissas de normalidade
(teste de Ryan & Joiner) e homoscedasticidade (teste de Brown & Forsythe) dos
residuos dos resultados de recuperacdo, relativas a analise de variancia, foram
previamente testadas e as estatisticas dos célculos foram descritas por SOUZA (2007).
Os desvios padrao relativos de repetitividade (DPR;) e os desvios padréo relativos de
reprodutibilidade parcial (DPRg) foram considerados aceitaveis quando menores ou
iguais a 20 % (EUROPEAN COMMISSION, 2010).

Os resultados foram avaliados por andlise de variancia, adotando um
delineamento fatorial completamente aninhado, que forneceu as estimativas da
variancia de repetitividade; da variancia entre bateladas que inclui as fontes de
variagdo confundidas do dia e do analista; e da variancia da precisdo intermediéria
(MAROTO et al., 1999).

3.6.6 Limites de deteccao, quantificacdo, decisdao e capacidade de

deteccao

O LD do método foi estabelecido como a menor concentracdo detectada nas
amostras adicionadas, mas nao necessariamente quantificada, diferente de zero
(sinal/ruido = 3) (SOUZA, 2007).

O LQ do método foi estabelecido como a menor concentracdo na qual o método
pode operar com exatiddo e precisdo aceitaveis, segundo os critérios adotados nos
estudos de recuperacdo e precisdo. Este limite foi determinado com base nos
resultados médios de recuperacdo e de desvios padréo relativos de repetitividade e
reprodutibilidade parcial obtidos nas avaliagbes de exatiddo e precisdo, para as
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replicatas de amostras adicionadas no menor nivel de concentracéo estudado (SOUZA,
2007).

O limite de decisdo e a capacidade de deteccdo foram estimados utilizando-se
0os resultados de recuperacdo obtidos nos experimentos de avaliacdo da
reprodutibilidade parcial, de acordo com VAN LOCO & BEERNAERT (2003). A
informacdo se o produto é autorizado e qual é seu LMR foi utilizada para o célculo
desses parametros.

3.7 OCORRENCIA NO ESTADO DE MINAS GERAIS

Foram coletadas, pelos fiscais do IMA, 75 amostras de morango nos principais
municipios produtores de morango de Minas Gerais, para a analise de residuos de
agrotoxicos pelo LARA no ano de 2010. Realizou-se a analise de 43 analitos
organohalogenados nas amostras. O preparo das amostras, a extracdo, o preparo das
solucBes padrbes, da curva de calibracdo no extrato da amostra branca e a anélise
cromatografica foram baseadas no método validado.

A confirmacao dos ingredientes ativos para o estudo de ocorréncia foi realizado
sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas, porém foi usada uma coluna com fase
estacionaria 100 % dimetilpolisiloxano.

Os ingredientes ativos analisados foram os piretroides: aletrina, bifentrina,
ciflutrina (1, Il, lll e IV), cipermetrina (cis e trans), deltametrina, esfenvalerato,
fenpropatrina, fenvalerato, lambda-cialotrina e permetrina (cis e trans); os
organoclorados: aldrim, DDT total (op’DDD, pp’'DDD, op’DDT, pp’DDT, op’DDE,
pp’'DDE), dicofol, dieldrim, dodecacloro, endossulfam alfa, endossulfam beta,
endossulfam sulfato, endrim, hexaclorobenzeno, hexaclorociclohexano (HCH) alfa,
HCH beta, HCH delta, lindano (HCH gama), heptacloro e metoxicloro; os fungicidas
dicarboximidas: captana, folpete, iprodiona, procimidona e vinclozolina; entre outros
pertencentes a variadas classes: bromopropilato, clorfenapir, clorotalonil, fipronil,

procloraz, tetradifona e trifluralina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALITOS E MATRIZES REPRESENTATIVOS

Buscou-se escolher um entre os ativos mais utilizados, dentro de cada grupo, na
cultura de morango para realizar o estudo. Trabalhou-se com o herbicida trifluralina,
porém O seu uso ndo é comum na cultura de morango, os demais analitos,
selecionados para compor o pool para adicdo nas amostras, sao agrotéxicos
frequentemente detectados nessa cultura. Levou-se em consideragdo, ainda, a
resolucdo dos mesmos nos cromatogramas, de modo a permitir a analise de um maior
namero de agrotdéxicos em uma mesma corrida cromatogréfica. Suas caracteristicas

gerais estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas gerais dos agrotoxicos organohalogenados utilizados no

estudo.
Ativo Férmula Grupo Uso Classe  Solubilidade
Lambda- o o 0,003mg/L em
_ _ Cy3H1gCIF3sNO;5 Piretroide Inseticida " ) .
cialotrina agua a 20°C
Acaricida, alfa 0,32mg/L
Endossulfam o
_ _ Inseticida beta 0,33mg/L
(alfa, beta e CyHeClgO5S Ciclodienoclorado ) .
e em agua a
sulfato) o
Formicida 22°C
- . - . 4,5mg/L em
Procimidona C.3H11CILNO, Dicarboximida Fungicida v ) A
agua a 25°C
. - . " <1mg/L em
Trifluralina C13H16F3N304 Dinitroanilina Herbicida " i R
agua a 27°C

Fonte: PESTICIDE ANALYTICAL MANUAL (1999)

4.2 SELETIVIDADE

A resolucéo dos picos indicou capacidade do método em determinar todos os
organohalogenados testados sem interferéncias mutuas entre os analitos testados,
mesmo para os pares de isdbmeros da lambda-cialotrina. Segundo KEALEY & HAINES

(2002) uma resolugdo, minima satisfatéria, para a separacdo de dois picos
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cromatograficos de no minimo 1,5 foi observada para todos os analitos. Os tempos de
retencdo médios observados e a resolucao entre os picos estdo descritos na Tabela 8.
O método foi capaz de detectar e quantificar todos os analitos testados e ndo houve

interferentes nos tempos de retencdo dos analitos estudados.

