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RESUMO

Entre as questdes relativas a qualidade do mel de abelhas, estdo as caracteristicas fisico-
quimicas, a identificagdo da origem floral e geografica, a ocorréncia de adultera¢es e as
contaminac¢des, principalmente, com antibidticos e agrotoxicos. A adequagdo dessas
caracteristicas as legislacdes vigentes no pais torna o produto mais competitivo para o mercado
de exportagcdo. O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de metodologia
multirresiduo para a determinagdo de agrotoxicos em mel de abelhas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, modo de aquisicdo SIM usando ionizacdo por elétrons
(EI) a 70 eV.como contribuicdo para o aprimoramento das metodologias de andlise de
contaminantes descritos na Instru¢do Normativa n® 9, de 30 de mar¢o de 2007 do MAPA e sua
aplicacdo em amostras de mel de diferentes regides do Brasil. Foram avaliadas trés técnicas de
extracdo — extracdo liquido-liquido, SPE - C18 e fase solida dispersiva “QuEChERS”
modificado. Os resultados dos procedimentos de extracdo indicaram a interferéncia da matriz
nas respostas cromatograficas, quando comparadas com a curva analitica obtida apenas em
acetato de etila. Maiores respostas para os analitos foram obtidas para a extragdo liquido-liquido
em acetato de etila. A metodologia utilizando extragdo liquido-liquido e curvas analiticas
obtidas no extrato da matriz ressuspendida em acetato de etila foi desenvolvida e validada para
20 agrotoxicos das classes dos organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides.
Neste trabalho, foram avaliados alguns parametros de validagdo do método. A linearidade das
curvas analiticas (sete niveis de concentragdo e seis injecdes cada). Foram obtidas curvas
analiticas com ajuste para regressdo quadratica e coeficientes de determinacdo superiores a
0,989. Os limites de deteccdo calculados variaram de 0,4 a 13,4 ng mL"! e os limite de
quantificagio apresentaram resultados entre 1,4 ¢ 60,8 ng mL™'. A precisio pelo estudo de
repetibilibidade (DPR entre 3,4 a 32,9%) e a exatiddo pelo estudo dos indices de recuperagdo
(92% a 115%). As fortificagdes das amostras foram realizadas em trés niveis de concentragio
(1,0 pg kg, 5,0 ug kg, 10,0 pg kg'). A metodologia foi aplicada em 46 amostras de mel
oriundas de diferentes regides do Brasil. Foi detectada a presenca de agrotoxicos em oito
amostras. Em trés delas, os compostos encontrados podem estar relacionados com o uso dos
agrotoxicos nas culturas no entorno dos apiarios.

Palavras-chave: mel, agrotoxicos, multirresiduo, cromatografia gasosa, espectrometria de
massas.
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ASBTRACT

Among the problems concerning the quality of honey, are the physical and chemical
characteristics, the identification of the floral and geographical origin, the occurrence of
adulteration and contamination, especially with antibiotics and pesticides. The adequacy of
these features to existing laws in the country makes the product more competitive for the export
market. This work aims the development of a multi residue methodology for the determination
of pesticides in honey, as a contribution to the improvement of methodologies for the analysis of
contaminants described in Normative Instruction No 9, March 30, 2007 to MAPA and its
application in samples of honey from different regions of Brazil. The technique used was gas
chromatography coupled to mass spectrometry, using SIM acquisition mode, electron ionization
(EI) at 70 eV. Three techniques of extraction - liquid-liquid extraction, solid phase extraction
(C18) and dispersive solid phase extraction modified "QuEChERS" was evaluated. The results
of the extraction procedures indicated the interference of the matrix in the chromatographic
responses when compared with the analytical curve obtained only in ethyl acetate. Best analyte
responses were obtained for the liquid-liquid extraction with ethyl acetate. A method using
liquid-liquid extraction and analytical curves obtained in the matrix extract resuspended in ethyl
acetate was developed and validated for the 20 pesticides from the classes of organochlorine
pesticides, organophosphates, carbamates and pyrethroids. In this work the following
parameters were assessed for validation of the method. Linearity of analytical curves (7
concentration levels and six injections each). Analytical curves were obtained to adjustment for
quadratic regression and determination coefficients higher than 0.989. Limit of detection (LOD)
calculated ranged from 0,4 to 13,4 ng mL" and limit of quantification (LOQ) performed
between 1,4 and 60,8 ng mL™". The precision for the study of repetibilibidade (% RSD between
3,4 and 32,9%) and accuracy (recovery rate - 92% a 115%). The fortifications of the samples
were taken at three concentration levels (1,0 pg kg', 5,0 pg kg, 10,0 ug kg'). The
methodology was applied to the analysis of 46 honey samples from different regions of Brazil.
It was detected the presence of pesticides in 8 samples. In three of them, the compounds found
may be related to the use of pesticides on crops in the neighborhood of apiaries.

Keywords: honey, pesticides, multiresidue, gas chromatography, mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A mudanga de habitos da populagdo, no
sentido de manter uma vida mais saudavel,
faz crescer a procura por produtos
genuinamente naturais. Dentre os produtos
naturais, o mel é um alimento apreciado por
seu sabor caracteristico e consideravel valor
nutritivo, sendo por isso cada vez mais
consumido. O mel é um produto muito
valorizado no mercado externo e seu prego
oscila em niveis altos se comparado a
outros produtos. Por isso, a busca por
rigorosos padroes de qualidade se torna
necessaria para atender a um mercado
consumidor cada vez mais exigente.

Problemas sanitarios ocorridos em 2003
nos apiarios da China e da Argentina,
principais paises exportadores de mel
levaram a falta do produto no mercado
internacional, aumentando a demanda pelo
produto brasileiro. Em decorréncia desse
fato, houve um estimulo para que
produtores brasileiros aprimorassem suas
técnicas no trato com as abelhas, no
processo produtivo e no controle de
qualidade do mel, com a finalidade de
aumentar o volume de producdo e,
conseqiientemente, 0  volume das
exportacoes.

Entre as questdes relativas a qualidade do
mel, estdo a identifica¢do da origem floral e
geografica, a ocorréncia de adulteragdes e
as contaminagdes, principalmente com
antibioticos e agrotoxicos.

Em marco de 2006, a Unido Européia (UE)
suspendeu a compra do mel brasileiro. A
medida foi baseada em uma decisdo da
Federagdo FEuropéia de Comércio de
Produtos do Agronegb6cio, que teria
constatado a persisténcia de falhas no
sistema de monitoramento de residuos no
mel brasileiro, apontadas anteriormente por
outra missao técnica em 2003 (IEA, 2006).

Para o fim do embargo europeu ao mel
brasileiro, ocorrido em mar¢o de 2008,

houve a necessidade de se implantar Boas
Praticas e o Sistema de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle
(HACCP/APPCC) nos entrepostos e casas
de mel no pais. Além disso, o cumprimento
da exigéncia de registro junto ao Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Varios estudos tém sido realizados para o
desenvolvimento de novas metodologias
que sejam mais efetivas no controle da
qualidade do mel. Muitos desses estudos
ttm como  objetivo  principal o
desenvolvimento e a validacdo de métodos
que sejam capazes de determinar a presenca
de residuos de contaminantes em alimentos
de uma maneira rapida, simples e
economicamente viavel.

Os residuos de agrotdxicos estdo entre os
compostos de interesse devido aos riscos a
saide humana e a satde das abelhas.
Apesar da discordancia entre produtores de
defensivos e cientistas, acredita-se que os
agrotoxicos podem ser responsaveis pela
perda de grande numero de abelhas em
algumas areas estudadas. A mortalidade das
abelhas estd diretamente relacionada a
presenca de agrotoxicos no polen, no favo,
nas proprias abelhas e no mel (Rial-Otero et
al., 2007).

Diante desta perspectiva, este trabalho teve
como objetivo principal o desenvolvimento
de metodologia multirresiduo para a
determinacdo de agrotoxicos em mel de
abelhas (Apis sp) como contribui¢do para o
aprimoramento das metodologias de analise
de contaminantes descritos na Instrugdo
Normativa n® 9, de 30 de margo de 2007 do
MAPA e sua aplicagdo em amostras de mel
de diferentes regides do Brasil. Como
objetivos especificos a avaliagdo de
diferentes metodologias para preparagdo de
amostras (extragdo e concentracdo de
analitos), a execu¢do de estudos para
validacdo de metodologia, a avaliagdo da
presenca de residuos de agrotoxicos das
classes dos organoclorados, dos
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organofosforados, de carbamatos e de
piretroides em méis produzidos em Estados
brasileiros e o estabelecimento de
correlagdes entre a contaminagdo por
agrotoxicos e as culturas no entorno dos
apiarios.

2 REVISAO
BIBLIOGRAFICA SOBRE
ASPECTOS RELACIONADOS A

QUALIDADE DO MEL DE
ABELHAS E TECNICAS
APLICADAS NAS
DETERMINACOES DA
AUTENTICIDADE E DE
CONTAMINANTES

2.1 DEFINICAO E

CLASSIFICACAO DO MEL

O mel ¢ um alimento apreciado por seu
sabor caracteristico e pelo seu consideravel
valor nutritivo. De acordo com a legislagdo
vigente no Brasil, entende-se por mel o
produto  alimenticio produzido pelas
abelhas meliferas, a partir do néctar das
flores ou das secregdes procedentes de
partes vivas das plantas ou de excregoes de
insetos sugadores de plantas que ficam
sobre partes vivas de plantas, que as
abelhas recolhem, transformam, combinam
com substancias especificas proprias,
armazenam ¢ deixam maturar nos favos da
colméia (Brasil, 2000).

O mel ¢ conhecido desde a antiguidade.
Estudos mostram que as abelhas ja
produziam mel hd 50 milhdes de anos,
muito antes de o homem aparecer sobre a
Terra. Os homens primitivos “cagavam”
mel, assim como cagavam outros alimentos.
Essa pratica se desenvolveu e deu inicio a
apicultura que permaneceu inalterada
durante milhares de anos até que, na
segunda metade do século XX, houve um
maior desenvolvimento da técnica abrindo
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caminho para o estabelecimento do mel
como produto comercial.

No Egito Antigo, o mel era ofertado em
cerimoOnias religiosas, usado para conservar
corpos mumificados ¢ como medicamento.
Na Idade Média, o mel era considerado tdo
importante que ha registros de testamentos
destinando colméias para pessoas da familia
ou para a igreja (Crane, 1998).

O mel ¢ classificado de acordo com sua
origem em mel floral quando as abelhas
utilizam néctar das plantas e mel de melato
quando esse é obtido de secrecdes de
liquidos agucarados, procurados e colhidos
pelas abelhas como se fossem néctar
(Anklam, 1998). Os dois tipos de méis
passam  por  processos  enzimaticos
semelhantes, porém, suas caracteristicas
fisico-quimicas sdo diferentes quando se
tornam o produto final. O mel floral ¢
chamado monofloral, quando o néctar ¢
coletado predominantemente de uma
espécie floral e multifloral ou silvestre,
quando ¢ obtido a partir de diferentes
origens florais (Campos, 1998).

O néctar é apanhado pelas abelhas operarias
coletoras e carregado na vesicula
nectarifera para a col6nia, repassado a outra
operaria ou depositado diretamente no favo.
Durante o transporte, ¢ diluido por saliva
onde sdo adicionadas enzimas (invertase,
diastase e glicoseoxidase) provenientes das
glandulas hipofaringeanas das abelhas. As
enzimas atuam no processamento do néctar
para transforma-lo em mel (Arauco, 2005).

De acordo com Crane (1998), o mel ¢ o
resultado da  desidratagdio e da
transformacdo desse néctar, portanto, a
quantidade da substancia elaborada a partir
de uma determinada planta varia de acordo
com os fatores que influenciam a produgao
e a concentracdo de néctar, com a
concentracdo e as proporgdes de seus
carboidratos, com a quantidade de flores da



area ¢ até com o numero de dias que as
flores estdo secretando néctar.

Sendo assim, a composicdo do néctar de
uma espécie produtora, que foi coletado
pelas abelhas, contribui diretamente na
composi¢do do mel elaborado, conferindo-
lhe caracteristicas especificas. De acordo
com Marchini e colaboradores (2004) as
condigdes climaticas e o manejo do
apicultor tém menos influéncia sobre essas
caracteristicas.

O mel de melato difere do mel floral em sua
composi¢do quimica; eles sdo mais escuros,
tem pH mais alto, menor teor de glicose,
razao pela qual usualmente ndo cristaliza e
maior acidez (Campos, 1998; Castro-
Vazquez et al., 2006).

Existem varios tipos de méis no mundo, no
que se refere a espécie de abelha coletora.
As abelhas do género Apis chamadas
africanizadas sdo as principais: Apis
melifera, Apis cerana, Apis dorsata, Apis
florea. No Brasil, existem outras espécies,
como as abelhas sem ferrdo (meliponideos)
do  género Melipona, conhecidas
popularmente como urugu (Melipona
scutellaris), tiiba (Melipona compressipes),
jandaira (Melipona subnitida), mandagaia
(Melipona quadrifasciata) (Vargas, 2006).

De maneira geral, o mel das espécies de
meliponideos  tem  como  principal
caracteristica a diferenciagcdo nos teores da
sua composi¢do, destacando-se o teor de
agua (umidade), que o torna menos denso
que o mel das abelhas africanizadas
(Campos, 1998).

2.2 PRODUCAO E EXPORTACAO
DE MEL NO BRASIL E NO
MUNDO

A producdo mundial de mel teve uma
tendéncia crescente nos ultimos 20 anos. O
consumo também  aumentou, sendo

atribuido ao aumento geral nos padrdes de
vida e também a um interesse maior da
populagdo por produtos naturais e
saudaveis.

Restrigdes impostas ao produto dos dois
maiores exportadores mundiais, China e
Argentina, proporcionaram uma abrupta
demanda pelo produto brasileiro nos
ultimos anos (Relatério Adeca, 2005). De
acordo com FAOSTAT (2006), o Brasil
representa 2,5 % da producdo mundial em
2005, como apresentado na tabela 1.

A procura por produtos naturais sem
contaminagdes de qualquer espécie coloca o
Brasil como potencial fornecedor de mel
para o mercado internacional. A
biodiversividade de flora, a rusticidade das
abelhas e as caracteristicas do clima sdo
condigdes favoraveis a produgdo de mel de
qualidade. Uma outra caracteristica que
coloca o Brasil em vantagem ¢ a
possibilidade de producdo de mel durante
todo o ano, enquanto que em outros paises
as condigdes climaticas sdo limitantes. No
Brasil, o avango das técnicas de apicultura e
a melhoria na qualidade do produto se
tornaram necessarias diante das exigéncias
do mercado de exportagao.

Em margo de 2006, a Unido Européia (UE)
suspendeu a compra do mel brasileiro. A
medida foi baseada em decisio da
Federagdo FEuropéia de Comércio de
Produtos do Agronegbcio, que teria
constatado a persisténcia de falhas no
sistema de monitoramento de residuos no
mel brasileiro que ja tinham sido apontadas
por outra missdo técnica em 2003 (IEA,
20006).
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Tabela 1. Produgdo mundial de mel em
toneladas no ano de 2005

Pais 2005
China 300.000
Estados Unidos 82.000
Argentina 80.000
Turquia 73.929
Ucrania 60.502
México 53.000
Russia 53.000
fndia 52.000
Etiopia 39.000
Espanha 37.000
Ird 36.000
Brasil (12%) 33.749
Canada 33.000
Coréia 29.000
Tanzania 27.000
Angola 23.000
Quénia 21.500
Alemanha 17.000
Australia 16.000
Outros 301.485
Total 1.368.165

Fonte: Adaptado de FAOSTAT (2006).

Avalia-se, no mercado, a possibilidade de o
mel brasileiro ser reexportado para a
Europa, via Estados Unidos, contrariando
as previsdes decorrentes do embargo
europeu. Isto justificaria o aumento de 37%
das exportagdes brasileiras para os Estados
Unidos em 2006. Assim, o embargo por
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parte da EU néo teria acontecido pelo fato
de o mel brasileiro ter apresentado tracos de
antibidticos, herbicidas ou agrotéxicos, mas
sim por problemas no cumprimento do
cronograma de andlises, acertado entre
europeus ¢ brasileiros (IEA, 2007; Bohlke,
2006).

Para reverter essa situagdo, o governo
brasileiro propds, além do monitoramento
do produto, o aumento no numero de
amostras a serem examinadas e mais
empenho na fiscalizacdo e controle dos
residuos. Segundo o presidente da
Associagdo  Paulista de  Apicultores
Criadores de Abelhas Meliferas Européias
(APACAME), a decisdo da UE foi de
carater burocratico, pois nao tinha sido
constatada qualquer contaminagdo no mel,
tendo em vista que o apicultor brasileiro
ndo usa medicamentos no manejo apicola
(IEA, 2006).

Os dados sobre producdo e exportagdo de
mel no Brasil variam com as fontes
consultadas. De acordo com MDIC /
SECEX, os Estados Unidos foi o principal
destino das exportacdes brasileiras em
2008. O pais respondeu por 73,1% do total
comercializado, com uma receita de US$
31,84 milhoes, ao prego de US$ 2,32/kg de
mel. Com a Alemanha, o Brasil
comercializou 16,5% das exportacdes. O
terceiro mercado comprador do mel
brasileiro foi o Canada, que respondeu por
5,3% das vendas. A tabela 2 apresenta os
dados de exportacao da produgao brasileira
de mel entre os anos de 200 e 2006.



Tabela 2. Exportacdo da produgao brasileira
de mel — 2000 a 2006 (em USS$ ¢ kg.)

Exportagdo
Ano

US$ kg

2000  331.060 268.904

2001  2.809.353  2.488.671

2002 23.141.221 12.640.487

2003 45.521.098 19.272.782

2004 42.303.289 21.029.045

2005 18.940.333 14.442.090

2006 23.358.927 14.599.908
Fonte: Adaptado de MDIC/SECEX -
Aliceweb (2000).

2.3 LEGISLACAO

Os parametros fisico-quimicos para méis
brasileiros estdo bem definidos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). A Instrugdo
Normativa n® 11, de 20 de outubro de 2000,
aprova o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Mel, revoga a
Portaria n® 367 de 04/09/1997. O
regulamento estabelece a defini¢do, a
classificagdo, a designacgdo, a composigao, e
0s requisitos quanto as caracteristicas
fisico-quimicas, sensoriais, condigdes de
acondicionamento, aditivos, contaminantes,
condigdes higiénicas - critérios
macroscopicos € microscopicos - pesos €
medidas, rotulagem, amostragem ¢
definicdo de métodos de analises que
deverdo ser seguidos (Brasil, 2000).

A Resolugdo RDC n® 360, de 23 de
dezembro de 2003, aprova o Regulamento
Técnico sobre Rotulagem Nutricional de
Alimentos  Embalados, tornando a
rotulagem nutricional obrigatodria, inclusive
para o mel (Brasil, 2003).

A Portaria n® 50 de 20 de fevereiro de 2006
do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento  (MAPA) aprova os

programas de controle de residuos em
varios produtos. O programa inclui o
monitoramento de residuos de varios
antibidticos no mel (Brasil, 2006). A
Instru¢do Normativa n® 9, de 30 de margo
de 2007 do MAPA aprova os programas
para o ano de 2007 e prevé a execugdo de
analises e, além dos antibioticos, determina
o limite maximo de residuos (LMR) para
varios tipos de agrotdoxicos como
compostos halogenados, organoclorados,
carbamatos, piretréides e organofosforados
(Brasil, 2007).

A composi¢do e o beneficiamento do mel
na EU sdo regulamentados pela Diretiva
2001/110/EC de 20 de Dezembro de 2001.
A Diretiva estabelece os tipos de méis que
podem ser comercializados na UE e da
informagbes sobre os niveis de umidade,
hidroximetilfurfural, atividade enzimatica e
agrotoxico. Ainda exige que a origem floral
e geografica do mel seja indicada na sua
embalagem (Nozal et al., 2005).

2.4 COMPOSICAO E
CARACTERiSTICAS FiSICO-
QUIMICAS DO MEL

Os parametros fisico-quimicos de amostras
de méis sdo importantes para a sua
caracterizacdo e sdo primordiais para
garantir a qualidade desse produto. Além
disso, a caracterizacdo regional de méis ¢
de fundamental importancia levando-se em
consideracdo a grande diversidade botanica
e variagdo do solo e do clima das diversas
regioes.

As andlises fisico-quimicas e polinicas
contribuem na fiscalizacgdo de méis
importados e no controle da qualidade do
mel produzido no pais. Seus resultados
devem ser comparaveis aos padrdes
estabelecidos por organismos internacionais
protegendo o consumidor de adquirir um
produto adulterado (Marchini et al, 2004).
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Analises quantitativas dos componentes do
mel que aparecem em menores teores vém
ganhando maior importancia recentemente,
dado que, variagdes nos teores desses
componentes sdo mais apropriadas para
diferenciar tipos de méis, quando
comparado com as variagdes nos principais
componentes (Nozal et al., 2005).

Os métodos de anélises para os pardmetros
correspondentes as caracteristicas fisico-
quimicas do produto sdo determinados pela

legislagdo vigente, conforme indicado no
quadro abaixo.

A legislagdao vigente (Instru¢do Normativa
n® 11, de 20 de outubro de 2000) estabelece
como parametros minimos de qualidade
fisico-quimica a  determinagdo  de
indicativos de maturidade (acucares
redutores, sacarose aparente ¢ umidade), de
pureza (so6lidos insoluveis em dagua e
minerais) e de deterioracdo (acidez,
atividade diastasica e hidroximetilfurfural)
(Brasil, 2000).

Quadro 1. Métodos de analise de acordo com Instru¢do Normativa n® 11. MAPA

Determinacio

Referéncia

Acucares redutores

CAC/VOL. 111, Supl. 2, 1990, 7.1

Umidade (método refratométrico) A.O.A.C. 16th Edition, Rev. 4th, 1998 - 969.38 B

Sacarose aparente
Solidos insoluveis em agua
Minerais (cinzas)

CAC/Vol. 111, Supl. 2, 1990, 7.2
CAC/Vol. 111, Supl. 2, 1990, 7.4.
CAC/Vol. 111, Supl. 2, 1990, 7.5

Acidez A.O.A.C. 16th Edition, Rev. 4th, 1998 - 962.19

Atividade diastasica
Hidroximetilfurfural (HMF)

CAC/Vol. 111, Supl. 2, 1990, 7.7
A.O.A.C. 16th Edition, Rev. 4th, 1998 - 980.23

(a) Codex Alimentarius Commission — CAC. Programa Conjunto da Organizagido das Nac¢des Unidas para
a Agricultura e a Alimentagdo - FAO e da Organizagdo Mundial da Saade — OMS

(b) A.O.A.C - Association of Official Analytical Chemists

Fonte: Adaptado da Instru¢do Normativa n® 11. MAPA

Tabela 3. Parametros e valores maximos e minimos para méis permitidos pela Instrucdo

Normativa n® 11, de 20 de outubro de 2000

Parametro

Mel floral

Mel de melato

Maturidade

Acgucares redutores
Umidade

Sacarose aparente

Pureza

Sélidos insoliiveis em agua
Cinzas

Polen

Maximo 6 g/100 g

Minimo 65 g/100 g~ Minimo 60 g/100 g
Maximo 20 g/100 g

Maximo 15 g/100 g

Maximo 0,1 g/100 g
Maximo 0,6 g/100 g Maximo 1,2 g/100 g

presenga
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Parimetro Mel floral Mel de melato

Deterioracao
Acidez Maxima 50 meq/g
Atividade diastasica (escala Gothe) Minimo 8

Hidroximetilfurfural Maximo 60 mg/kg
Fonte: Adaptado da Instrugdo Normativa n® 11, MAPA.

A tabela 4 mostra os valores caracteristicos
para a composi¢ao do mel.

Tabela 4. Caracterizacdo e composi¢do do mel

Nutrientes Média em 100 g
Agua 17,1 g
Total de carboidratos 824¢
Frutose 385¢g
Sacarose 1,5¢g
Proteinas e aminoacidos 05¢g
Minerais Média em 100 g
Calcio 4,8 mg
Ferro 0,25 mg
Potassio 50,0 mg
Fosforo 5,0 mg
Magnésio 2,0 mg
Cobre 0,05 mg
pH 3,9

Branco agua (<8 mm escala Pfund)
a ambar escuro(>114 mm escala Pfund)

Fonte: Adaptado de Arvanitoyannis (2005).

Cor

Em seu trabalho, Almeida (2002) mostra a algumas caracteristicas fisico-quimicas do
grande variacdo entre os resultados mel (Tabela 5).
encontrados por varios autores para

Tabela 5. Variagdo entre resultados para algumas caracteristicas fisico-quimicas em mel de
abelhas

Pardmetro Indices (unidades)
Acgucares redutores 56,2 a 95 (%)
Sacarose aparente 0,4al1l (%)

Umidade 13 e 30,5 (%)

23



Parametro

Indices (unidades)

Cinzas
Acidez

Hidroximetilfurfural
Proteinas e aminoacidos
Condutividade elétrica

0,02 20,09 (%)
8,2 a2 50,0 (meq/kg )
0,5 a 241 (mg/kg)
0,222,8(%)

90 ¢ 2112 (uS)

Fonte: Adaptado de Almeida (2002).

2.5 PRINCIPAIS FONTES DE
ADULTERACAO

A grande valorizagdo do mel no mercado
internacional tem suscitado um maior
controle da sua qualidade, principalmente
no que se refere ao produto que sera
importado ou exportado. Em igual
propor¢do, crescem ~0S  mecanismos
utilizados por produtores para burlar as
legislagdes onde estdo fixados os padrdes
de identidade e qualidade do mel.

As adultera¢des podem ser explicadas pelo
valor econdmico envolvido, j4 que o custo
de um produto sintético é mais baixo que o
de produtos naturais. Além de prejudicarem
economicamente os produtores que seguem
a legislagdo, as adulteracdes podem ter
efeitos catastroficos para a saude publica se
forem adicionados ao produto elementos
que podem ser toxicos.

Varios estudos tém sido realizados para o
desenvolvimento de novas metodologias
que sejam mais efetivas no controle de
qualidade do mel. Muitos desses estudos
ttm como objetivo principal apontar
mecanismos que possam, efetivamente,
inibir a pratica das adulteragdes.

Métodos mais novos, rapidos e precisos
como espectrometria de absor¢do atdmica
(AAS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS), ionizagdo por ‘“eletronspray”-
espectrometria de massas (ESI/MS),
cromatografia de camada fina (TCL),
ressonancia nuclear magnética (NMR),
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transformada de Fourier-Raman (FT-
Raman) e infravermelho proximo (NIR)
tém enriquecido as ferramentas do quimico
analitico para a solucdo de fraudes
(Arvanitoyannis et al., 2005; Karoui et al.,
2007).

2.5.1  Adulteragdo com xaropes

Adocantes e xaropes disponiveis no
comércio sdo um potencial meio de
adulteracdo em méis. Os mais amplamente
usados sdo xarope com alto teor de frutose
e acucar invertido. Uma pratica comum de
adulteragdo ¢ a adigdo de xarope ao mel
depois da colheita ou a alimentacdo das
abelhas com liquidos agucarados que sdo
dispostos em locais estratégicos proximos
as colméias.

2.5.2  Certificagdo da origem botanica

Os trabalhos executados para atestar
autenticidade pela certificagdo da origem
botanica e geografica e sua relagdo com a
composi¢do fisico-quimica do mel de
abelhas utilizam técnicas que exploram
componentes que estdo presentes no
produto em diminutas concentragdes. Esses
componentes parecem ser mais apropriados
para se evidenciar diferencas significativas
entre os varios tipos de méis que sdo
produzidos pelas abelhas (Anklam, 1998;
Crane, 1998; Bastos, 2002; Arruda, 2003;
Arvanitoyannis et al., 2005; Vargas, 2006;
Karoui et al., 2007). Varios autores
estudaram a presenca de aminoacidos e
proteinas e sua relacdo com a origem



botanica e geografica (Pirini et al., 1992;
Conte et al., 1998; Hermosin et al., 2003;
Bernal et al., 2005; Patzold et al., 2006;
Perez et al., 2007).

As proteinas s3o o0s componentes que
aparecem em menores teores no mel, sendo
assim, elas podem ser usadas como padrao
interno para avaliacdo de adulteragdo pela
relagdo isotopica do carbono. Considerando
que as proteinas das abelhas devam ser
comuns a todos os tipos de méis, Baroni et
al. (2002) verificaram a utilidade das
proteinas de polen como marcadores da
origem floral.

Azeredo (2003) determinou o conteudo de
proteinas em amostras de méis de diferentes
origens florais, além de outros parametros
fisico-quimicos e andlise do espectro
polinico, com o objetivo de fazer uma
correlagdo entre a origem botanica das
espécies e o conteudo de proteinas. Seus
resultados indicam que a determinagdo pelo
método colorimétrico para contetdo de
proteinas foi eficiente e permitiu a detecgdo
de altos valores em duas amostras de
Borreria verticillata, conhecida como
“vassourinha” no Estado do Piaui.

2.53  Compostos volateis

Os compostos volateis organicos (VOCs)
contribuem  significativamente para o
“flavor” do mel e para suas variagdes em
relacdo a sua origem. A identificagdo dos
compostos volateis € importante para o
entendimento das diferencas de flavor que
podem existir entre os tipos de méis. A
presenga de alguns compostos como
alcoois, aldeidos e furanos reflete a
auséncia de microrganismos ¢ as condi¢des
de processamento ¢ estocagem do mel.
Alguns compostos volateis estdo presentes
no néctar ou no melato coletados pelas
abelhas ¢ podem estar relacionados com as
plantas, outros se originam durante o

processamento e estocagem do mel
(Anklam, 1998; Castro-Vazquez et al.,
2006).

Meéis monoflorais t&ém muitas caracteristicas
aromadticas, presumidamente derivadas do
néctar, indicando a presenga de compostos
volateis responsaveis pelas suas fragrancias
caracteristicas. Em razdo do grande numero
de compostos volateis, estes perfis
representam uma impressdo digital dos
produtos, a qual pode ser usada para
determinar a origem do mel (Baroni et al.,
20006).

O “flavor” do mel deve estar diretamente
correlacionado com o processamento, com
a estocagem e com a fonte botanica. Uma
cuidadosa analise dos componentes volateis
em mel pode ser uma ferramenta 1til para a
caracterizacdo da origem botanica. Porém,
compostos tipicos podem ser identificados
para méis de alguma fonte floral se essas
analises forem sempre combinadas com
métodos de determinagdo de outros
constituintes (Anklam, 1998).

2.6 CONTAMINACAO DO MEL
POR ANTIBIOTICOS

A avaliacdo de alguns contaminantes do
mel ¢ de extrema importancia devido aos
riscos para saide humana e das abelhas. Os
residuos de antibioticos estdo entre os
compostos de interesse, pois, quando
presentes no mel, podem levar a selecdo de
microorganismos patogénicos resistentes.

Os  antibidticos, como  fonte de
contaminacdo em mel, tiveram maior
atengdo quando foram encontrados em
produtos da Asia, maior exportador de mel
para os Estados Unidos, Alemanha e outros
paises da UE. A deteccdo de cloranfenicol
(CAP) foi evidenciada no produto da China
e as importagdes de mel daquele pais foram
suspensas. Essas substdncias podem ser
encontradas em méis por causa da sua

25



aplicagdo nas colméias com objetivo de
combater o crescimento de microrganismos
aerdbios e anaerobios reduzindo a
incidéncia de doengas nas colonias (US-
FDA, 2002).

Sua detecgdo ¢é importante porque esses
medicamentos podem causar reagdes
adversas severas em humanos,
principalmente a anemia plasmatica -
diminuigdo dos globulos vermelhos por
toxicidade aguda da medula 6ssea. O CAP
¢ um composto lipossoluvel que se difunde
através da membrana celular e atua na
inibicdo da sintese de proteinas (Junior,
2006).