Tabela 8 - Tempos de retencao e resolucao dos picos dos analitos organohalogenados
estudados utilizando coluna CP Sil 19 CB.

Analitos Tempo retencao (min) Resolucéo

Trifluralina 9,865 + 0,009 54,0
Procimidona 13,918 + 0,014 79,7
Endossulfam alfa 14,490 + 0,011 10,8
Endossulfam beta 15,481 + 0,013 17,8
Endossulfam sulfato 16,447 + 0,013 15,9
Lambda-cialotrina | 20,079 £ 0,027 44,3
Lambda-cialotrina Il 20,586 + 0,030 4,9

A resolucdo da trifluralina foi calculada em relacdo ao pico do solvente.
Resultados ndo detectados (sinal/ruido < 3) foram obtidos para as amostras brancas
analisadas, demonstrando auséncia dos agrotoxicos testados e de interferentes com o
mesmo tempo de retencdo. Os perfis de resposta dos cromatogramas obtidos para os
analitos na matriz foram muito semelhantes aqueles obtidos para as solucbes de
padrdo em solvente de concentracdes correspondentes. Os cromatogramas tipicos
obtidos das solugbes: branco de solvente, branco de matriz, padrdao de
organohalogenados em solvente, padrédo de organohalogenados em matriz e padrao de
organohalogenados em matriz obtido de um ensaio de recuperagao dos analitos pela
técnica validada estdo apresentados nas Figuras 3 a 7, indicando a seletividade do

método.
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Figura 3 - Cromatograma do solvente hexano utilizado para retomar os extratos.
Condicdes cromatogréficas: fluxo de nitrogénio de 1,0 mL/min; temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do
detector ECD: 300 °C; rampa de temperatura do forno da coluna: 70°C por 1 min, 30 °C/min até 180 °C,
manutencao por 2 min, 15 °C/min até 250 °C, manutenc¢ao por 8 min, 15 °C/min até 280 °C, manuteng¢do por 17 min;
tempo total de corrida: 35 min.
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Figura 4 - Cromatograma de amostra branca de morango.

Condigbes cromatograficas: fluxo de nitrogénio de 1,0 mL/min; temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do
detector ECD: 300 °C; rampa de temperatura do forno da coluna: 70°C por 1 min, 30 °C/min até 180 °C,
manutengao por 2 min, 15 °C/min até 250 °C, manutenc¢ao por 8 min, 15 °C/min até 280 °C, manuteng¢do por 17 min;
tempo total de corrida: 35 min.
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Figura 5 - Cromatograma da solucéo dos padrées em solvente hexano.
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(a) Trifluralina, (b) Procimidona, (c) Endossulfam alfa, (d) Endossulfam beta, (e) endossulfam sulfato, (f) Lambda-
cialotrina | e (f") Lambda-cialotrina Il. Condig6es cromatograficas: fluxo de nitrogénio de 1,0 mL/min; temperatura do
injetor: 250 °C; temperatura do detector ECD: 300 °C; rampa de temperatura do forno da coluna: 70 °C por 1 min,
30 °C/min até 180 °C, manutencdo por 2 min, 15 °C/min até 250 °C, manuten¢do por 8 min, 15 °C/min até 280 °C,
manutencao por 17 min; tempo total de corrida: 35 min.
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Figura 6 - Cromatograma da solucéo dos padrdes em matriz.
(a) Trifluralina, (b) Procimidona, (c) Endossulfam alfa, (d) Endossulfam beta, (e) endossulfam sulfato, (f) Lambda-
cialotrina | e (f') Lambda-cialotrina Il. Condig6es cromatograficas: fluxo de nitrogénio de 1,0 mL/min; temperatura do
injetor: 250 °C; temperatura do detector ECD: 300 °C; rampa de temperatura do forno da coluna: 70 °C por 1 min,
30 °C/min até 180 °C, manutencao por 2 min, 15 °C/min até 250 °C, manutenc¢do por 8 min, 15 °C/min até 280 °C,
manutencao por 17 min; tempo total de corrida: 35 min.
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Figura 7 - Cromatograma de recuperagao em amostra branca de morango.
() Trifluralina, (b) Procimidona, (c) Endossulfam alfa, (d) Endossulfam beta, (e) endossulfam sulfato, (f) Lambda-
cialotrina | e (f") Lambda-cialotrina Il. Condig6es cromatograficas: fluxo de nitrogénio de 1,0 mL/min; temperatura do
injetor: 250 °C; temperatura do detector ECD: 300 °C; rampa de temperatura do forno da coluna: 70 °C por 1 min,
30 °C/min até 180 °C, manutencdo por 2 min, 15 °C/min até 250 °C, manuten¢&o por 8 min, 15 °C/min até 280 °C,
manutencao por 17 min; tempo total de corrida: 35 min.

A comparacdo dos cromatogramas demonstra a seletividade do método. De
maneira semelhante, CARDOSO et al. (2010) também avaliou a seletividade pela
analise de amostras brancas adicionadas de padrfes de agrotéxicos na analise de

v — HCH, clorotalonil, fenitrotiona, clorpirifés e procimidona em tomate.

4.3 LINEARIDADE

Os valores dispersos foram detectados e retirados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife para a = 0,05. Foram confirmados que os residuos da regressao
seguem a distribuicdo normal, sdo independentes e homoscedasticos, permitindo a
utilizacdo dos testes de hipoteses de t e F, além do emprego da analise de variancia
para estimativa da significancia da regressao e do desvio da linearidade. Distribuicdo
normal dos residuos da regresséo foi observada pelos coeficientes de correlacdo de
Ryan-Joiner indicando desvios da normalidade néao significativos com p > 0,10, com
excecdo do dia 1 para endossulfam sulfato e do dia 2 para endossulfam beta, em que

esta probabilidade foi p > 0,05. A independéncia dos residuos da regresséo foi indicada
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pelas estatisticas de Durbin-Watson, ndo se observando autocorrelacdo significativa
para p > 0,10. A homoscedasticidade foi observada com estatisticas t de Levene néo
significativa para p > 0,05. Os dados obtidos foram avaliados como bem ajustados ao
modelo linear. Significancia da regressdo (p <0,001) e desvios de linearidade néo
significativos (p > 0,05) indicaram que a relacdo entre as respostas cromatograficas e
as concentracfes dos agrotoxicos estudados segue modelos lineares nas faixas de
concentracéo estudadas.

Os resultados obtidos nos experimentos para avaliacdo da linearidade para os

organohalogenados estudados estdo demonstrados nas Tabelas 9 a 14.

Tabela 9 - Avaliacdo da linearidade para as trés curvas de endossulfam alfa em

solvente na faixa de 2,0 a 7,0 ng mL™.

Estatistica Curva 1l Curva 2 Curva 3
n 16 16 17
Ouitliers retirados 2 2 1
R 0,9739 0,9646 0,9927
P > 0,10 > 0,10 > 0,10
d 2,177 1,842 1,633
P > 0,10 > 0,10 > 0,10
tL -0,695 -0,799 -1,630
P > 0,05 > 0,05 > 0,05
F(1) 576,845 518,205 1688,675
P < 0,001 < 0,001 < 0,001
F(2) 1,642 0,880 1,420
P > 0,05 > 0,05 > 0,05

n = namero de observagdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner (Normalidades), d = estatistica de Durbin-
Watson (Independéncia), t = estatistica t de Levene (Homoscedasticidade), F(1)=razdo entre variancias
(Regresséo), F(2) = razao entre variancias (Desvio da Linearidade), p = significancia.
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Tabela 10 - Avaliacdo da linearidade para as trés curvas de endossulfam beta em

solvente na faixa de 2,0 a 17,0 ng mL™,

Estatistica Curva l Curva 2 Curva 3
n 18 18 16
Outliers retirados - - 2
R 0,9744 0,9564 0,9594
p > 0,10 > 0,05 > 0,10
d 2,367 1,224 2,055
p >0,10 >0,10 >0,10
t -0,425 -0,454 -0,173
D > 0,05 > 0,05 > 0,05
F(1) 813,646 367,570 668,207
p < 0,001 < 0,001 < 0,001
F(2) 1,252 2,569 3,380
D > 0,05 > 0,05 > 0,05

n = nimero de observacdes, R = coeficiente de correlacéo de Ryan-Joiner (Normalidades), d = estatistica de Durbin-
Watson (Independéncia), t_ = estatistica t de Levene (Homoscedasticidade), F(1) =razdo entre variancias
(Regresséo), F(2) = razao entre variancias (Desvio da Linearidade), p = significancia, - = nenhum outlier retirado.

Tabela 11 - Avaliacdo da linearidade para as trés curvas de endossulfam sulfato em

solvente na faixa de 5,0 a 40,0 ng mL™,

Estatistica Curval Curva 2 Curva 3
n 15 14 16
Ouitliers retirados 3 4 2
R 0,9390 0,9847 0,9750
P > 0,05 >0,10 > 0,10
d 2,343 2,334 2,453
P >0,10 >0,10 > 0,10
t -1,549 -1,052 0,022
P > 0,05 > 0,05 > 0,05
F(1) 356,367 563,68 226,96
P < 0,001 < 0,001 < 0,001
F(2) 1,183 0,819 1,715
P > 0,05 > 0,05 > 0,05

n = namero de observagdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner (Normalidades), d = estatistica de Durbin-
Watson (Independéncia), t_ = estatistica t de Levene (Homoscedasticidade), F(1) =razdo entre varidncias
(Regresséo), F(2) = razao entre variancias (Desvio da Linearidade), p = significancia.
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Tabela 12 - Avaliacdo da linearidade para as trés curvas de lambda-cialotrina em

solvente na faixa de 5,0 a 40,0 ng mL™,

Estatistica Curva l Curva 2 Curva 3
n 16 14 15
Outliers retirados 2 4 3
R 0,9633 0,9762 0,9816
p > 0,10 > 0,10 >0,10
d 1,900 2,535 1,602
p > 0,10 > 0,10 >0,10
t* -1,951 -1,700 -0,415
D > 0,05 > 0,05 > 0,05
F(1) 265,10 379,98 429,80
p < 0,001 < 0,001 < 0,001
F(2) 1,901 0,321 2,465
D > 0,05 > 0,05 > 0,05

n = nimero de observacdes, R = coeficiente de correlacéo de Ryan-Joiner (Normalidades), d = estatistica de Durbin-
Watson (Independéncia), t_= estatistica t de Levene (Homoscedasticidade), F(1) =razdo entre variancias
(Regresséo), F(2) = razao entre variancias (Desvio da Linearidade), p = significancia.

Tabela 13 - Avaliagdo da linearidade para as trés curvas de procimidona em solvente

na faixa de 5,0 a 40,0 ng mL™.

Estatistica Curval Curva 2 Curva 3
n 16 16 16
Ouitliers retirados 2 4 3
R 0,9866 0,9602 0,9874
P >0,10 >0,10 >0,10
d 1,539 1,155 1,654
P >0,10 >0,10 >0,10
t* -0,350 -0,137 -2,109
P > 0,05 > 0,05 > 0,05
F(1) 2500,14 1119,30 533,52
P < 0,001 < 0,001 < 0,001
F(2) 3,141 3,468 1,842
P > 0,05 > 0,05 > 0,05

n = namero de observagdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner (Normalidades), d = estatistica de Durbin-
Watson (Independéncia), t_ = estatistica t de Levene (Homoscedasticidade), F(1) =razdo entre varidncias
(Regresséo), F(2) = razao entre variancias (Desvio da Linearidade), p = significancia.
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Tabela 14 - Avaliacéo da linearidade para as trés curvas de trifluralina em solvente na

faixa de 2,0 a 17,0 ng mL™.