A UE incluiu o CAP como substincia de
tolerancia zero, nao aceitando sua presenca

mesmo que residual em tecido animal. A
Comissdo de Decisdo 2003/181/EC
estabeleceu o limite maximo de deteccdo
requerido para um método analitico na
determinagio de CAP de 0,30 pg kg™

No Brasil, apesar de proibido, o CAP tem
sido usado na produgdo de mel por
aumentarem a produtividade a baixo custo.
A Portaria n® 50, de 06 de fevereiro de 1986
do MAPA, instituiu o Plano de Controle de
Residuos Bioldgicos em Produtos de
Origem Animal. Na Instru¢do Normativa
N2 9, de 30 de mar¢o de 2007 do MAPA
sdo estabelecidos o método de analise e
novos limites de quantificagdo para
antibioticos (Brasil, 2007).

Tabela 6. Limites maximos de residuos de antibidticos permitidos para mel no Brasil

N°de
*
Grupo Analito Técnica ( I;(Q/L) IEM}}(H\X?) Itens de
ngkg, ngrkg ensaio
Clortetraciclina (a)
Oxitetraciclina (a) HPLC — 25 200 60
Tetraciclina (a) uv
Sulfatiazol (b)
- . Sulfametazma (b) HPLC —
Antimicrobianos Sulfadimetoxina (b) uv 25 100 60
Sulfadiazina Sulfaquinoxalina
Sulfaclorpiridazina
Nitrofurazona Furazolidona LC/MS- 05 1(1)* 30
Furaltadona Nitrofurantoina MS ’
o LC/MS-
Tilosina MS 0,5 10 10

(a) O LMR refere-se ao somatorio de todas as Tetraciclinas.
(b) O LMR refere-se ao somatorio de todas as Sulfonamidas.

(*) NA - Nivel de Agio

HPLC — UV — Cromatografia liquida de alta eficiéncia e detector ultravioleta visivel
LC/MS-MS — Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem

Fonte: Instru¢cdo Normativa n® 9 de 30 de margo de 2007. MAPA
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Os estudos para separagdo, determinagao e
confirma¢do de residuos de CAP sdo
executados com os métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e
detector ultravioleta visivel (HPLC-UVD),
cromatografia gasosa com detector de
captura de elétrons (GC-ECD) e
cromatografia gasosa acoplada  a
espectrometria de massas (GC-MS) com
ionizagdo por elétrons (EI), ionizagdo
quimica de ions negativos (NCI) e
monitoramento de ions selecionados (SIM).
Em muitos casos, HPLC, GC e GC-MS
podem ser aplicados para determinar e
confirmar concentragdo de residuo de CAP
dependendo do nivel de residuos em
amostras suspeitas. HPLC quantifica niveis
de residuos acima de 10 pg kg-1, GC-ECD
ou GC/MS-EI-SIM niveis entre 1-10 pg
kg-1. GC/MS-NCI-SIM podem ser usados
para detectar residuos de CAP até 0,1 ug
kg-1 (Shen et al., 2005).

Varios antibidticos tém sido usados no
controle da American Foulbrood (AFB) ou
cria putrida americana uma doenga grave
que afeta as colméias, causada pela bactéria
Paenibacillus larvae. Os antibiodticos
usados no controle da AFB foram
sulfatiazol (desde 1946) e depois
oxitetraciclina (OTC), e tetraciclina (TCA),
(desde  1950). Recentemente, foram
evidenciadas resisténcia ao tratamento com
estes antibioticos (Benetti et al., 20006).
Moeller et al. (2007) descreveram o
desenvolvimento de teste baseado num
biossensor especifico para tetraciclinas em
produtos animais, dentre eles o mel.

2.7 CONTAMINACAO DO MEL
POR AGROTOXICOS

Uma outra classe de compostos de interesse
sdo residuos de agrotoxicos, que além de
danos a populagdo das abelhas, podem
acarretar danos a saide humana. Outro
enfoque para a importancia do estudo dos
residuos de agrotoxicos € o monitoramento

ambiental (Rissato, 2006; Balayiannis,
2007).

2.7.1  Histérico e defini¢do

Desde a antiguidade quando o homem
iniciou as primeiras atividades agricolas
cultivando plantas de uma mesma espécie
ao seu redor deu-se o inicio, também, do
desenvolvimento das pragas e das doengas.
A preocupagdo com o seu controle &,
portanto, um problema tdo antigo quanto a
propria agricultura. Segundo Newman
(1979), os primeiros esforgos para controlar
quimicamente as pestes se deram pelo uso
de substancias toxicas de ocorréncia natural
como mercurio, enxofre e extratos de
plantas como nicotina e piretro. Os
agrotoxicos tém uma utilizacdo bastante
ampla, incluindo herbicidas, inseticidas,
acaricidas, nematicidas, raticidas,
fungicidas e bactericidas (Newman, 1979
citado por Vaz, 1996).

O Decreto n° 4.074, regulamenta a Lei n°
7802/1989 do Ministério da Agricultura e
Pecuaria, e estabelece que os agrotoxicos
sdo produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas,
de culturas florestais e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composi¢do da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da agdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento (Brasil, 2002).

2.7.2  Classificacdo
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Existem muitas formas de classificar os
agrotoxicos, entre elas a finalidade, o0 modo
de agdo, a persisténcia no ambiente, tipo de
deslocamento, a duracdo do efeito do
tratamento, a origem, a natureza quimica e
a toxicidade.

2.7.2.1 Natureza quimica

Os agrotoxicos sao classificados como
compostos inorganicos ou organicos. Os
inorgénicos, a base de bario, boro, fluor,
antimoénio,  talio, chumbo, cadmio,
mercurio, além da calda sulfocalcica e os
6leos minerais t€m como desvantagens sua
acumulagdo nos tecidos  organicos,
estabilidade e longa persisténcia no
ambiente por serem a base de metais. Sua
importancia reduziu-se bastante com o
aparecimento dos agrotoxicos organicos;
hoje nao totalizam 10% dos produtos em
uso. Os organicos (denominados assim
devido a presenca do atomo de carbono na
féormula) constituem o grupo de maior
importancia. Sdo divididos em sintéticos
(compostos produzidos pelo homem) e
naturais. O desenvolvimento dos compostos
organicos sintéticos possibilitou a geragdo
de imensa gama de produtos organicos,
classificados como organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides
(Sucen, 1990).

Endossulfan

Os agrotoxicos organoclorados  sdo,
relativamente inertes, e sua alta estabilidade
esta relacionada as liga¢des carbono-cloro.
Seu uso esta proibido em muitos paises
devido a resisténcia e efeito acumulativo
que causam ao meio ambiente ¢ na cadeia
alimentar

Os  agrotoxicos  classificados  como
organofosforados sdo ésteres, amidas ou
derivados tiol dos acidos de fosforo (acido
fosforico, acido  tiofosforico, acido
ditiofosforico e outros), contendo varias
combinagdes de carbono, hidrogénio,
oxigénio, fosforo, enxofre e nitrogénio. Os
organofosforados possuem varios grupos
segundo sua estrutura, estando entre os
mais numerosos os fosfatos, fosforotioatos
e fosforoditioatos (Sucen, 2000)

Os carbamatos sdo derivados do éacido
carbamico e podem ser inseticidas,
herbicidas e fungicidas.

Os piretroides foram descobertos a partir da
modificagdo de piretrinas naturais e sao
muito utilizados devido a sua alta
eficiéncia, sendo necessarias menores
quantidades de produto ativo, resultando
em menor contamina¢do nas aplicagdes.
Sdo compostos sintéticos analogos aos
componentes obtidos a partir dos piretros,
extraidos do crisdntemo.

Cl Cl
Cl
Cl
Cl Cl
O .
Endrin

Figura 1. Estrutura molecular de agrotoxicos organoclorados

Fonte: ANVISA
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Figura 4. Estrutura molecular dos piretroides

2.7.3 Toxicidade

Basicamente, os agrotoxicos sdo usados na
agricultura com trés objetivos: (i) obtencao
de cultivos com alta produtividade, (ii)
obtencdo de produtos com boa qualidade e
(iii)) reducdo do trabalho e gastos com
energia. Sem duvida, esses objetivos t€m
sido alcancados nessas ultimas décadas. No
entanto, o uso indiscriminado, sem critérios
e sem conhecimento aprofundado de sua
acdo e efeitos, trouxe problemas muito
Sérios ao meio ambiente e,
conseqiientemente, a qualidade de vida do
ser humano (Vaz, 1996).

Ciflutrina

CH, CH, o,  cn

T

Fenpropatrina

No Brasil, as formulagdes de agrotdxicos
sdo obrigadas a apresentar, no rotulo, a cor
correspondente a classe de sua toxicidade.
Os agrotoxicos estdo divididos em quatro
classes toxicologicas onde I= roétulo
vermelho (extremamente toxico), II= rotulo
amarelo (altamente toxico), I1I= rétulo azul
(medianamente téxico) e IV= rotulo verde
(pouco toxicos) (ANVISA, 2006).

2.7.4  Residuos de agrotéxicos em mel

Apesar dos beneficios dos agrotoxicos, o
problema de intoxicagdes por defensivos
agricolas  preocupa as  autoridades,
especialmente pelo fato de que essas

29



intoxicagdes acontecem pela ingestdo
gradativa destes produtos que contaminam
a agua, o solo e uma variedade de
alimentos. A crescente preocupagdo da
populagdo sobre os riscos dos residuos de
agrotoxicos para a dieta tem modificado,
profundamente, a estratégia para protecdo
da colheita, com énfase na qualidade e
segurancga alimentar (Rissato, 2004b).

Ao longo das duas ultimas décadas, o
monitoramento de residuos de agrotoxicos
em alimentos no Brasil foi marcado por
uma série de esforgos isolados de orgdos
estaduais de satde, agricultura e
instituigées de pesquisas. Esse fato sempre
impediu que o Pais tivesse uma nogéo clara
dos niveis de agrotoxicos encontrados em
seus produtos agricolas (Anvisa, 2006).

O uso de agrotoxicos na agricultura ¢
aplicado em areas muito extensas. A
contaminac¢do por residuos de agrotdxicos
pode ocorrer acidentalmente, devido a
manejo  inadequado de  agrotoxicos
utilizados na agricultura em geral. Por esse
motivo, esta pratica pode causar poluigdo e
sua presenca pode ser mascarada pela
dispersdo em diferentes locais no ambiente
(Fernandez, 2001).

Em alguns casos, os produtos quimicos
utilizados no controle das pragas
permanecem nas plantas e afetam outros
insetos, diferentes daqueles para os quais os
produtos quimicos foram desenvolvidos.
Assim, diferentes agrotoxicos podem ser
introduzidos na cadeia alimentar pelas
abelhas produtoras de mel, afetando a satide
humana (Rial-Otero, 2007).

O wuso de agrotoxicos ¢ a principal
estratégia utilizada no campo para a
prevengcdo e o controle de pragas. Estes
compostos, porém, sio potencialmente
toxicos a0 homem e as abelhas, além de
serem uma importante  fonte de
contaminag¢do em alimentos.
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O controle de agrotoxicos em mel ¢
importante devido as suas implica¢des para
a saude humana. Apesar da discordancia
entre produtores de defensivos e cientistas,
acredita-se que 0s agrotoxicos sao
responsaveis pela perda de abelhas em
algumas 4reas. A mortalidade das abelhas
estd diretamente relacionada com a
presenca de agrotoxicos no polen, no favo,
nas proprias abelhas e no mel (Rial-Otero et
al., 2007).

AN F e [ ‘I!’,/r' fi
Figura 5. Abelhas mortas em apiario — Foto
enviada por colaborador.

A producao de mel oriundo de florada
silvestre estd se tornando cada vez mais
escassa no Brasil e no mundo. Por esse
motivo, atualmente o desenvolvimento da
apicultura esta cada vez mais dependente
das culturas agricolas e florestais nas quais,
em alguns casos, sdo utilizados agrotoxicos
de maneira inadequada (Rissato, 2006).

Em seu vbéo, as abelhas percorrem
aproximadamente 7 km’ para o
recolhimento de néctar e do polen. Durante
este processo, diversos microorganismos,
produtos quimicos e particulas suspensas
no ar sdo interceptados ficando retidos nos
pelos superficiais de seu corpo ou sdo
inalados e wunidos em seu aparelho
respiratorio. Devido a estes fatores, as
abelhas podem ser usadas como
bioindicadores para monitoramento de
impacto ambiental causado por fatores
biologicos, quimicos e fisicos, tais como,



parasitas, contamina¢des industriais ou
agrotoxicos (Rissato, 2006).

Os residuos de agrotoxicos podem ser
encontrados no mel preferencialmente por
duas rotas de contaminagdo, indireta e
direta. De maneira indireta, quando as
abelhas entram em contato com o néctar e
com o polen de flores provenientes de terras
previamente pulverizadas. Se a abelha
morrer € nao retornar a colméia, a rainha e

as outras abelhas ndo estardo contaminadas
e a colméia sobrevivera. Por outro lado,
quando as abelhas entram em contato com o
agrotoxico e o transportam para a colméia
no seu proprio corpo ou em forma de néctar
e polen contaminados, pode ocorrer a
contaminac¢do do mel. De forma direta, por
tratamento das colméias para controlar
pestes e doencas que elas sofrem (Albero,
2004; Rissato, 2004a).

Contaminagio direta

|8
Tratamento com
pesticidas

Pasticidas incorporadas
a0 mel

(Contaminagio indiveta

Uso de pesticidas Distrimigio dos pesticidas
na agricultura

Transporte dos
pesticidas pelas abelhas

Figura 6. Processo de contaminagdo com agrotoxicos

Fonte: Rial-Otero (2007).

As principais doengas que afetam as larvas
das abelhas sdao American foulbrood
(Paenibacillus larvae), European foulbrood
(Melissococcus plutonius) e Chalkbrood
(Ascosphaera apis) ou podem ser
infestagdes por parasitas como nosema
(Nosema apis), amoeba (Malpighamoeba
mellifica), varroa mites (Varroa jacobsoni),
e tracheal mites (Acarapis woodi). Essas
doengas tém forgcado os apicultores a usar
tratamentos terapéuticos diretamente nas
colméias. (Rial-Otero, 2007).

O uso de acaricidas implica em risco de
polui¢do direta no mel e nos outros
produtos das colméias. Varios métodos tém
sido desenvolvidos para determinacdo de
residuos de acaricidas em amostras de mel.

Os niveis de concentracdo de residuos sao
influenciados pelo seu uso em condig¢des e
quantidades adequadas, pela estagdo do ano
e pela polaridade e estabilidade das
substancias quimicas (Martel, 2002).

Muitos trabalhos para determinagdo de
residuos dos agrotoxicos no mel sdo
concentrados na  determinagdao  de
substancias que sdo usadas como
tratamento de apiarios para controlar o
Varroa jacobsoni, um &4caro parasitico que
afeta as colonias da abelha doméstica
(Bernal, 2000; Jimenez, 2000, Korta, 2001;
2002; Martel, 2002).

Outros estudos foram focalizados nos
agrotoxicos usados para a protecdo de
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plantacdes e introduzidos em colméias
pelas abelhas e por cera contaminada
(Albero, 2004; Blasco, 2003, 2004a, 2004b;
Rissato, 2006; Campilo, 2006; Pirard,
2007).

Pelos resultados obtidos por Rissato e
colaboradores (2006), foi possivel constatar
que a contaminagdo das areas vizinhas ao
apiario, as quais distavam cerca de 3 km,
determinaram o tipo e a concentragdo de
agrotoxicos encontrados nas amostras do
mel estudado. O trabalho mostra o potencial
do mel como bioindicador, podendo ser
aplicado a qualquer outra regido e fontes de
poluigao.

A determinagdo de residuos para
monitoramento de mel é concentrada na
determinagdo dos residuos de algumas
classes de agrotoxicos tais como
piretroides, organoalogenados,
organonitrogenados e organofosforados
(Albero, 2004).