Estatistica Curva l Curva 2 Curva 3
n 18 18 15
Outliers retirados 0 - 3
R 0,9773 0,9581 0,9839
p >0,10 >0,10 >0,10
d 2,322 1,997 1,507
p >0,10 >0,10 >0,10
t -0,285 -0,558 -0,181
D > 0,05 > 0,05 > 0,05
F(1) 1543,414 1450,432 1336,113
p < 0,001 < 0,001 < 0,001
F(2) 0,411 2,734 3,361
D > 0,05 > 0,05 > 0,05

n = nimero de observacdes, R = coeficiente de correlacéo de Ryan-Joiner (Normalidades), d = estatistica de Durbin-
F(1) =razdo entre variancias
(Regresséo), F(2) = razao entre variancias (Desvio da Linearidade), p = significancia, - = nenhum outlier retirado.

Watson (Independéncia),

t. = estatistica t de Levene (Homoscedasticidade),

As curvas de calibracdo obtidas nos ensaios de avaliacédo da linearidade para os

analitos estudados estéo apresentados na Figura 8:
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Figura 8 - Curvas de calibracdo obtidas nos ensaios de avaliagéo da linearidade, apés

a retirada dos outliers.

Com base apenas no coeficiente de determinacéo (r* > 0,99), IMOTO et al.,

(2004) demonstraram que o método multirresiduos para determinagcdo de compostos
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organohalogenados por extracdo liquido-liquido e determinagcdo por CG-ECD, foi o
suficiente para a quantificacdo dos analitos HCH beta, clorotalonil, endossulfam alfa,
endossulfam beta, endossulfam sulfato, tetradifona, trifluralina e vinclozolina em
amostras de macas, com linearidade na faixa de 0,005 mgkg® a 0,10 mg kg™
CIESLIK et al. (2010) determinaram a linearidade de 13 agrotéxicos organoclorados, na
faixa de 2ngmL™? a 1000 ng mL™, utilizando o modelo de regressdo de minimos
quadrados com a qualidade do ajuste dado pela correlacdo de Pearson (r) com todos
os valores sendo maiores que 0,9944. Em um método de analise de fungicidas, dentre
eles a procimidona, por CG-ECD a linearidade foi determinada na faixa de 10 a
1000 ng mL™ com coeficiente de correlagéo entre 0.9987 e 0.9999 (Qi, 2010).

Apesar de serem amplamente utilizados os coeficientes de determinacédo e de
correlacdo ndo sdo adequados para demonstrar linearidade (THOMPSON et al., 2002).
Tais coeficientes indicam o grau de ajuste dos dados a curva. Se 0s pontos de uma
calibracdo estiverem bem ajustados a curva, o valor experimental do coeficiente de
determinacdo sera préximo de um, mas um valor proximo de um ndo é
necessariamente resultado de uma relacao linear (RSC, 2005; SOUZA & JUNQUEIRA,
2005).

Embora tenha mencionado o coeficiente de Pearson e o coeficiente de
determinacdo em seu trabalho CARDOSO et al. (2010) ndo os utilizam isoladamente.
Além de checar esses coeficientes eles determinaram a existéncia de valores dispersos
pelo teste de Grubbs, a homogeneidade dos residuos pelo teste de Cochran, a
significAncia da regressdo e desvio da linearidade por andlise da variancia utilizando
ANOVA. A linearidade em seu trabalho foi determinado na faixa de 3ngmL™” &
400 ng mL™ para o clorotalonil, fenitrotiona e clorpirifés e de 4 ng mL™ & 497 ng mL™
para a procimidona.

A auséncia de critérios apropriados na avaliacao da linearidade pode resultar em
determinacao de faixas de operacdo aparentemente amplas, mas nao necessariamente
lineares (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

4.4 EFEITO DO DIA

Complementando o estudo da linearidade foi realizado a avaliagéo do efeito do
dia para confirmar se as curvas de calibracdo apresentam as mesmas respostas em
diferentes dias. Os valores de t e p demonstraram que houve diferencgas significativas

(p < 0,01) tanto para as interse¢cfes, quanto para as inclinacdes (p < 0,001), conforme
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as Tabelas 15 e 16. Para alguns valores de t e p houve diferenca significativa para a

inclinacéo, porém a significancia foi de p < 0,05.

Tabela 15 - Avaliacdo do efeito dia com trés curvas de linearidade da solucdo padrdo

em solvente.

Estatistica

Analito

teva

tev2)

tvy)
p

liv2)
p

Endossulfam Endossulfam Endossulfam Lambda-

Procimidona Trifluralina

alfa beta sulfato cialotrina
Inclinagéo
2,86 1,75 2,83 4,93x10*  7,77x10*  6,51x10*
p<0,01 p > 0,05 p < 0,01 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
1,57 9,77x10™ 1,53x10™ 7,14 2,35 7,04x10"
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p<0,001 p<0,05 p > 0,05
Intersecdo
1,20 1,26 2,47x10*  8,67x10%  1,06x10"  3,95x10*
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
3,20 6,22x10™" 6,43x10™" 1,05 9,09x10™" 1,09
p <0,01 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

trv1) = estatistisca t para contraste (Y1 = diay — diay);

trv2) = estatistisca t para contraste (Y2 = diay + diaz — 2 dias); p = significancia.

Tabela 16 - Avaliacdo do efeito dia com trés curvas de linearidade da solucdo padrdo

em extrato de matriz (morango).

Estatistica

Analito

tevy

tv2)

tva)
p

tv2)
p

Endossulfam Endossulfam Endossulfam Lambda-

Procimidona Trifluralina

alfa beta sulfato cialotrina
Inclinagéo
7,52 x10™ 8,69x10™ 1,88 2,02 1,10 2,84
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p <0,05 p > 0,05 p<0,01
1,81 x10™ 9,35x10" 1,08 1,76 7,35 x10™ 7,02
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p < 0,001
Intersecao
4,79x10™ 1,76 6,27x10™ 1,88x10™ 1,57 1,96
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
1,19 1,31 9,74x10™ 2,48x10"  1,50x10"  3,23x10*
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

tiv1) = estatistisca t para contraste (Y1 = dia; — diay);

trv2) = estatistisca t para contraste (Y2 = dia; + diaz — 2 dias); p = significancia.
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Com os resultados apresentados nas Tabelas 15 e 16 e as curvas de padrdes
em solvente e em matriz, Figuras 9 e 10, observa-se que as respostas ndo sédo as
mesmas nos dias avaliados, logo, as curvas de padrdes ndo poderao ser utilizadas em

dias diferentes para a quantificacdo de residuos de agrotoxicos organohalogenados.
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Figura 9 - Comparacao das curvas de calibracdo das solucdes padrdes de agrotoxicos

organohalogenados preparadas no solvente, obtidas em trés dias.
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Figura 10 - Comparacéo das curvas de calibracdo das solugBes padrdes de agrotoxicos

organohalogenados preparadas no extrato da matriz, obtidas em trés dias.
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4.5 EFEITO DE MATRIZ

Como descrito na avaliagdo da linearidade, foram detectados os resultados
dispersos e verificadas as premissas relativas ao MMQO para as curvas dos analitos
em solvente e em matriz. Com excecdo da lambda-cialotrina, as variancias dos
residuos das curvas eram homogéneas e as inclinagcbes e interse¢cbes foram
comparadas pelo teste de t. No primeiro caso, o0 teste empregado foi o teste de t,
considerando variancias distintas.

As comparagOes entre as curvas em solvente e em matriz, apresentadas na
Tabela 17, evidenciou que a lambda-cialotrina e o endossulfam sulfato apresentaram
diferencas significativas para a inclinacdo, o endossulfam alfa para a intersecao e os

demais analitos ndo apresentaram nenhum tipo de efeito de matriz.

Tabela 17 — Comparacdes entre as inclinagdes e interse¢des das curvas dos analitos

no solvente e na matriz morango.

Estatistica Analito

Endossulfam Endossulfam Endossulfam Lambda- o _ _
Procimidona Trifluralina

alfa beta sulfato cialotrina*
F 2,368 1,516 1,407 5,238 2,021 1,286
Ferit 2,637 2,637 2,577 2,604 2,617 2,463
Inclinacéo
() 1,670 0,164 5,161 9,939 1,752 1,195
P p > 0,05 p > 0,05 p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05 p > 0,05
Leri 2,056 2,045 2,056 2,120 2,052 2,045
Intersecao
la) 2,096 0,573 1,260 0,596 0,210 0,085
p p < 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Lori 2,056 2,045 2,056 2,120 2,052 2,045

ta = estatistica t para contrastes entre intersecdes, t, = estatistica t para contrastes entre inclinagées, tqit = t critico,
p = significancia, F = estatistica F de Snedecor & Cochran, Ft = F critico.

*para a lambda-cialotrina foi usado o teste de t para varidncias distintas. t'a = estatistica t para contrastes entre
intersecdes, t', = estatistica t para contrastes entre inclinacoes.

Verificou-se que as curvas dos analitos em solvente ndo fornecem as mesmas
respostas que as curvas dos analitos em matriz, nas mesmas faixas de concentragéo,
caracterizando o efeito de matriz. Segundo a literatura, este fato sugere que

componentes da matriz presentes na amostra podem bloquear os sitios ativos no
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injetor e desse modo prevenir possivel degradacdo e adsorcdo de analitos nessa
camara de vaporizagcdo. Consequentemente a quantidade de analito que entra na
coluna é maior em amostras contendo a matriz do que em solvente puro. O efeito da
matriz pode gerar sérios problemas analiticos, devido a possivel super ou
subestimacdo da concentracdo dos analitos (ZROSTLIKOVA et al., 2001;
ANASTASSIADES et al., 2003; POOLE, 2007; PINHO et al., 2009).

PRZYBYLSKI & HOMMET (2008) fizeram uma comparagao entre o coeficiente
angular das curvas analiticas obtidas a partir de solucdes padrdo de 12 agrotoxicos
preparadas em solvente e em extratos de cenoura, alimento infantil, feijdo verde, batata
e ervilha. Os resultados indicaram que o efeito de matriz quantificado pelos coeficientes
angulares das curvas analiticas (razao entre coeficiente angular matriz/solvente) pode
ser positivo (razdo > 1) ou negativo (razdo < 1), dependendo das caracteristicas dos
agrotoxicos e da complexidade da matriz em analise por cromatografia gasosa.

CARDOSO et al. (2008) testaram o efeito de matriz para cinco agrotoxicos e
confirmaram que os organofosforados, clorpirifés e fenitrotiona, apresentaram o efeito,
enquanto o HCH gama, clorotalonil e a procimidona ndo apresentaram o efeito de
matriz. Confirmando esse estudo a procimidona também ndo apresentou efeito de
matriz no atual experimento.

Foi observado por PINHO et al. (2009) que compostos hidrofébicos, como os
agrotoxicos organoclorados, ndo apresentam efeito de matriz pronunciado por serem
menos susceptiveis a adsorcao pelos sitios ativos do liner. Os piretréides, apesar de
serem menos polares, apresentam efeito de matriz significativo, devido, a sua elevada
massa molar (acima de 400 g mol™) que dificulta a volatilizacdo e menor quantidade de
analito é introduzida na coluna cromatografica quando preparado em solvente puro,
produzindo menores respostas. No presente trabalho testou-se o efeito de matriz do
composto piretréide lambda-cialotrina confirmando o experimento de PINHO et al.
(2009), poréem dentre os trés organoclorados estudos dois apresentaram efeito de
matriz contradizendo o referido estudo. Compostos contendo grupamentos -P=0
(organofosforados), -O-CO-NH- (carbamatos), -OH (hidroxilados), -N= (imidazoles e
benzimidazoles), -NH-CO-NH- (derivados da uréia) sdo mais susceptiveis ao efeito de
matriz.