2.7.5 Limites Maximos de Residuos
(LMR’s)

Devido ao risco em potencial desses
residuos para a saude humana, a
determinacdo de um limite maximo de
residuos (LMR) tornou-se necessaria a fim
de garantir a seguranca alimentar.

De acordo com a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA), LMR ¢ a
quantidade = maxima de  agrotoxico
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legalmente aceita no alimento, em
decorréncia da aplicacdo adequada numa
fase especifica, desde sua producao até o
consumo. E expressa em miligramas de
residuos por quilograma de alimento (mg

kg™).

A concentragdo maxima de residuos de
agrotoxicos permitida legalmente no mel,
LMR, foi estabelecida por regulamentos de
diferentes paises. Alemanha, Italia, e Suica
ajustaram o LMR  para amitraz,
bromopropilato, coumafos, ciamizol,
flumetrina e fluvalinato, que oscilaram
entre 0,01 ¢ 0,1 mg kg'1 na Alemanha, 5 e
500 mg kg na Suica, e 10 mg kg™ na Italia.
A legislagdo da unido européia (EU)
regulou o LMR para trés acaricidas,
amitraz, coumafos e ciamizol, em 0,2, 0,1, e
1 mg kg™, respectivamente, ¢ a Agéncia de
Prote¢do Ambiental dos EUA estabeleceu
LMR para amitraz (1 mg kg"), coumafos
(0,1 mg kg™ e fluvalinato (0,05 mg kg™).
Até agora, os limites maximos de residuos
de agrotoxicos no mel ndo foram incluidos
no Codex Alimentarius (Rissato, 2006).

No Brasil, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), incluiu
o mel no Programa de controle de residuos
e contaminantes (PNCR) no ano de 2007. O
programa, que foi regulamentado pela
Instru¢do Normativa n® 9 de 30 de marco de
2007, prevé a execucdo de andlises e
determina o LMR para varios tipos de
compostos halogenados, organoclorados,
carbamatos, piretréides e organofosforados
(Brasil, 2007).



Tabela 7. Programa de controle de residuos e contaminantes em mel — PNCR/2007. Plano de
Controle

. . S LQ LMR/NA* N° de Itens
Grupo Analito Matriz Técnica (ng/kg ou (ng/kg ou de ensaio
pg/L) ug/L)
Aldrin 10 10
Alfa-
endosulfan 10 10
4.4-DDE 10 10
4.4-DDD 10 10
Compostos 44DDT 10 10
Halogenados e " Dodecacloro Mel CG/EM 10 10 15
Organoclorados —MM———
- Endrin 10 10
Iprodiona 50 50
Tetradifona 20 20
Captana 50 50
Lindane 10 10
Vinclozolina 20 20
Permetrina 64.6 64.6
Ciflutrina 44 44
Fenpropatrina 10 10
Call’bam, gtos e Deltametrina Mel CG/EM 33.8 33.8 15
Piretréides Carbofurano 82 82
Carbaril 37 37
6
Clorpirifos 243 243
Organofosforados " Dimetoato Mel CG/EM 20 20 30
Dissulfoton 10 10
Paration 36.9 36.9
Fenamifos 17,1 17.1
Terbufos 13 13
Profenofoés 36 36

LQ - Limite de quantificag@o

LMR - Limite maximo de residuo

(*) NA - Nivel de Agéo

CG-EM - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Fonte: Instru¢do Normativa n® 9, de 30 de margo de 2007. MAPA.
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2.7.6  Analises  multirresiduo  para
detecgdo de agrotoxicos

O uso de agrotoxicos na agricultura tem
resultado na ocorréncia destes compostos
em produtos agricolas. O monitoramento
destes produtos quanto a presenga de
contaminantes se torna indispensavel
devido aos riscos a saide do consumidor.
Contudo, para um determinado niimero de
produtos como o mel, ha uma limitagdo no
nimero de  métodos de  analise
multirresiduo de agrotéoxicos. Um dos
fatores limitantes para que isso acontega, ¢
a grande diversidade de propriedades fisico-
quimicas apresentada pelos agrotdxicos,
assim como a complexidade da matriz a ser
analisada.

Varios  métodos para a  analise
multirresiduos ja foram desenvolvidos,
porém muitos destes apresentam etapas
laboriosas que demandam tempo, dinheiro e
acabam gerando uma grande quantidade de
residuos toxicos (Lehotay, 2004).

Os extratos provenientes de alimentos sao
normalmente matrizes muito complexas por
possuirem um grande numero de
interferentes que resultam em problemas
durante as analises. Sendo assim, a etapa de
preparagdo das amostras ¢ de vital
importancia para o estabelecimento da
metodologia. Etapas de pré-tratamento e
“clean up” das amostras sdo laboriosas e
exigem uma grande demanda de tempo, uso
de grandes quantidades de solventes
(Campilo, 2006; Rial-Otero, 2007).

2.7.7  Técnicas de
concentracao

extracao e

A extragdo e a concentracdo dos analitos
das amostras para as analises
cromatograficas sdo de vital importancia
para o desempenho dos métodos, pois
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propiciam a concentracdo dos analitos e a
eliminagdo de possiveis interferentes da
matriz.

Rial-Otero et al. (2007) descrevem, em
uma revisdo, o estado da arte para a
determinacdo de agrotoxicos em mel,
focado no tratamento das amostras e na
instrumentacdo usada. Para o tratamento
das amostras, sdo descritas varias técnicas
como o uso de extragdo liquido-liquido
(LLE), extracdo em fase solida (SPE) entre
outras.

A extragdo do tipo LLE ¢é também
conhecida como extracdo com solvente ou
particionamento. E um método para separar
compostos baseados na suas afinidades por
dois diferentes liquidos imisciveis que sao,
normalmente, a 4gua e um solvente
organico. O processo consiste na extracao
de uma substancia de uma fase liquida para
uma outra de maior semelhanca fisico-
quimica. A extragdo LLE ¢é um
procedimento  basico em laboratdrios
quimicos e ¢é realizada usando funis de
separacao. E, também, usada em escala
industrial para a separacdo de compostos
derivados de reagdes quimicas.

Segundo Rial-Otero (2007), o procedimento
de extracdo em fase solida (SPE) ¢ um
método de separacdo que utiliza uma fase
solida ou uma fase liquida sob um suporte
solido para isolar um determinado analito
de uma solucdo. A SPE ¢é basecada na
afinidade  preferencial dos  solutos
desejaveis e indesejaveis por um material
solido ou um soélido revestido com um
filme liquido ou que apresente cargas
superficiais. A SPE pode ser usada nas
etapas de concentracdo e "clean up" de uma
amostra antes da analise cromatografica ou
outros métodos analiticos para quantificar
os analitos presentes. A fase sodlida
adsorvente deve ser condicionada e ativada
com um solvente apropriado para que os
analitos sejam efetivamente separados da
fase liquida. Para a extragdo e concentragdo



de compostos hidrofobicos, usam-se
normalmente fases solidas revestidas com
compostos contendo 8, 12 ou 18 atomos de
carbono (cartuchos C-8, C-12 ou C-18).
Além destas, varias outras fases solidas sdo
disponiveis, dentre elas as de resinas de
troca i0nica para a separagdo de cations e
anions fracos e fortes. Fases solidas de
silica gel ativada e alumina sao usadas para
a retengdo de compostos polares na etapa de
limpeza de extratos.

Uma metodologia para extragdo de residuos
de agrotoxicos wusando fase soélida
dispersiva, denominado “QuEChERS (do
inglés, quick, easy, cheap, effective, rugged
and safe) foi desenvolvida entre 2000 e
2002 e foi introduzida recentemente por
Anastassiades e colaboradores (2003).
Embora seja um método muito novo, ja foi
amplamente aceito pela comunidade
internacional de analistas de residuos de
agrotoxicos ¢ uma série de publicacdes ja
reportam este método na sua forma original
ou com modificagdes (Lehotay, 2004).

O procedimento envolve uma extracao
inicial com acetonitrila seguido por uma
extragdo / separagdo apos a adigdo de uma
mistura de sais — sulfato de magnésio e
cloreto de sodio. Uma aliquota ¢é transferida
para um novo tubo e o procedimento ¢
repetido. O extrato final em acetonitrila
poderd ser analisado por LC ou GC. O
“QuEChERS” tem  alcance amplo,
incluindo agrotoxicos altamente polares
bem como altamente acidos e basicos.
Como vantagens, estdo a baixa quantidade
de solvente, vidraria, bancada e espago
necessarios (Paya, 2007).

2.7.8  Técnicas para determinagdo de
residuos de agrotoxicos

Varias metodologias utilizadas para a
determinagdo de residuos de agrotoxicos
sdo baseadas em métodos cromatograficos.

Cromatografia ¢ uma técnica utilizada para
a separacdo dos componentes de uma
mistura. A separacdo cromatografica ¢
baseada na distribui¢do dos componentes
entre uma fase estacionaria e uma fase
movel. Esta separacdo resulta das
diferencas de velocidade dos componentes
arrastados pela fase movel devido as
diferentes  interacbes com a  fase
estacionaria (Peres, 2002).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e a cromatografia gasosa (GC) sdo
técnicas tradicionalmente empregadas nas
analises de residuos de agrotoxicos. Sdo
utilizadas para separacgdo e quantificagdo de
substancias diversas, podendo também ser
utilizadas como técnica de identificagdo
quando acopladas a um espectrdmetro de
massas ou outro detector qualitativo. Suas
resolugdes sdo excelentes, sendo possivel
analisar varias substincias em uma mesma
amostra (multirresiduos). A sensibilidade
da cromatografia ¢ bastante elevada.
Dependendo do tipo de substancia analisada
e detector empregado, podem-se obter
resultados quantitativos em valores que
variam de picogramas a miligramas
(Collins, 1997).

Os agrotoxicos sdo agrupados por técnicas
de analise e detec¢do sendo os
organoclorados normalmente analisados por
cromatografia gasosa e detector de captura
de elétrons (GC-ECD), os organofosforados
e nitrogenados por cromatografia gasosa
com detector fotométrico de chama (GC-
FPD) ou nitrogénio-fésforo (NPD) e para
os carbamatos o uso de HPLC com detector
no UV/Vis ou fluorescéncia (Rial-Otero,
2007).

2.7.8.1 Cromatografia liquida

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) ¢ comumente empregada para
analise de componentes ndo volateis e foi
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utilizada por alguns autores para analise de
residuos de agrotoxicos.

A separacdo por HPLC ¢ baseada na
interagdo e na partigdo diferencial da
amostra entre uma fase liquida moével e uma
fase estacionaria. Os métodos
cromatograficos comumente utilizados
podem ser classificados como: quiral, troca
i6nica, afinidade/ion par, fase normal, fase
reversa ¢ exclusdo molecular (US-FDA,
1994).

. o]

a. mistura de solventes d. coluna ¢ pré-coluna
b. bomba e. detector
c.injetor f. saida de dados

Figura 7. Representagdo esquematica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

Fonte:
http://ull.chemistry.uakron.edu/analytical/lc
- Hardy, J. K (2000).

Para determinacdo de residuos de
agrotoxicos em mel s@o utilizadas técnicas
de HPLC em fase reversa usando colunas
do tipo CI18 ou octadecilsilano como
Novapak-ODS (150mm x 3,9 mm) (Bernal,
1997); Hypersil (250mm x 4,6mm )
(Jiménez, 2000); C18 (150 mm x 3,9 mm.,
4 um) (Korta, 2001); Li-Chrospher 100 RP-
18, 250mm x 4,.0 mm, 5 pum) (Martel,
2002); Luna C18 (250mm X 4,6mm,
particula: S5um) coluna de guarda C18
(4mm x 2mm.) (Blasco, 2003 e 2004a);
Polaris C18-A (150 mmx2,0 mm, 3um, 200
A°) (Pirard, 2007); ODS (3,5 um, 150 x 2.1
mm) (Lopez, 2007).

A cromatografia em fase reversa com
detector ultravioleta-visivel (UV-Vis) ¢ a
técnica mais comum de deteccdo de
analitos, em que a fase normal usa agua
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como solvente basico. Normalmente, o
componente mais polar elui mais depressa
que o componente menos polar. A detecgado
por UV-Vis pode ser utilizada para todas as
técnicas cromatograficas. No entanto, a
sensibilidade depende da absortividade
molar dos analitos.

Bernal (1997) adaptou procedimentos
utilizados para analise de residuos em
vegetais com extragdo com solventes e
“clean up” para analises em produtos de
apiarios como mel, cera de abelha, larvas e
poélen. Dois tipos de detectores foram
utilizados para determinar e confirmar a
presenca dos residuos de um tipo de
fungicida nas amostras previamente
contaminadas, detector de fluorescéncia e
espectrometria de massas. Outros tipos de
detectores foram utilizados como detector
de ultravioleta/visivel (UV/vis) na faixa de
210 nm. (Jiménez, 2000) e 210 a 250nm
(Korta, 2001), arranjo de diodos (Martel,
2002), espectrometria de massas com
ionizacdo quimica em pressdo atmosférica
(APCI-MS) (Blasco, 2003, Blasco, 2004a).
Para o estudo de estabilidade de alguns
tipos de acaricidas, Korta (2001) utilizou
amostras contaminadas com solugdes em
concentragdes de 10 a 25 pug g que ficaram
estocadas em temperatura ambiente por
nove meses sem exposicao direta ao sol. O
HPLC/UV-vis foi utilizado no estudo da
cinética para mensurar a diminui¢do da area
do pico dos acaricidas em fung¢do do tempo.

De acordo com Martel (2002), o HPLC em
fase reversa mostrou ser uma alternativa
rapida, economica e simples se comparada
ao GC para separacdo e determinagdo de
acaricidas. Com o uso da coluna CI18 e
detector de arranjo de diodos, o autor
obteve limites de detec¢do comparados aos
obtidos por GC com detectores de captura
de elétrons, nitrogénio-fésforo ou ionizagao
de chama.

Os sistemas de analise de multirresiduos,
baseados no uso de HPLC com detectores



especificos tém a grande vantagem de
proporcionarem evidéncias de identidade e
meios de medir um ou mais agrotoxicos de
uma ampla gama de residuos. Pirard (2007)
utilizou a técnica de extragdo liquido-
liquido em coluna de terra diatomacea
seguida da andlise por HPLC e
espectrometria de massas/massas. A técnica
foi desenvolvida e validada segundo os
critérios da ISO 17025 para a identificagdo
e quantificacdo de 17 diferentes inseticidas
em méis da Bélgica.

2.7.8.2 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa ¢ utilizada por
varios autores para analise de residuos de
agrotoxicos em mel. O nitrogénio e o hélio
s30 usados como gas de arraste e as rampas
de temperatura variaram de acordo com a
coluna escolhida.

As colunas comumente utilizadas para
determinagdo dos residuos sdo de média e
baixa polaridade. Apesar das variagdes em
comprimento, didmetro interno e espessura
dos filmes os autores utilizam colunas
capilares com fases estacionarias com 5%
fenilmetilpolisiloxano ou 50%
fenilmetilpolisiloxano na maioria dos
trabalhos (Bernal, 1996; Langas,1997;
Jimenez, 1998a, 1998b; Bernal, 2000;
Russo, 2002; Blasco, 2003; Albero, 2004;
Blasco, 2004b; Campillo, 2006; Rissato,
2006).

Os detectores de captura de elétrons — ECD
(Bernal, 1996; Langas,1997; Jimenez,
1998a; Jimenez, 1998b; Russo, 2002;
Blasco, 2004b; Rissato, 2004), nitrogénio-
fosforo — NPD (Jimenez, 1998b), ionizacao
de chama (Bernal, 2000), emissdo atomica
AED (Jimenez, 2002) e a espectrometria de
massas - MS(Jimenez, 2002; Russo, 2002;
Blasco, 2003; Albero, 2004; Blasco, 2004b;
Rissato, 2004; Rissato, 2006) podem ser
utilizados para analise de varios tipos de
residuos de agrotoxicos.