Para minimizar a influéncia dos componentes da matriz na quantificacdo de
agrotoxicos séo utilizadas estratégias como limpeza dos extratos, injecdo no topo da
coluna e injecdo com temperatura programada de vaporizacdo. Também existem os

procedimentos que promovem a compensacéo da ocorréncia do efeito de matriz como
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a utilizacdo de analitos protetores, método de adicdo de padrdo e curva analitica
preparada pela dissolugéo dos padrbes em extratos da matriz (ANASTASSIADES et
al., 2003; PINHO et al., 2010). Sendo a estratégia mais eficaz a utilizacdo de curva
analitica preparada pela dissolucdo dos padroes em extratos da matriz
(ZROSTLIKOVA et al., 2001), sendo o procedimento adotado neste trabalho, ou 0 uso
de analitos protetores (POOLE, 2007).

No presente trabalho todas as concentracbes dos analitos nas amostras
adicionadas foram calculadas pelas equacfes das curvas de calibracdo na matriz,
mesmo para 0s analitos que nao apresentaram o efeito de matriz, pois ndo ha
necessidade de se preparar duas curvas de calibragdo, em solvente e na matriz, e
experiéncias tém demonstrado que o efeito de matriz varia de um dia para outro
durante o uso do método (AMBRUS, 2000).

A Figura 11 apresenta os graficos relativos as curvas de calibracdo preparadas

em solvente e em matriz.
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Procimidona Trifluralina
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Figura 11 - Grafico final das curvas de calibracdo preparadas em solvente e matriz.

4.6 RECUPERACAO E PRECISAO

Os resultados de recuperacao obtidos, Tabela 18, foram analisados quanto a
presenca de valores dispersos. A distribuicdo normal dos residuos foi observada
indicando desvios da normalidade nao significativos com p>0,10 e
homoscedasticidade com p > 0,05, permitindo a estimativa de desvios padrao relativos
de repetitividade (DPR;) e desvios padrdo de reprodutibilidade parcial (DPRRg) por

analise de variancia sem ponderacéo.
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Tabela 18 — Médias de recuperacdo, desvios padrdo relativo, sob condi¢cdes de
repetibilidade e reprodutibilidade parcial, obtidos para amostras de morango
adicionadas de residuos de organohalogenados em diferentes niveis de concentracao.

_ Concentracéo MR DPR, DPRg
Analito

(mg kg™ (%) (%) (%)
Endossulfam Alfa 0,005 78,06 20,98 20,98
0,008 88,04 4,90 13,42

0,019 82,93 2,65 8,41
Endossulfam Beta 0,005 88,34 9,40 17,07
0,011 92,20 6,60 12,57

0,032 81,85 1,63 6,43
Endossulfam Sulfato 0,013 83,94 19,91 19,91
0,032 89,86 14,18 17,68
0,107 76,70 4,66 10,10
Lambda-cialotrina 0,013 115,41 4,04 13,09
0,032 81,79 6,19 13,61
0,107 74,59 12,78 12,85
Procimidona 0,013 101,52 473 13,94
0,032 82,98 6,42 7,35
0,107 85,14 3,41 10,22

Trifluralina 0,005 108,93 5,86 5,86
0,011 99,89 7,33 9,23

0,032 91,65 4,15 6,08

MR = média de recuperacdo, DPR, = desvio padréo relativo de repetitividade, DPRr = desvio padrdo relativo de
reprodutibilidade parcial.

Médias de recuperagdo aceitaveis foram atingidas para todos os analitos
avaliados. Entretanto, DPRr e DPRR acima de 20 % foram observados para o
endossulfam alfa no nivel 0,005 mg kg-1. Estes resultados sinalizaram exatiddo e

pY

precisdo do método validado nas faixas de 0,005 mgkg-1 a 0,032 mg kg-1 para
endossulfam beta e trifluralina, 0,013 mg kg-1 a 0,107 mg kg-1 para endossulfam
sulfato, lambda-cialotrina e procimidona e de 0,008 mg kg-1 a 0,019 mg kg-1 para
endossulfam alfa, considerando os critérios de aceitabilidade determinados. Neste
trabalho as analises de recuperacdo foram repetidas 12 vezes sendo trés repeticdes
por dia em quatro diferentes dias. As médias de recuperacdo variaram entre 74,59 % e

115,41 %, com DPR, variando entre 1,63 % e 20,98 % e DPRg de 5,86 % a 20,98 %.

78



N&o considerando os valores de 20,98 %, pois excederam os limites determinados pela
EUROPEAN COMMISSION (2010), o maior valor de DPR, e DPRgfoi de 19,91 %.

Segundo COLUME et al. (2001), em morango, a recuperagio para a lambda-
cialotrina no nivel de 0,02 mg kg™ foi de 91 % com um desvio padrdo relativo (DPR) de
4 % obtidas da média de 6 replicatas. Para outros piretroides a faixa de recuperacao na
concentracdo de 0,02 mg kg™ foi de 66 % (encontrado para a bifentrina) a 91 % com
um DPR entre 2 % e 7 %. LENTZA-RIZOS et al. (2001) estudaram a recuperacao de
endossulfam e seus metabdlitos e de mais cinco piretroides, dentre eles a lambda-
cialotrina, em amostra de azeite utilizando CG-DCE. Recuperacdes de 71 % a 91 %
com DPR de 6 % a 17 % foram relatados, sendo que cada andlise da recuperacgéao foi
repetida cinco vezes. IMOTO et al. (2004) encontraram médias de recuperacado para o
endossulfam alfa, endossulfam beta, endossulfam sulfato e trifluralina em maca no
nivel 0,02 mgkg™® obtidas de cinco replicatas, de 99 %, 94 %, 92% e 81 %,
respectivamente, com coeficiente de variagcdo (CV) de 13,0 %, 12,5%, 125% e
14,0 %.

HERNANDEZ et al. (2006) calcularam a precisdo de um método multirresiduo
por meio de experimentos de recuperacdo em dois niveis de concentracao,
0,00 mgkg® e 0,1 mgkg’. Os experimentos foram realizados em quintuplicata em
cada nivel, para as matrizes tomate, liméo, abacate e passas. A maioria dos resultados
obtidos para as recuperacdes foram entre 70 % e 110 % com CV abaixo de 15 %.
Nesta validacdo a maioria dos resultados de recuperacao foram entre 80 % e 100 % e
os valores de DPR também foram abaixo de 15 %.