Em seu trabalho, Jimenez (2002) concluiu
que a combinagdo de GC-MS e GC-AED
facilitou a procura e a identificagdo de
produtos de degradacdo de clordimeforme
em mel.

Figura 8. Estrutura de clordimeforme e de
seus dois produtos de degradacdo

(I) 4-chloro-o-toluidine (II) Clordimeforme
(IIT) N-formyl-4-chloro-o-toluidine

Fonte: Jimenez, 2002.

De acordo com Blasco (2004b) a
cromatografia gasosa com detector de
captura de elétrons tem sido aplicada como
técnica preferencial para identificacdo e
quantificacao de agrotoxicos
organoclorados devido a sua alta
sensibilidade por moléculas que contém
atomos eletronegativos, entretanto, a
técnica requer subseqiiente confirmagao por
um detector de espectrometria de massas.

A utilizagdo de detector de captura de
elétrons requer atencdo na etapa de extragdo
e concentracdo das amostras. A etapa de
“clean-up” ou limpeza das amostras para
analises de residuos de agrotdxicos é muito
importante devido a presenca de compostos
com alto peso molecular que podem
contaminar 0s sistemas cromatograficos
quando ¢ utilizado esse tipo de detector. Os
interferentes tornam a interpretagdo dos
cromatogramas dificil por causa dos picos
sobrepostos (Rissato, 2004).
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Saida

Eletrodo coletor

Sinal da corrente

Fonte
de Ni63

Saida da coluna

Figura 9. Esquema do detector de captura
de elétrons
Fonte: www.chemistry.adelaide.edu.au

Bernal (2000) estudou a presenga de
residuos do piretroide acrinatrina e o
principal produto de sua degradacdo em
amostras de mel previamente contaminadas.
Este tipo de agrotoxico € utilizado para o
tratamento de colméias infestadas por
Varroa  jacobsoni como tratamento
alternativo ao acaricida flavulinato. As
analises foram executadas com
equipamento de cromatografia gasosa e
detector de ionizagdo de chama. Foram
comparados trés tipos de extragdo para os
analitos. Os indices de recuperagdo para os
analitos com extragdo em florisil foram
superiores as extragdes com cartuchos de
ODS ¢ a extracdo com solvente.

Eletrodo coletor

Isolante

oxigénio
chama @
4 1, hidrogénio
-HJ
LR
111

Saida da coluna

Figura 10. Esquema do detector de
ionizacdo de chama
Fonte: www.chemistry.adelaide.edu.au
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2.7.8.3 Deteccdo por espectrometria de
massas

A espectrometria de massas pode ser
considerada como uma das técnicas
analiticas de maior importancia por permitir
a elucidacdo estrutural de compostos
desconhecidos pelos espectros de massas
caracteristicos e a quantificagdo de
moléculas conhecidas pelas intensidades
dos ions produzidos.

Os detectores por espectrometria de massas
sdo usados para a producdo de ions
(positivos ou negativos) e a subseqiiente
separacao dos ions de acordo com a relagdo
entre suas massas/cargas (m/z). Os
espectrometros de massas podem ser usados
em combinagdo com as técnicas de
separacdo do tipo cromatografia gasosa e
liquida (GC e HPLC). Estes instrumentos
combinados sdo chamados de instrumentos
acoplados (hyphenates); por exemplo,
cromatografia ~ gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/MS) ou
cromatografia em fase liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS).

Os espectrometros de massas consistem de
uma interface para a introdugdo dos
analitos, uma regido de producdo de ions
(ionizagdo), uma regido de separacdo dos
ions — analisador (m/z) e um detector. As
regides do analisador e do detector
trabalham sobre pressoes reduzidas (vacuo).
Em alguns casos, a interface e a regido de
ionizagdo sdo localizadas no mesmo
espago, isto & particularmente verdadeiro
para as técnicas acopladas a cromatografia
liquida - “electrospray, Atmosferic Pressure
Chemical Ionization (APCI) ™.

Atualmente, os equipamentos apresentam,
mesmo com variagdes, uma configuracdo
basica como mostrado na Figura 11.

A fonte de ionizagdo mais comum em
espectrometria de massas € a ionizagdo por
elétrons (EI - electrons ionization), a qual
emprega um filamento aquecido para gerar



elétrons com energia suficiente para
provocar ionizagdo nos analitos de
interesse. Os ions formados sdo
direcionados para o analisador, cuja fungdo
¢ separa-los de acordo com sua relagdo
massa/carga (m/z). Os analisadores de

Amostra

massas mais utilizados no presente sdo os
quadrupolos e os ions “trap”, sendo que
analisadores do tipo “time-of-flight”
comegaram a se tornar mais popular
(Langas, 2004).

volatizagio .| fong em fage | Analigador
1001Zagao | azosa de massa

Separagao por Detecgio
nmwz e Registro

h 4

A 4

Processamento para
informacio
Estrutural

Figura 11. Esquema de um espectrémetro de massas tipico

Fonte: www.chemistry.adelaide.edu.au

Em equipamentos de cromatografia em fase
liquida acoplada & espectrometria de
massas, utilizam-se como interfaces e fonte
de 1ionizag¢do técnicas de ionizacdo em
pressdo atmosférica (API) Dentre elas, a
ionizagdo por “eletrospray”, onde para a
formagdo dos ions em fase gasosa, uma
solugcdo contendo os analitos ¢ bombeada
por um capilar muito fino e, na sua
extremidade, uma alta voltagem (em torno
de 4000 V) ¢ aplicada. Ha a formacao de
gotas (spray eletrolitico), contendo um
excesso de cargas positivas (analito
ionizado). As gotas sdo atraidas para o
contra eletrodo e diminuem de tamanho,
devido a evaporagdo do solvente pela
passagem de um gas inerte aquecido como
o nitrogénio. As moléculas ionizadas,
protonadas ou deprotondas, sao
introduzidas no analisador de massas e suas
razdes M/z determinadas. Poderdo ser
analisados ions positivos ou negativos.
Espectros de massas obtidos nos modos
positivo e negativo sdo representados pelas
siglas ESI(+)-MS e ESI(-)-MS,
respectivamente.

Rissato (2006) desenvolveu um método
multirresiduo  para  determinagdo ¢
confirmacdo de 48 agrotdxicos de

diferentes  classes  (organoalogenados,
organofosforados, piretroides e
organonitrogenados) em mel utilizando
cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, operando em
modo de ion seletivo (GC-MS-SIM) para
monitoramento da contaminacdo regional
usando o mel como bioindicador. As
amostras foram coletadas na regido de
Baurt no Estado de Sdo Paulo entre 1999 e
2004.

Pang, (2006) desenvolveu e utilizou um
método multirresiduo empregando SPE,
seguida de GC-MS e LC-MS-MS para a
determinagdo de 450 agrotoxicos em mel,
sucos de fruta e vinhos. O limite de
deteccdo do método apresentou uma faixa
entre 1,0 — 300 ng g' dependendo do
agrotoxico analisado. Avaliou-se trés niveis
de fortificagdo entre 2,0 — 3000 ng g e os
450 compostos analisados apresentaram
recuperagdes médias entre 59 — 123%,
sendo que 97% do total de compostos
analisados apresentaram desvio padrdo
relativo (DPR) abaixo de 25%, os outros
3% apresentaram DPR entre 25,0 — 30,4% .

Na literatura sdo  descritas  varias
metodologias  baseadas em  andlises
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cromatograficas objetivando a
determinacdo de teores de agrotdxicos em
mel e que foram resumidos no quadro 2.
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Quadro 2. Compilagao de pesquisas relacionadas aos métodos cromatograficos para analise de agrotéxicos em mel

Autor/ano Extracao TIPO Detector Coluna classe composto
Fernandez, Liquido- .,
1995 ot GC ECD 25 m x 0,22 mm x 0,25 pm organoclorados multirresiduo
Lﬁqﬁzgg_ MS 50% fenilmetilpolisiloxano 30
SP}(El/ ODS mx 0,25 mm x 0,25 pm,
Bernal, 1996 GC dicarboximida vinclozolina
Limpeza: Captura de 50% fenilmetilpolisiloxano 60
Florisil/ODS elétrons mx 0,25 mm x 0,25 pm
Liopidle Detector de Novapak-ods
Bernal, 1997 liquido HPLC (o see 1o i x SR fungicidas benomil, carbendazina
MS spherisorb ODS-2
250%2 mm
. 5% fenilmetilpolisiloxano 28 organofosforado dimetoato, malationa, metidationa,
Lancas.1997 Sistema GC Captura de m x 0.25 mm x 0.4 um pirazofos, parationa
vas, "home-made" elétrons ’ H
piretroide, trans-permetrina
o . o
Jimenez, 1998a SPME GC Captura de 50% fenilmetilpolisiloxano 60 organoclorado multirresiduo
elétrons m x 0,25 mm x 0,25 pm organofosforado
Captura de o T
Jimenez, 19986 Florisil GC elétrons >0 ¢ fenilmetilpolisiloxano 60 multirresiduo
NPD mx 0,.25 mm 0,25 pm
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Autor/ano Extracio TIPO Detector Coluna classe composto
Tsipi, 1999 SPE - C18 GC ECD HP-coluna capilar organoclorado multirresiduo
’ 30 mx0,25 mm x 0,25 pm
Iﬁqﬁigg_ Tonizacio de Fenilmetilpolisiloxano piretroide acrinatrina
Bernal, 2000 d GC ¢ 25m x 25 mm x 0,25mm acaricida 3-fenixi-
118 2 inseticida benzaldeido (pba)
ODS/florisil P
Lﬁqu;go- Hypersil
Jimenez, 2000 ;llle /0 HPLC uv 250 x 4,6mm inseticida rotenona
ODS/florisil
Restek RTX5MS
0/ A1 OO/ A i . .
Volante, 2001 SPME GC MS 5% dlfer.nl. 95% dimetil acaricida amitraz, coumaphos, cimiazole,
polisiloxano) bromopropylate and fluvahnate,
30 mx 0,25 mm x 0,25 pm
.. amitraz clordimeforme,cymiazole,
acaricida .
flumetrina
Liquido- organoalogenado bromopropilato
Korta, 2001 liquido HPLC uv CI8 & & Prop
I5cmx 3,9 mmx 4 pm .
organofosforado coumafos,
piretroide tau-fluvalinato
Liquido- MS Db-17 5
Jimenez, 2002 liquido GC 50% fenilmetilpolisiloxano 30 acaricida e ol
clordimeforme
m x 0,25 mm, 0,25 pm
Emissao
atomica
Piasenzotto, SPME GC Ionizagdo de Hp-innowax acaricida thimol
2002 chama 30 m x0,32 mm x 0,5 um
Fer;(a)lg;l % SPE - C18 LC MS Spherisorb CLS organofosforado multirresiduo
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Autor/ano Extracio TIPO Detector Coluna classe composto
L “Photodiode . - . o
Martel, 2002 L{undo- HPLC array Li-chrospher 100 rp- acaricida coumafos; bromopropllato amitraz;
liquido i 18,5 pm, 250 mm x 4.0 mm fluvalinato
detector
L Captura de Se-54 5% fenil 1% vinil
LB o8 elétrons Metilpoliciloxano
Russo, 2002 liquido GC 19m Og mm x 0.3 um piretroide flavulinato
SPE - C18 MS s mm R H
Db-5 fase ligada
SPE/ODS GC MS 5% fenilmetilpolisiloxano organoclorado multirresiduo
Blasco, 2003 30mx 0,25 mm x 0,25 um
Luna c18 organofosforado
HPLC APCI-MS 250mm x 4.6 mm x 5 um gcarbamato multirresiduo
C18 (4 x 2 mm i.d)
Zb-5MS
Albero, 2004 Silsigfb-o(liclleffsil ab bl 5% fenilmetilpolisiloxano multirresiduo
30 mx 0,25 mm x 0,25 pm
Luna C18 clorpirifos-metil, diazinona, fonofos
Blasco, 2004a SPME HPLC APCI-MS 250 mm x 4.6 mm X 5 pm organofosforado “phenthoate”, “phosalone”, e
SBSE coluna de guarda irimifos-ctil
C18 (4mm x 2mm i.d.) P
Captura de
Liquido- elétrons . ].)b-S. . hexaclorociclohexano
Blasco, 2004b g GC 5% fenilmetilpolisiloxano 30 organoclorado )
liquido hexaclorobenzeno, aldrin
MS m % 0,2 Smm X 0,25 pm
Captura de 30 m x 25 mm x 0,25 pm
elétrons organoclorado,
Rissato, 2004 Flulfﬁisuper GC (;rgin?lt;(:foridz, multirresiduo
critco LS5 fenil o305 Cremonitrogenado
MS metilpolisiloxano P

35m x 0,25 mm x 0,25 pm.
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Autor/ano Extracio TIPO Detector Coluna classe composto
ECD 007-2
Herrera, 2005 SPE GC Coluna capilar organoclorado multirresiduo
NPD
50 m'x 0,25 mm x 0,25 pm
Sanche organoclorado,
i SPE - C18 GC MS organofosforado multirresiduos
Brunete, 2005 Y
piretroide
Hp-5 organoclorado,
. Emissdo 5% Fenilmetilpolisiloxano organofosforado, .,
(Conptlie, AU SPME GC atomica 30 m x 0,32 mm x 0,25 pm organonitrogenado s TS
piretroide
]l“ilcﬁ;ﬁ)o; Lm-5 organoalogenado
Rissato, 2006 f(ll cisil GC MS 5%Fenilmetilpolisiloxano organonitrogenado multirresiduo
orts 35mx 0,25 mm x 0,25 pm organofosforado
Liquido- Coluna capilar silica fundida carbamato
Zhen, 2006 liquido GC MS P organofosforado multirresiduo
30 m x 0,25 mm x 0,25 um ..
piretroide
GC MS Coluna capilar DB-1701 organoalogenado
Liquido- 30m x 0,25mm x 0,.25 pm organonitrogenado L
Pang, 2006 L multirresiduo
liquido/SPE Atlantis TM d C18 organofosforado
HPLC MS 3 pm x 2,.1mm x 150mm piretroide
ECD Zb-5- organoclorado
Erdogrul, 2007 GC 5%fenil polisiloxano organofosforado multirresiduo
MS .
60 m x 0,25 mm x.25 um piretroide
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Autor/ano Extracio TIPO Detector Coluna classe composto
Rissato, 2007 iquico GC MS 95% dimetilpolisiloxane & & multirresiduo
liquido organofosforado
35 mx-0,25 mm x 25 um) e
piretroide
Li;qlljl;gg- Polaris C18 ARG
Pirard, 2007 q HPLC MS/MS herbicida multirresiduo
Terra 50 mm % 2,.0 mm x 3um ..
: z fungicida
diatomacea
ECD HP- PASS coluna capilar organofosforados
Barakat, 2007 Quechers GC NPD 25 m x 0,32 mm x 0,52 mm orggmcl’(?rados multirresiduo
piretroides
Sanchez- ECD Hp-1Coluna o .
Brunete, 2008 SPE - C18 GC MS 30 m x 0,25 025 v inseticida fipronil
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2.7.9 Efeito matriz

A complexidade das amostras ¢ o numero
de compostos que co-cluem durante a
analise cromatografica acabam interferindo
na detec¢do dos analitos — o chamado efeito
matriz. Os compostos podem competir com
os sitios ativos na coluna cromatografica
diminuindo a interagdo entre os sitios ativos
e os analitos. Uma das maneiras de
minimizar e/ou eliminar este efeito ¢
reduzir a quantidade de componentes da
matriz que co-eluem com os analitos no
detector, para isto, métodos de extragdo
mais seletivos e etapas mais extensivas de
“clean-up” devem ser desenvolvidos (Pico,
2004). De acordo com Sanchez-Brunete
(2005) esse procedimento nem sempre ¢
eficiente, pois aumenta o tempo e o
trabalho de preparagdo das amostras ¢ pode
significar, em muitos casos, a supressido de
sinal na resposta do detector. Este efeito
pode ser notado pela significante diferenca
de resposta obtida em padrdes preparados
no solvente daqueles preparados no extrato
da matriz, quando uma boa precisdo ¢
obtida diz-se que o efeito foi eliminado ou
compensado.

De acordo com Alder (2006), o efeito
matriz que ocorre na transmissdo do analito
do injetor do GC para a coluna é um
fen6meno bastante conhecido. Neste caso, a
utilizacdo de padrdes preparados no extrato
da matriz reduz esse efeito, porém, a
preparacdo destes padroes também ¢
laboriosa e, geralmente, amostras “branco”
sem a presenga de agrotoxicos ndo estdo
disponiveis no mercado.

O efeito causado pela interferéncia da
matriz ndo foi discutido profundamente nos
artigos  cientificos  especificos  para
determinacdo de residuos de agrotdxicos
em mel (Blasco, 2003; Albero, 2004;
Herrera, 2005; Erdogrul, 2007). Alguns
autores citam que a preparacdo das curvas
analiticas nos extratos da matriz foi obtida
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para minimizar esse efeito (Sanchez-
Brunette, 2005; Rissato, 2006).

Entre as maneiras utilizadas para
compensar o efeito matriz em GC, podemos
citar (i) o uso do método da adi¢do padrao,
(i1) o uso de padrao interno deuterado, (iii)
o preparo das solugdes analiticas no extrato
da matriz, (iv) uso de analitos protetores
(Alder, 2006).

2.8 VALIDACAO DA
METODOLOGIA

A validacdo da metodologia analitica em
geral ¢ realizada para garantir que a mesma
seja exata, especifica e reprodutivel. A
validagdo envolve a interacdo entre o
principio ativo e a matriz dentro de uma
marcha  analitica que resulta na
quantificagdo por métodos instrumentais.
Assegura a credibilidade destes durante o
uso rotineiro, sendo algumas vezes
mencionado como o processo que fornece
uma evidéncia documentada de que o
método atende os objetivos e necessidades
para os quais € proposto (Langas, 2004).

Alguns dos parametros envolvidos no
processo de validagdo de métodos analiticos
sdo: curva analitica, linearidade, exatidao,
precisdo, limites de deteccdo e de
quantificagdo e seletividade.

2.8.1 Linearidade e curva analitica

A linearidade de um método analitico pode
ser definida como sendo a habilidade deste
método em gerar resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito, em
uma determinada faixa de concentragdo
(INMETRO, 2003).

A linearidade ¢ determinada pelas curvas
analiticas, que sdo graficos de calibragdo
que relacionam a resposta do equipamento



em funcdo das diferentes concentragdes do
analito. Para obter-se a curva analitica sao
necessarias solucdes padrao de
concentracdes definidas obtidas através de
padrdes de referéncia (Langas, 2004).

Para a maioria das técnicas
cromatograficas, observa-se uma relagdo
linear de primeira ordem entre a resposta
instrumental medida (eixo y - varidvel
dependente) e a concentracdo do analito
(eixo x - varidvel independente). Essa
relagdo produz uma equagdo de regressao
linear y = ax + b, que relaciona as duas
variaveis x e y e gera os coeficientes de
regressdo a (inclinagdo da curva) e b
(intersegdo da curva analitica com o eixo y,
quando x = 0). Essa equagdo ¢ valida para
um intervalo determinado de concentragao
do analito, independente da técnica
instrumental utilizada. Também & possivel
calcular o coeficiente de correlagdo r, que
pode ser utilizado para estimar a qualidade
da curva analitica uma vez que demonstra
uma menor variagdo dos dados obtidos
quanto mais proximo de 1 for o valor de r .
Valores de r iguais ou superiores a 0,99 e
0,90, sdo recomendados, respectivamente,
pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003a) e pelo Instituto
Nacional de Metrologia (INMETRO,
2003).

Segundo o INMETRO (2003), alguns
procedimentos analiticos ndo demonstram
linearidade = mesmo  apds  qualquer
transformacdo. Nesses casos, a resposta
analitica pode ser descrita por uma fungéo
adequada da concentragdo do analito na
amostra.

2.8.2 Exatiddo

A exatiddo representa o grau de
concordancia entre 0s resultados
individuais encontrados € um valor aceito
como referéncia. A exatiddo € expressa

como o percentual de resposta obtida
através da fortificacdo de uma amostra
testemunha. A fortificagdo consiste na
adicao de uma solu¢do padrao de principios
ativos de agrotoxicos de concentragao
conhecida em uma amostra testemunha, e
pela analise desta amostra pode-se verificar
se a marcha analitica determina estes
principios ativos quantitativamente. O
Codex  Alimentarius  (2001)  aceita
recuperagdes de 70 a 120% para analise de
residuos de agrotoxicos.

2.8.3 Precisdo

A precisdo € o termo geral utilizado para
avaliar a dispersdo dos resultados de
ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou
solugdes analiticas de referéncia, analisadas
em condi¢bes definidas (INMETRO, 2003).
Normalmente é expressa pelo desvio padrao
relativo em um nUmero estatisticamente
significativo ~ de  amostras  (Codex
Alimentarius, 2001).

2.8.4 Limite de detec¢do e limite de
quantificacdo

O limite de deteccdo (LD) representa a mais
baixa concentragdo da substancia em exame
que pode ser detectada com certo limite de
confiabilidade utilizando um determinado
procedimento experimental. O limite de
quantificagdo (LQ) representa a mais baixa
concentracdo do analito que pode ser
quantificado com certa confiabilidade,
utilizando uma marcha analitica especifica
(FAO, 1998). O LQ engloba uma relagéo
entre a concentragdo, precisdo e exatidao.

2.9 SINTESE DA REVISAO DA
LITERATURA
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De forma geral, a revisdo bibliografica
sobre o tema permite indicar as seguintes
conclusoes:

Dentre os aspectos relacionados a qualidade
do mel estdo os parametros fisico-quimicos
e as fontes de adulteragdo. Estas
caracteristicas estdo de alguma forma,
relacionadas com a questdo econdmica que
envolve a cadeia de produgao.

Os parametros e as metodologias de analise
fisico-quimicas para o controle de
qualidade do mel de abelhas estio bem
definidos de acordo com Instrugdo
Normativa n® 11 pelo MAPA.

A determinagdo de  residuos de
contaminantes, sejam eles antibidticos ou
agrotoxicos, adquiriram um maior nivel de
importdncia por estarem diretamente
ligados aos riscos que podem trazer a saude
humana, a saude das abelhas e a
comercializacdo do mel. A avaliagdo de
contaminantes em mel ¢ também utilizada
como indicadores de qualidade ambiental.

Na literatura, sdo encontradas algumas
metodologias  multirresiduo  para a
determinacdo de contaminagao por residuos
de agrotdxicos, inclusive para méis
brasileiros. No entanto, na maioria dos
estudos, as metodologias atendem a
somente uma classe de agrotoxicos ou € a
poucas substincias. As caracteristicas da
matriz e a grande diversidade de
agrotoxicos encontrados no mercado
tornam a analise bastante complexa. Diante
disso, existe a necessidade de se aprimorar
os métodos de analise multirresiduo.

Nao foi encontrada metodologia oficial para
a determinagdo de residuos de agrotoxicos
em mel apesar da publicagdo da Instrugdo
Normativa n° 9 de 30 de marco de 2007
pelo Ministério da Agricultura, pecudria e
Abastecimento.

Os estudos reportam varias metodologias
para preparagdo das amostras com uma
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grande diversificagdo de procedimentos e
solventes utilizados. Esta diversidade de
procedimentos pode ser explicada, pois, a
etapa de preparacdo de amostras deve ser
adequada para obtengdo dos maiores
indices de recuperagdao dos analitos de
interesse €, ao mesmo tempo, para
minimizar a co-eluicdo de compostos
indesejados.

As técnicas cromatograficas utilizadas para
analises de agrotoxicos em  méis
compreendem a cromatografia gasosa com
detectores de captura de elétrons (ECD),
nitrogénio-fosforo (NPD) e espectrometria
de massas para compostos volateis e
semivolaties de diversas classes. Também
sdo reportados a utilizacdo da cromatografia
em fase liquida com detectores de
espectrometria de emissdo molecular
(fluorescéncia); absor¢do molecular na
regido do  ultravioleta/  visivel e
espectrometria de massas com ionizagdo
por “eletrospray”(ESI) e ioniza¢do quimica
em pressao atmosférica (APCI).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

Os reagentes, acetona, acetonitrila, acetato
de etila de grau pesticida foram adquiridos
da Mallinckrodt e os sais, sulfato de
magnésio e cloreto de sodio da JT Baker.

A agua foi obtida em um sistema de
purificacdo de 4gua deionizada da MilliPore
(EUA), com resistividade de 18,2 MQ.cm.
Para a extragdo em fase solida foram
utilizados os cartuchos C18 (Phenomenex —
500mg/3mL) e Florisil (Phenomenex -
500mg/3mL).

Toda a vidraria e materiais utilizados foram
lavados com Extran neutro, enxaguados
com agua destilada, mergulhados em
solugdo de HNO3 2,5% e enxaguados
exaustivamente com agua Milli-Q.



3.2 AMOSTRAS

As amostras de mel de abelhas do género
Apis foram coletadas nos anos de 2007 e
2008 e enviadas por  apicultores
voluntariamente. O contato com o0s
produtores foi feito diretamente, por meio
das Federagdes, Associacdes de Apicultura
e Cooperativas de Produtores ou por meio
de profissionais ligados ao setor apicola.

Foram obtidas 74 amostras de méis
provenientes de varios estados brasileiros.
O formulario de instrugdo para coleta de
amostras e as informagdes dos apicultores
sobre a coleta das amostras e as suas
caracteristicas - tipo de mel, polen
predominante, tipos de  agrotoxicos
utilizados nas colméias, tipos de culturas
predominantes no entorno dos apiarios e
agrotoxicos utilizados nessas culturas -
estdo apresentadas no anexo A (Formulario
de instrugdes para coleta de amostras) e no
anexo B (Caracterizagdo da amostras reais
segundo informagao dos colaboradores).

Para a realizagdo dos experimentos, foi
preparada uma amostra composta a partir
de 60 amostras recebidas contendo 10 g de
cada amostra de mel coletada nas diferentes
regides do Brasil e em diversas floradas.
Tanto as amostras enviadas pelos
colaboradores como a amostra composta
foram mantidas em temperatura ambiente e
protegidas da luz.

3.3 AGROTOXICOS
SELECIONADOS

A selecdo dos agrotoxicos se baseou,
principalmente, nos parametros exigidos no
Plano Nacional de Controle de Residuos —
PNCR/2007 (Instru¢do Normativa n° 9 de
30 de margo de 2007 - MAPA). Além
disso, foram  acrescentados  outros
compostos de varias classes.

Os padroes dos agrotoxicos estudados
foram obtidos a partir de solugdes
preparadas nos laboratdrios de residuos de
agrotoxicos do Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA) e da Souza Cruz (RS).
Os padroes de carbamatos foram adquiridos
da Sigma Aldrich. Os padrdes enviados
foram analisados por cromatografia
gasosa/espectrometria de massas para
confirmacdo da pureza e dos compostos
presentes. As concentracdes nas solucgdes
foram  confirmadas por calibragdes
cruzadas, entre as duas fontes. Esses
padrdes foram obtidos em solugdes
individuais de cada composto, nas
conclentragf)es de 1000 pg mL™" ou 100 pg
mL™.

Os agrotoxicos selecionados para este
estudo estdo listados na tabela 8. No anexo
C, sdo apresentadas as informacgdes sobre o
grupo quimico, a formula quimica e
estrutural ¢ a massa molecular dos
agrotoxicos avaliados.

Tabela 8. Concentragdo das solugdes estoque de padrdes de agrotdxicos preparadas no IMA e na

Souza Cruz/RS
N° Agrotoxicos C(()E;egia}%ao N° Agrotoxicos Cczﬁcgierr;:]iz}?)ao

1 4,4-DDD 122,77 23 Heptacloro 99,46

2 4,4-DDE 1177,00 24 Heptacloro Epoxide 122,54

3 4,4-DDT 1143,00 25 Hexaclorobenzeno 1000,00

4 Aldicarb 1000,00 26 Iprodiona 1026,00

5 Atrazina 130,00 27 Lindane 1008,00

6 Azinphos metil 1119,00 28 Malationa 112,51

7 Captana 408,29 29 Metoxicloro 108,87

49



Concentragdo

Concentragao

N° Agrotoxicos (ug mL™) N° Agrotoxicos (g mL™)
8 Carbaril 1000,00 30 Oxamil 1000,00
9 Carbofurano 102,49 31 Paration Metilico 110,93
10 Ciflutrina 202,00 32 Pentaclorofenol 110,29
11 Cipermetrina 129,81 33 Phorate 118,19
12 Deltametrina 120,88 34 Pirimifos Metilico 121,80
13 cis-Permetrina 93,01 35 Profenofos 99,04
14 Clorotalonil 93,59 36 Propamocarb 1000,00
15 Clorpirifos 206,00 37 Propoxur 1000,00
Metilico
16 Dieldrin 120,89 38 Simazina 110,00
17 Dimetoato 101,97 39 Terbufos 109,26
18 Dissulfoton 103,44 40 Tetradifona 200,00
19 Alfa 114,29 41 trans-Permetrina 98,93
endossulfan
20 Endrin 97,03 42 Vinclozolina 204,00
3.4 TESTE DE SOLVENTES PAiRA As  solugdes foram injetadas em
P REPA,RO DE  SOLUCOES cromatografo a gis acoplado a
ANALIT,ICAS DE espectrometria de massas a 70 eV de
AGROTOXICOS

A literatura descreve a utilizagdo de
diferentes solventes para os padrdes de
agrotoxicos dependendo do grupo a ser
analisado (Bernal, 2000; Albero, 2004;
Sanchez-Brunete, 2005; Rissato, 2006). Por
se tratar do desenvolvimento de um método
multirresiduo envolvendo varias classes de
compostos, foi avaliada a utilizagdo de
acetonitrila, acetona e acetato de etila para
o preparo dessas solugdes com o objetivo
de verificar o solvente com a melhor
resposta cromatografica para a preparagdo
de solugdes de padrao de agrotoxicos e para
a ressuspensdo dos extratos.

Para os trés solventes utilizados,
acetonitrila, acetato de etila e acetona,
foram preparadas solu¢des em volume final
de 10 mL onde foram adicionadas
quantidades apropriadas das solugdes
estoque para uma concentracgdo final de 100
ng mL™ de cada agrotdxico e pela adigdo de
antraceno D'’ como padrio interno na
concentragdo final de 50 ng mL™.
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energia de ioniza¢do, no modo varredura
para as relagdes massa/carga entre 45 ¢ 550
m/z. O comportamento ¢ as areas dos picos
foram avaliados utilizando software GCMS
Solutions — Shimadzu.

3.5 PREPARO DAS SOLUCOES
ANALITICAS EM SOLVENTE

Durante a avaliag¢do de diferentes solventes,
observou-se o desdobramento dos picos
com a utilizacdo de acetonitrila e acetona
para agrotoxicos de menor temperatura de
ebulicdo e menor interagdo com a coluna. O
acetato de etila, utilizado por Albero (2004)
e Rissato (2006), apresentou picos bem
resolvidos sendo selecionado para o
estabelecimento das curvas analiticas e para
a ressuspensdo das amostras.

A partir das solugdes estoque, foram
preparadas as solucdes de trabalho na
concentragdo 1 pg mL™, contendo todos os
agrotoxicos estudados (multirresiduo). Para



isso, volumes apropriados de cada solugdo
estoque foram transferidos para baldo
volumétrico de 10 mL, ja contendo um
pequeno volume de acetato de etila, sendo,
posteriormente, o volume completado com
este mesmo solvente. A mistura das
solugdes de trabalho (I pg mL') foi
armazenada em frascos ambar (tampa
contendo batoque de polietileno de alta
densidade - PE) evitando-se contaminagdo
e/ou evaporacgao.

As solugdes analiticas foram preparadas a
partir das solucdes de trabalho, de forma a
obter-se solugdes nas concentragdes entre
10 ng mL™" e 500 ng mL™".