Trabalhando com organoclorados CIESLIK et al. (2010), para concentracio de
0,008 mg kg? em amostras de damasco, nectarina, cereja, ameixa, macd, péra e
marmelo encontraram médias de recuperacdo de 71 % a 172 %. O DPR variou de
1,1 % a 38,9 %. MENEZES et al. (2010) determinaram a precisao do método avaliando
sua repetitividade realizada em sete extracées no mesmo dia e em mais trés extracdes
por dia durante 5 dias. No primeiro caso o CV foi menor que 17,05 % e no segundo
caso variou de 7,04 % a 22,03 %. BERRADA et al. (2010) determinaram a exatidao do
método pela avaliagdo de sua recuperacdo em dois niveis, 0,05 mg kg™ e 0,5 mg kg,
com médias entre 56 % e 97 %. A preciséo foi realizada pelo calculo do DPR de cinco
replicatas no mesmo dia e em dias diferentes sendo o resultado entre 5 % e 18 % para
as replicatas intra dia e menor que 19 % para as que foram realizadas em dias

diferentes.
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CARDOSO et al. (2010) trabalhando com ELL, curva de calibracdo em extrato
da matriz e determinacdo por CG-DCE, encontraram médias de recuperacdo de 76 % a
110 % com CV de 2 % a 4 % para o analito procimidona em amostras de tomate nos
niveis 0,025 mg kg™, 0,100 mg kg™ e 2,5 mg kg™ obtidas de 6 replicatas. Para outros
compostos halogenados no referido trabalho, a faixa de recuperacédo foi de 72 % a
99 % com CV entre 4 % e 15 %. O método de analise e as faixas de recuperacéo foram
semelhantes ao do presente estudo.

4.7 LIMITES DE DETECCAO, DE QUANTIFICACAO, DE DECISAO E
CAPACIDADE DE DETECCAO

Os valores de LD dos analitos organohalogenados estudados para a matriz
morango foram determinados pela deteccdo dos mesmos em amostras adicionadas
com médias de sinal/ruido = 3 em relacdo a amostra branca. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Limites de deteccdo dos organohalogenados estudados na matriz

morango.

Analito LD (mg kg™)
Endossulfam alfa 0,003
Endossulfam beta 0,003

Endossulfam sulfato 0,007
Lambda-cialotrina 0,007
Procimidona 0,007
Trifluralina 0,003

Os valores encontrados na validacdo do presente trabalho estdo proximos dos
valores da literatura. ZAWIYAH et al. (2007) determinaram o LD de seis organoclorados
e de trés piretrides na faixa de 0,003 mg kg™ a 0,015 mg kg™, em amostras de uva,
utilizando a relagcéo sinal/ruido maior que 3. Segundo CARDOSO et al. (2010), os LD
em amostras de tomate para o clorotalonil e a procimidona foram de 0,006 mg kg™,
para fenitrotiona e HCH gama de 0,005 mg kg™ e para o clorpirifés de 0,004 mg kg™, os
limites foram calculados com base no método da relacéo sinal/ruido e foram realizadas

seis injecbes para sua determinacdo. MENEZES et al. (2010) determinaram o LD do
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método para determinacdo de residuos de agrotoxicos em manga na faixa de
0,001 mg kg™ a 0,033 mg kg™, porém n&o foi mencionado como foram calculados os
limites.

O LQ correspondente ao menor nivel de concentracdo nos quais 0S
experimentos indicaram exatidao e precisédo aceitaveis. Os valores determinados de LQ

estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 — Limites de quantificacdo dos organohalogenados estudados na matriz

morango.

Analito LQ (mg kg™)
Endossulfam alfa 0,008
Endossulfam beta 0,005

Endossulfam sulfato 0,013
Lambda-cialotrina 0,013
Procimidona 0,013
Trifluralina 0,005

Apesar de possuir uma faixa de linearidade mais estreita o LQ determinado no
presente estudo € menor do que dos trabalhos aqui apresentados. IMOTO et al. (2004)
utilizando ELL e determinacdo por CG-DCE, obtiveram exatiddao e precisao, e uma
relacdo sinal/ruido maior que 10, para compostos organohalogenados na concentracao
de 0,02 mg kg™*. HERNANDEZ et al. (2006) determinaram 0,01 mg kg™ sendo o LQ de
um método multirresiduos pois foi a menor concentracao que apresentou recuperagao
e precisao satisfatérias em seu experimento para todas as matrizes testadas utilizando-
se CLAE-EM-EM. O LQ determinado no experimento de Zawiyah et al. (2007) variou na
faixa de 0,01 mg kg™ a 0,05 mg kg™.

Os resultados dos célculos de CCa e CCB encontrados para os analitos

estudados estao representados na Tabela 21.
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Tabela 21 — Limite de deciséo e capacidade de deteccao para os analitos estudados na

matriz morango.

Analito CCa (mg kg™ CCB (mg kg™)
Endossulfam alfa 0,003 0,005
Endossulfam beta 0,004 0,006

Endossulfam sulfato 0,025 0,042
Lambda-cialotrina 0,538 0,581
Procimidona 3,128 3,266
Trifluralina 0,004 0,006

GARCIA-CHAO et al. (2010) realizaram a validacéo de inseticidas sistémicos em
mel. No trabalho o célculo de CCa e CCP foi baseado em curvas de calibracéo
encontrando valores entre 0,41 mg kg™ e 2,33 mg kg™ para o CCa e entre 0,83 mg kg™
e 4,83 mg kg™ para o CCPB. No presente trabalho a forma de célculo dos parametros foi
semelhante ao dos pesquisadores, porém os limites determinados no presente estudo

foram menores.