3.6 PREPARO DAS SOLUCOES
ANALITICAS EM EXTRATOS
DA MATRIZ COMPOSTA

Na avaliacdo dos indices de recuperacdo
dos agrotoxicos em diferentes
procedimentos de extragdo, observou-se
grande influéncia da matriz na reposta dos
agrotoxicos. Este efeito da matriz foi
observado e discutido por Poole (2007).
Dependendo da condi¢do, a matriz aumenta
ou diminui as respostas dos agrotéxicos em
analises por cromatografia gasosa. Como
alternativa ao uso de curvas analiticas em
solvente, foram preparadas curvas analiticas
em extratos da amostra composta (item 3.2)
preparados por extragdo liquido/liquido em
acetato de etila, conforme item 3.8.3.

As solugdes para a curva analitica foram
preparadas a partir das solugdes de trabalho
(1,0 pg mL™). As solugdes foram obtidas
para as concentragdes finais entre 10 ng
mL™" e 500 ng mL" em volume final de 1
mL de acetato de etila.

3.7 ESTABELECIMENTO DAS
CONDICOES
CROMATOGRAFICAS

As analises  cromatograficas  forma
executadas em equipamento GC/-MS
Shimadzu QP2010 — Plus, equipado com
amostrador automatico e controle eletrénico
de fluxo.

As condi¢des cromatograficas foram
estabelecidas, baseado em dados da
literatura, visando uma maior sensibilidade
para identificacdo  dos  agrotoxicos
selecionados. =~ Foram  injetadas  no
cromatografo, solugcdes padrio  dos
agrotoxicos em diferentes concentracdes
(10pg mL™" e 50 pg mL™") e as seguintes
variaveis foram estudadas: tamanho da
coluna cromatografica, volume de injegao,
temperatura do injetor, temperatura da
interface, temperatura da fonte de ionizagao
do espectrometro de massa, modo de
injecdo (splitless e split), velocidade linear
do gas de arraste, rampa de temperatura.
Apds este estudo, a melhor relacdo
sinal/ruido para os compostos analisados
foi obtida conforme descrito no quadro 3.
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Quadro 3. Condi¢des de analise de agrotoxicos por GC-MS

Equipamento

GC/MS - Shimadzu QP2010S — Plus, equipado com amostrador

automatico e controle eletronico de fluxo.

Coluna RTXS5 MS — (5 % fenil metil polidimetilsiloxano)
Comprimento: 30 m e 60 m

Diametro interno: 0,25 mm

Espessura do filme: 0,25 pm

@Gas de arraste Hélio

Velocidade linear do gas 40,0 cm/seg
de arraste

Injecao 1 uL, modo splitless por 0,50 min e 50/1 split ; purga do septo a 10

mlL/min

Temperatura do injetor
Temperatura da interface 250 °C
Temperatura da fonte 200 °C
Voltagem do detector

Energia de ionizagao 70 eV
Programacao da 80 °C por 2 min;
temperatura

(0] estabelecimento das condi¢des
cromatograficas  foi  realizado  em
colaboracao no Laboratorio de

Caracterizagdo Molecular/espectrometria de
massas da UFOP, visando a obtengdo da
maior separacdo dos compostos para o
maior numero de agrotoxicos possivel.

Os tempos de retencdo dos compostos
foram obtidos a partir da confirmacdo dos
espectros dos varios agrotoxicos na
concentragdo de 100 ng mL™" usando o
modo de varredura (40 a 550 m/z) e
comparacdo com bibliotecas de espectros
do National Institute of Standards and
Technology (NIST) e SHIMADZU. A
confirmacdo dos compostos também foi
realizada pelos seus respectivos valores dos
indices de retengdo obtidos das bibliotecas
da Shimadzu e do NIST.
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250 °C e sobre pressao 250 kpa

750 V — Obtidos pelo autotune

80 a 280 °C a 5 °C/min; estabilizando a 280 °C por 15 minutos
Tempo total: 57 minutos

Para o estabelecimento das curvas analiticas
e andlises das amostras, 0os cromatogramas
foram obtidos em véarios segmentos para no
minimo trés ions no modo de aquisi¢do por
monitoramento de ions especificos (“single
ion monitoring” - SIM) usando ionizagdo
por elétrons (EI) a 70 eV.

O Antraceno D' foi utilizado como padrio
interno adicionado solucdes analiticas e as
amostras na concentracdo final de 50 ng
mL™" usando o fon m/z 188 e tempo de
retencdo de 27.560 minutos para a coluna
RTXS MS - (5 % fenil metil
polidimetilsiloxano), 60 m x 0,25 mm ID x
0,25 pum espessura da fase.



3.8 AVALIACAO DOS
PROCEDIMENTOS DE
EXTRACAO

Devido a complexidade da matriz mel, a
preparagdo das amostras se torna uma
importante etapa da analise para a obtengao
de resultados confiaveis (Rial-Otero, 2007).
Foi avaliada a eficiéncia de trés
procedimentos de extracdo e concentracdo
de amostras utilizando amostra preparada
conforme item 3.2.

3.8.1 Extracdo em fase sélida com
cartucho C18 (SPE — C18)

Cerca de 10,0 g de mel foram diluidas em
10,0 mL de H,O e agitados em vortex. A
amostra foi eluida em cartucho CI18,
previamente condicionado com 10,0 mL de
metanol e 10,0 mL de H,O, utilizando um
equipamento tipo “manifold” desenvolvido
no laboratorio. Apds a eluigdo da amostra, o
cartucho foi lavado com mais 10,0 mL de
H,0. A operagdo se deu sob vacuo.

Para a etapa de “clean up”, o cartucho C18
foi acoplado a um cartucho de florisil
previamente condicionado com 10 mL de
solucdo de isopropanol/n-hexano (5:4 v/v).
Os analitos foram eluidos do cartucho C18
com 10 mL de isopropanol/n-hexano (5:4
v/v) em sistema “manifold” sem a
utilizag¢do de vacuo. A amostra foi recolhida
em frasco dmbar e o extrato foi levado a
seco sob leve fluxo de nitrogénio.

3.8.2  Extracado
modificado:

“QuEChERS”

O procedimento “QuEChERS’ utiliza a
extragdo em fase solida dispersiva e um
adsorvente contendo aminas primarias e
secundarias (PSA) na etapa de limpeza dos
extratos (“clean-up”). Alternativamente ao

uso do PSA, foi recomendado pelo autor
(Michelangelo Anastassiades*), a utilizagdo
do dobro de MgSO, por mL de extrato para
a eliminagdo de alguns aglcares pela
remocao da agua.

O protocolo original (Anastassiades, 2003)
foi modificado da seguinte maneira: 10,0 g
de amostra composta de mel foram diluidos
com 10,0 mL de H,O em tubos de
centifugacdo. Foram adicionados 10,0 mL
de acetonitrila e agitados em vortex por 1
minuto. A solucdo foram adicionados 4,00
g+ 0,2 g MgSO, anidro e 1,00 g = 0,05 g
de NaCl. A mistura foi agitada em vortex
por 1 min e centrifugada (Beckman J2-MI)
a 5000 rpm por 10 minutos a -10 °C. Os
tubos foram congelados por 12 horas e
centrifugados novamente. Foram retirados 8
mL do sobrenadante que foram transferidos
para novo tubo e a eles foram adicionados
2,4 g de MgSO, anidro que, apds agitacdo
vigorosa, foram submetidos a nova
centrifugacdo (5000 rpm/10min/-10 °C).
Apbés essa etapa, 4 mL do extrato
sobrenadante foram obtidos e levados a
seco sob leve fluxo de nitrogénio.

3.8.3  Extracdo liquido-liquido:

O protocolo baseado em Rissato (2006) foi
adaptado como descrito a seguir, 10,0 g de
mel foram diluidos em 10,0 mL de H,O,
adicionados 10,0 mL de acetato de etila e
agitados em vortex por 10 minutos. A
solugdo foi centrifugada a 15000 rpm por
10 min (Beckman J2-MI) a temperatura de -
10 °C. O sobrenadante foi recolhido ¢ a
operagdo foi repetida trés vezes com 5,0
mL de acetato de etila. Os extratos
combinados (25,0 mL)foram eluidos em
conjunto de cartucho florisil e sulfato de
magnésio previamente condicionados com
10,0 mL de acetato de etila e levados a seco
sob leve fluxo de nitrogénio.
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3.9 AVALIACAO PRELIMINAR
DOS RENDIMENTOS DOS
PROCEDIMENTOS DE

EXTRACAO

Para cada procedimento de extracdo citado
anteriormente foram obtidos extratos da
amostra sem fortificagdo e pela fortificagdo
da amostra de mel com 100 pL de solugdo
padrio de agrotoxicos (I pg mL™). Os
extratos obtidos foram ressuspendidos para
o volume final de 1,0 mL de acetato de etila
com a adicdo de 50 pL da solugdo de
padrio interno (Antraceno D'’ a 50 ng mL"
". Os extratos em triplicata foram injetados
em GC-MS com coluna de 30 m
aleatoriamente.

As concentracdes foram calculadas com
base em curva analitica em solvente. As
solugdes para a curva analitica foram
preparadas adicionando-se volumes de
solugdo padrio de agrotoxicos (1 pg mL™)
em acetato de etila para as concentragdes
finais de 10 ng mL™ a 500 ng mL™" . Nesta
etapa do trabalho foi avaliada a utilizagao
de uma coluna cromatografica RTX5 MS —
(5 % fenil metil polidimetilsiloxano) 30 m
x 0,25 mm —ID x 0,25 pum.

Desta forma, puderam ser avaliados os
rendimentos de extragdo preliminares e a
interferéncia da matriz na resposta
cromatografica.

3.10 ESTABELECIMENTO DE
CURVAS ANALITICAS NA
MATRIZ

As caracteristicas da matriz tornam a
detecgdo de residuos de agrotoxicos em mel
um desafio para os analistas. As variedades
de classes de agrotoxicos que se encontram
disponiveis no mercado e a complexidade
de suas estruturas € outro problema.

Segundo  Sanches-Brunnet (2005), as
alternativas para minimizar estes efeitos sao
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(i) a melhoria nos processos de limpeza dos
extratos (“clean up”), (ii)) diluigdes
isotopicas pelo uso de padrdes com
isotopos marcados e (iii)) a adi¢do de
padrdes em extratos brancos para o
estabelecimento de curvas analiticas na
matriz similar as amostras.

Pela complexidade dos extratos de mel,
mesmo apos as etapas de limpeza com
florisil e a indisponibilidade de padroes
com isotopos marcados para todos os
agrotoxicos, optou-se pelo uso de curvas
analiticas com adi¢do dos padrdoes em
extratos de uma amostra composta de
diferentes origens e composicao. Apesar de
ndo ser uma amostra  “branco”
conhecidamente isenta de agrotoxicos, as
possiveis contaminagdes estariam diluidas
na relagdo de 1/60 e as areas de seus picos
puderam ser avaliadas nos extratos sem
adi¢do de padrio.

Aos extratos produzidos por extragdo
liquido/liquido, conforme o protocolo
citado anteriormente no item 3.8.3, foram
adicionados quantidades adequadas de
solucdo de trabalho em acetato de etila e
feita a adicdo de 50 pL da solugdo de
padrio interno (antraceno D' a 50 ng mL™)
para que quando ressuspendidos para o
volume final de 1,0 mL de acetato de etila
estivessem nas concentracdes entre 10 ng
mL™ e 500 ng mL™. As areas dos picos dos
agrotoxicos mno extrato “branco” foram
avaliadas para que sua concentragdo, se
presente na amostra composta, fosse
estimada pelo método de curva analitica por
adicao.

As curvas analiticas obtidas desta forma
foram utilizadas para o estabelecimento de
indice de recuperagdo, limite de detecgao e
limite de quantificacdo e para as analises
das amostras reais.



3.11 VALIDACAO DA
METODOLOGIA

Para garantir que a metodologia gere
informagdes confidveis e interpretaveis
sobre a amostra, o0 método foi submetido a
uma validagdo. Neste trabalho, foram
avaliados a seletividade com o estudo dos
tempos de retengdo de cada composto. Seus
espectros de massas ¢ indices de retengdo
foram confirmados com bibliotecas NIST e
Shimadzu, destes foram selecionados ions
especificos e respectivas intensidades. As
curvas analiticas nos extratos da matriz
composta, por padronizagdo interna
(Antraceno D'%), foram obtidas para os ions
selecionados com sete pontos, no minimo
em triplicatas. Por ndo apresentar
linearidade aparente na faixa de trabalho, o
ajuste da curva foi feito por regressdo
quadratica (INMETRO, 2003). A exatidao
do método foi estabelecida pelo indice de
recuperagdo em trés niveis de concentracdo
dos agrotoxicos na amostra composta. A
precisdo do método foi estabelecida com
base na repetibilidade pela analise de sete
replicatas de amostra composta na qual foi
adicionada solugdo de padrdes para uma
concentracdo final nos extratos de 100 ng
mL”'. Os limites de deteccio e de
quantificagdo foram estabelecidos para os
agrotoxicos utilizando o aplicativo do
software GC-MS Solution em solu¢des
padrdes no extrato. O limite de detecgdo foi
calculado como o menor nivel de
concentracdo no qual o agrotoxico foi
consistentemente identificado para todos os
ions selecionados com uma razdo sinal-
ruido (S/N) >3 O limite de quantificagao foi
calculado como o menor mnivel de
concentracdo onde os compostos estudados
foram quantificados com confiabilidade e
razao sinal/ ruido (S/N) >10.

3.11.1 Testes de indice de recuperacao

Foram preparados extratos fortificados
partindo da amostra composta. A amostra
diluida com 10,0 mL de H,O foi fortificada
em trés niveis adicionandos-se 10 ng mL™",
50 ng mL" e 100 ng mL". Foi utilizado
procedimento de extragdo liquido-liquido
(item 3.8.3). Os extratos foram injetados em
GC-MS em triplicata e as areas dos picos
foram avaliadas utilizando software GC-
MS Solutions.

3.12 DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM
AMOSTRAS

A determinagdo de residuos de agrotdxicos
nas amostras enviadas por colaboradores foi
feita com a utilizagdo do protocolo de
extragdo liquido-liquido utilizando curva
analitica na matriz. Foram analisadas 46
amostras de mel de diferentes regides do
Brasil e varios tipos de floradas.

4 RESULTADOS E
DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS
AMOSTRAS

O mel de abelhas pode ser caracterizado de
acordo com sua origem polinica e, apesar
de controversa, a analise do pdlen presente
no mel identifica as floradas visitadas pelas
abelhas para o recolhimento do néctar
necessario para a produ¢do do mel. O
interesse pela classificagdo do mel, neste
estudo, se deve ao conhecimento das
culturas predominantes presentes 1o
entorno dos apiarios. Entretanto, a
caracterizacdo das amostras de mel
analisadas foi feita de acordo com o
preenchimento do formulario de instrugdes
para coleta de amostras, enviado aos
colaboradores, e com as informacgdes
constantes neles. O niimero de amostras
analisadas permitiu a realizacdo de um
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levantamento preliminar sobre residuos de
agrotoxicos  encontrados em = méis
brasileiros que sera apresentado ao final
deste capitulo.

A tabela geral das amostras analisadas esta
apresentada no anexo B (Caracterizac@o das
amostras reais segundo informacdo dos
colaboradores).

O numero de amostras analisadas, seus
estados de procedéncia e a classificagdo
quanto a origem floral esta representada na
figura 12.

=
&
2
e o
E 15 O apiarios
2 10 B silvestre
g 5 0O monofloral
§ 0w |

AL BA MG RS SP

Estados

Figura 12. Caracterizacdo das amostras de
mel analisadas por estado e origem botanica

Como citado anteriormente, as culturas
presentes em um raio de aproximadamente
7 km® dos apidrios sio os locais mais
provaveis de serem visitados pelas abelhas
para o recolhimento de néctar e do polen.
Este fato pode estar relacionado com a
pulverizagdo  produtos quimicos nas
plantacdes, feita de maneira incorreta. Além
disso, a grande toxicidade de algumas

classes de agrotoxicos pode levar a
mortalidade de abelhas ou a contaminagdo
do mel como discutido recentemente
(Malaspina, 2008). Quando as abelhas nao
morrem e voltam para as colméias, pode
ocorrer de particulas suspensas no ar serem
interceptadas ficando retidas nos pelos
superficiais de seu corpo ou serem inaladas
e unidas em seu aparelho respiratério. De
acordo com Hassani (2005), alguns
produtos podem ocasionar efeitos subletais
nas abelhas, causando disturbios no olfato e
na percepcao de agucares.