4.8 OCORRENCIA DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS
ORGANOHALOGENADOS EM MORANGO

Foram analisadas 75 amostras de morango no ano de 2010, das quais 57 (76 %)
apresentaram no minimo um residuo de agrotoxico. Dessas, 47 estavam contaminadas
por agrotoxicos organohalogenados. Algumas amostras chegaram a apresentar até
cinco residuos de agrotéxicos. Trés amostras estavam em desacordo com a legislacéo,
uma por apresentar residuo de agrotoxico acima do LMR e duas por conterem residuos

nao autorizados para a cultura (Figural2).
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Figura 12 — Porcentagem de amostras de morango com residuos de agrotoxicos.

Além da pesquisa de agrotoxicos organohalogenados foram analisados também
outros grupos como os organofosforados e os ditiocarbamatos. Dentre as amostras néo
conformes uma apresentou residuo de clorfenapir na concentragéo de 0,303 mg kg™. O
clorfenapir € um analogo de pirazol, de classe Il, que contem flior, bromo e cloro em
sua molécula e ndo é autorizado para a cultura de morango. Outro agrotéxico nao
autorizado para a cultura e detectado no estudo foi o organofosforado parationa
metilica na concentracéo de 0,012 mg kg™. A parationa metilica é extremamente toxica,
classe I. E o analito que teve a sua concentracdo acima do limite permitido foi o
halogenado difeconazole, do grupo dos triazdis. O difeconazole é extremamente toxico,
classe | e possui cloro em sua molécula. O seu LMR permitido para a cultura de
morango é de 0,5 mg kg™ e a concentracdo encontrada desse analito variou de 0,171
mg kg™*a 1,243 mg kg™.

Entre os analitos pesquisados no atual trabalho foram encontrados nas amostras
de morango apenas a procimidona e a lambda-cialotrina. A procimidona foi encontrada
em 35 amostras numa faixa de concentracdo entre 0,016 mg kg™ e 3,000 mg kg™*. A
menor concentracdo encontrada € maior que o LQ e a amostra que apresentou a
concentracéo de 3,000 mg kg™’ nao foi considerada ndo conforme pois a concentracdo
apresentada foi menor que o CCa determinado. A faixa de concentragdo encontrada
das 12 amostras que apresentaram lambda-cialotrina variou entre 0,013 mg kg™ e
0,150 mg kg*. N&o foram constatadas nenhuma irregularidade para esses analitos.
Outros ingredientes ativos encontrados estdo descritos na Figura 13, sendo que
nenhuma irregularidade foi constatada para esses agrotoxicos.
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Figura 13 — Numero de amostras de morango com residuos de agrotéxicos.

AMARAL et al. (2009) realizaram a analise de 15 amostras de morango, no ano
de 2008, sendo que 13 (86,7 %) estavam contaminadas e sete (46,7 %) estavam em
desacordo com a legislacdo, seis por apresentarem residuos de agrotdxicos néo
autorizados e uma por apresentar residuo acima do LMR. AMARAL et al. (2010)
realizaram em 2009 86 amostras de morango sendo que 11 (12,8 %) apresentaram
residuos ndo autorizados para a cultura. Nao foi constatada nenhuma irregularidade
por presenca de agrotdxicos acima do limite maximo permitido. A grande maioria das
irregularidades é referente ao uso de agrotéxicos ndo autorizados para a cultura. Para
as amostras realizadas no estado de Minas Gerias esta sendo evidenciado uma

diminuicdo das infragdes de acordo com os resultados obtidos.
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5 CONCLUSOES

O procedimento utilizado foi adequado para validacdo intralaboratorial do
método de multirresiduos de organohalogenados em matriz de morango. Os
parametros de desempenho avaliados indicaram adequag¢do do método para uso na
andlise de residuos de agrotoxicos organohalogenados em morango e culturas
similares, atendendo aos limites regulamentados pelo ANVISA.

O método foi seletivo para os analitos avaliados. Faixas de operacao lineares
foram obtidas. Houve comprovagédo de efeito do dia nos estudos linearidade.
Comprovou-se o efeito de matriz para a lambda-cialotrina, o endossulfam sulfato e o
endossulfam alfa na cultura estudada, porém nao houve evidéncia de efeito de matriz
para o endossulfam beta, a procimidona e a trifluralina.

O método apresentou recuperagao e precisdo aceitaveis nos niveis estudados,
com excecdo do endossulfam alfa em que o método ndo foi repetitivo e nem
reprodutivo no nivel de adicdo de 0,005 mg kg™. As porcentagens de recuperacdo
variaram de 74,59 % a 115,41 %, com desvios padrdo de repetitividade e
reprodutibilidade parcial entre 1,63 % e 20,98 % e entre de 5,86 % a 20,98 %,
respectivamente.

Foram estabelecidos limites de deteccdo, quantificacdo, decisdo e capacidade
de deteccdo para os analitos variando entre 0,003 mgkg’e 0,007 mgkg™;
0,005 mg kg® e 0,013 mgkg™®; 0,003 mgkg* e 3,128 mgkg™; e 0,005 mgkg’ e
3,266 mg kg™, respectivamente.

Das 75 amostras de morango analisadas no ano de 2010, trés estavam em
desacordo com a legislacdo, uma por apresentar residuo de agrotéxico acima do LMR

e duas por conterem residuos nao autorizados para a cultura.
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6 SUGESTOES

e Aplicar o protocolo de validacdo trabalhado para outros grupos de matrizes
representativas.

e Validar métodos de ensaio para outros grupos de agrotoxicos.

e Manter e ampliar os programas de monitoramento de residuos.

e Ampliar os grupos de agrotoxicos pesquisados nos estudos de ocorréncia de
residuos de agrotoxicos em produtos agricolas.

e Treinar produtores, como forma de disciplinar as boas praticas agricolas e garantir
melhor satude dos consumidores e trabalhadores rurais.

e Com auxilio dos resultados orientar consumidores, comerciantes e produtores

guanto ao consumo do alimento seguro e do uso correto dos agrotoxicos.
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