De acordo com informagdes contidas nos
formularios de instrucdo para coleta de
amostras, a distancia entre as culturas do
entorno € 0s apiarios se mostraram
proximas na maioria das amostras enviadas
e variaram de 40 m a 2 km em 28 apidrios,
de 2 km a 10 km em 14 apiarios e acima de
10 km em apenas um.

A maioria dos produtores ndo soube relatar
as substincias que s3o utilizadas nas
culturas no entorno dos apiarios (70%).
Possivelmente, ndo existe uma preocupagao
em relacdo ao uso de agrotoxicos nas
regides proximas aos apiarios. O quadro 4
relaciona os agrotoxicos permitidos pelo
MAPA com as culturas predominantes no
entorno dos apiarios que foram informadas
pelos colaboradores no formulario de
instrugdes para coleta das amostras.

Quadro 4. Agrotoxicos permitidos pelo MAPA e culturas no entorno dos apiarios fornecedores
de amostras de mel de abelha para determinacao de residuos de agrotéxicos

Agrotdxico Culturas Agrotdxico Culturas
. Arroz; Batata; Café; Cana de . Feijao; Laranja; Milho;
Aldicarb p . Fenpropatrina
acucar; Laranja Tomate
. Cana de acucar . Cbea
Atrazina Milho; Pinus; Sorgo Iprodiona Batata; Feijao; Tomate
Crginme Batata; Feijao; Laranja; Milho; Malationa Arroz; Café; Feijdo; Laranja;

Sorgo

Milho; Pastagem; Soja
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Agrotdxico Culturas Agrotdxico Culturas
transgénica; Sorgo;
Carbaril Batatai F.elj do; Pastagem; Soja Paration Metilico Arroz; Batata; Feijao
transgénica; Tomate
Carbofurano deg Ar’roz; Batata% Cafe:; OTEEY Phorate Batata; Café; Feijao
acucar; Laranja; Milho; Tomate
Cipermetrina Arroz; Batata; Café; Feijdo; Soja; Plrlrp}fos Arroz; Feijdo; Laranja; Milho
Tomate Metilico
. Arroz; Batata; Café; Feijdo; , Batata; Café; Feijao; Milho;
Clorotalonil : . N Profenofos
Laranja; Pimentdo;Tomate Tomate
Clorpirifos Ba.tata.; Café; Feijao; .Laranja;A N . Café; Cana de agucar; Milho ;
o Milho; Pastagem; Soja transgénica; Simazina L
Metilico Pinus; Sorgo
Sorgo
Dimetoato Tomate Terbufos Cafe; Cinie € @gtens o fpo;
Milho
Dissulfotom Café Tetradifona Feijdo; Pimentdo; Tomate

42 TESTE DE SOLVENTES PARA
0S PADROES DE
AGROTOXICOS

A escolha dos solventes ¢ uma decisao
importante para o desenvolvimento de
metodologia multirresiduo  devido  as
diferencgas nas polaridades dos agrotoxicos
e dos solventes envolvidos (Zhen, 2006).
Além da solubilidade dos analitos ¢
também importante a solubilidade da
matriz.

Foram preparadas e injetadas solucdes
padrdes em trés solventes (acetona, acetato
de etila e acetonitrila). Varios artigos na
literatura utilizam acetona como solventes
para agrotoxicos nas andlises por
cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (Bernal, 1996;
Volante, 2001; Rissato 2004, 2006, 2007).
Padrdes em acetato de etila para GC-MS
sdao descritos por Albero, 2004; Sanchez-
Brunete, 2005 e 2008. A acetonitrila foi

testada por ser o solvente utilizado no
procedimento de extracdo “QuEChERS”.

Os resultados das injecdes em GC-MS para
os padroes de agrotoxicos preparados nos
diferentes solventes mostraram
comportamentos distintos. Foi observada a
divisdo dos picos nos primeiros segmentos
dos cromatogramas para os padroes
preparados em acetona e em acetonitrila.

Como exemplo dos resultados obtidos, os
cromatogramas de ions selecionados nas
figuras 13 e 14 mostram a formagdo de
picos adjacentes ao pico principal dos
agrotoxicos isopropoxifenol, carbofurano
deg e propomocarb quando dissolvidos em
acetonitrila e acetona. Os espectros e as
relacdes entre as intensidades dos ions
selecionados indicaram se tratar da mesma
substancia dividida em varios picos.
Observou-se que o efeito foi mais
acentuado nos padroes preparados em
acetonitrila (figura 13).
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Figura 13. Cromatograma obtido por GC-MS no modo scan para os ions 164, 58 e¢ 110
correspondentes ao isopropoxifenol, carbofurano deg e propomocarb, quando solubilizado em

acetonitrila na concentragdo de 100 ng mL™".
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Figura 14. Cromatograma obtido por GC-MS no modo scan para os ions 164, 58 e 110
correspondentes ao isopropoxifenol, carbofurano deg e propomocarb, quando solubilizado em

acetona na concentracao

A divisdo dos picos dos analitos com menor
temperatura de ebuli¢do e menor afinidade
pela  coluna, pode ser explicada,
provavelmente, em decorréncia da pouca
interagdo entre os solventes mais polares e a
coluna cromatografica dificultando a
condensacdo uniforme destes no inicio da
coluna. Neste caso, o efeito concentrador,
devido a condensagdo do solvente no inicio
da coluna, pode ter levado a formagdo de
filmes em diferentes regides no inicio da
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de 100 mL™".

ng

coluna. A divisdo de picos ¢ observada
também quando as solugdes sdo preparadas
em misturas de solventes de diferentes
polaridades.

O cromatograma da figura 15 mostra que os
padrdes preparados em acetato de etila
apresentaram melhor comportamento dos
picos. Estes resultados levaram a escolha
desse solvente para a preparagdo das




solugdes de padrdes de agrotoxicos e para

ressuspensdo dos extratos das amostras.
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Figura 15. Cromatograma obtido por GC-MS no modo scan para os ions 164, 58 e 110
correspondentes ao isopropoxifenol, carbofurano deg e propomocarb, quando solubilizado em

acetato de etila na concentragdo de 100 ng mL™".

43 OBTENCAO DOS TEMPOS DE
RETENCAO DOS
COMPOSTOS ANALISADOS

Para determinacdo dos residuos de
agrotoxicos por GC-MS, a relagdo de ions
monitorados, os tempos de retengdo e os
segmentos foram estabelecidos e estdo
listadas na tabela 9.

Os indices de retencdo foram obtidos de
bibliotecas do NIST e¢ da SHIMADZU.

59



60

Tabela 9. Agrotoxicos analisados por GC-MS; ions monitorados; valores de tempo de retengo (tr), ions monitorados/intensidade relativa,

segmento ¢ janela de tempo de aquisigdo

Janela de
N° Agrotoxico fon tr (min) fndice de Ions monitorados/intensidade Segmento tempo de
monitorado retengdo relativa (%) aquisi¢do
(min)
1 Isopropoxur 110.00 12.078 1225 110 (100) -152 (18) 1 11.12 - 13.50
2 Carbofurano 164.00 15.528 1313 164 (100) -149 (88) -131 (39) 2 13.50 - 16.50
3 Dissulfoton 97.00 16.869 1339 97 (100) -125 (56) -153 (25) 3 16.50 — 19.00
4 Carbaril 144.00 20.940 1926 115 (100) -116 (56) -144 (92) 4 19.00 —22.00
5 Propoxur 110.00 23.453 1629 110 (100) - 81 (67) -152 (34) 5 22.00 — 24.96
6 Phorate 75.00 25.320 1713 75 (100) - 97 (22) -121 (32) ’ ’
7 Hexaclorobenzeno 284.00 25.900 1740 284 (100) - 286 (77) - 282 (58) 6 24.96 — 26.00
8 Dimetoato 87.00 26.227 1750 87(100) - 93 (58) -125 (43)
9 Simazina 201.00 26.356 1757 201 (100) -186 (59) -173(52) 7 26.00 —27.30
10 Atrazina 200.00 26.557 1767 200 (100) -215 (64) - 58 (61)
11 Lindane 181.00 27.630 1718 181 (100) -183 (96) -219 (71)
12 Terbufos 57.00 27.987 1795 57 (100) - 231 (55) -103 (24) 8 27.30 - 28.50
13 Antraceno D" 188.00 27.560 07? 188 (100)
14 Clorotalonil 266.00 28.913 1849 266 (100) - 264 (65) - 268 (61) 9 28.50 -29.39
15 Vinclozolina 212.00 29.567 1914 212 (100) - 285 (91) - 214 (70)
16 Paration Metilico 109.00 29.603 1916 109 (100) -125 (77) - 263 (56) 10 29.39-30.35
17 Heptacloro 100.00 29.900 1932 100 (100) - 272 (31) - 274 (21)
18 Pirimifos Metilico 290.00 30.704 1973 290 (100) - 305 (75) -276 (72)
19 Malationa 127.00 31.040 1990 )= 197??((69;)) = 2B - 1 30.35 - 32.00-
20 Clorpirifos Metilico 97.00 31.500 2013 7 ()= 139174((9739))_ EI )=
21 Heptacloro Epoxide 81.00 32.920 2087 81 (100) - 353 (73) - 355 (71) 12 32.00 - 33.40
22 Captana 79.00 33.560 2104 79 (100) - 149 (32) - 80 (23) 13 33.40 - 35.05
23 Alfa-endossulfan 195.00 34.500 2164 195 (86) - 241 (82) - 239 (70)
24 Fenamifos 154.00 34.580 2178 154 (100) - 303 (77) - 195 (33)




Janela de

N° Agrotoxico fon tr (min) fndice de Ions monitorados/intensidade Segmento tempo de

monitorado retengao relativa (%) aquisicdo
(min)

25 Profenofos 139.00 34.900 2202 139 (100) - 97 (91)

26 4,4-DDE 246.00 35.170 2211 246 (100) - 248 (62) - 318 (62) 14 35.05-36.50

27 Dieldrin 79.00 35.300 2220 79 (100) - 263 (19) - 277 (17)

28 Endrin 81.00 35.806 2269 81(100) - 263 (97) - 67 (81)

29 4,4-DDD 235.00 36.761 2311 235 (100) - 237 (63)-165 (54) 15 36.50 —39.50

30 4,4-DDT 235.00 38.140 2311 235 (100) - 237 (63)-165 (54)

31 Iprodiona 314.00 40.084 2476 314 (100) -316 (65) - 56 (59) 16 39.50 - 40.90

32 Fenpropatrina 97.00 40.170 2518 97 (100) - 55 (59) -181 (69)

33 Metoxicloro 227.00 40.191 2517 227 (100) - 228 (15) - 212 (6) 17 40.90 - 43.00

34 Tetradifona 159.00 41.000 2569 159 (100) - 227 (60) - 111 (75)

35 Permetrina 183.00 43.440 2748 183 (100) - 163 (95) - 165 (77)

36 1Ciflutrina 163.00 44.860 2812 163 (100) - 165 (65) - 206 (60)

37 2Ciflutrina 163.00 45.100 2824 163 (100) - 165 (65) - 206 (60)

38 3Ciflutrina 163.00 45.300 2837 163 (100) - 165 (65) - 206 (60)

39 4Ciflutrina 163.00 45.400 2840 163 (100) - 165 (65) - 206 (60)

40 1Cipermetrina 163.00 45.700 2858 163 (100) - 165 (58) - 181 (51) 18 43.00 -55.00

41 2Cipermetrina 163.00 46.000 2862 163 (100) - 165 (58) - 181 (51)

43 3Cipermetrina 163.00 46.220 2883 163 (100) - 165 (58) - 181 (51)

43 4Cipermetrina 163.00 46.330 2887 163 (100) - 165 (58) - 181 (51)

44 1Deltametrina 181.00 50.800 3070 181 (100) - 253 (58) - 251 (30)

45 2Deltametrina 181.00 51.700 3102 181 (100) - 253 (58) - 251 (30)
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44 OBTENCAO DAS CURVAS
ANALITICAS EM ACETATO
DE ETILA

Apés a avaliagdo dos solventes. foram
preparadas curvas analiticas em acetato de
etila. As curvas adotadas foram quadraticas
para os niveis de concentragdo analisados
(10 ng mL™", 50 ng mL™, 100 ng mL"', 200

ng mL", 350 ng mL! e 500 ng rnL")
(Tabela 10).

Nao foram obtidas curvas analiticas para 18
agrotoxicos inicialmente listados na tabela
8. Agrotdxicos analisados por GC-MS; ions
monitorados; valores de tempo de retencdo
(tr), ions monitorados/intensidade relativa,
segmento e janela de tempo de aquisicao.

Tabela 10. Parametros das curvas analiticas obtidos para os agrotoxicos analisados por GC-MS
modo SIM, a partir das solugdes 10 ng mL™, 50 ng mL™', 100 ng mL™, 200 ng mL™, 350 ng mL"

"¢ 500 ng mL™' em acetato de etila

N° Agrotéxico m/z R’ Equacio da curva
T oyl 110 0.9997 Y= 2.230774e-002X22+ 73.7912 X + 552.7515
152 0.9998 Y =1.521829e-003 X~ + 13.03259 X + -208.2643
164 0.9997 Y =9.142763e-002 X+ 126.3212 X +-1018.24
2 Carbofurano 149 0.9998 Y =5.906634e-002 X* +93.17393 X +-728.4111
131 0.9999 Y =2.015729e-002 X* + 33.79414X + -281.9116
58 0.9999 Y =0.1272525 X* +238.3193 X + -8156.582
3 Propomocarb 129 0.9997 Y =6.604156e-003 X* +4.353974 X + 30.03285
188 0.9998 Y =6.377679e-003 X* + 3.904575 X + -24.76413
115 0.9999 Y =0.1063263 X*+20.29067 X + -528.6909
4  Carbaril 116 0.9999 Y =0.183931 X*+ 33.33956 X +-749.1858
144 0.9999 Y =0.1831035 X* + 34.14666 X + -723.6212
5 Fagpean 110 0.9999 Y =02161211 X*+ 1291.7891 X +-1253.769
152 0.9999 Y =3.728761e-002 X° +35.44118 X +-502.1257
6  Phorate 260 0.9995 Y =5.880185¢-002 X* +2.826317 X + 223.1855
284 0.9999 Y =7.248673e-003 X* +20.83888 X +-257.692
Hexacloro- _ 2
7 benzeno 249 10,9999 Y =3.25e-004 )2( +6.7925 X +369.5
142 0,9999 Y =1.5e-003 X~ + 8.86 X +-252.0
8  Dimetoato 87  0.9999 Y =0.2861422 X*+26.54016 X +-104.7864
201 0.9999 Y =0.1084363 X*+39.93705 X +-1312.618
9  Simazina 173 0.9999 Y =8.288791e-002 X + 28.63998 X + -941.3941
186 0.9999 Y =7.948761e-002 X* +30.95518 X +-1152.726
10 Atrazina 200 0.9996 Y =0.2131568 Xz +94.86058 X +-1660.472
215 0.9999 Y =0.1026454 X° +56.50602 X + -1864.339
109 0.9996 Y =0.4112094 X*+0.4112094 X +-10087.04
11 Lindano 219 0.9997 Y =0.3900537 X +499.9221 X + -5535.661
183 0.9997 Y =0.5235871 X*+ 1061.422 X + -10249.69
57 09997 Y =0.5208028 X* +37.2794 X + 1587.56
12 Tebufos 231 0.9998 Y =0.2209024 X* +-4.990558 X + 1224.253
288  0.9999 Y =3.474454¢-002 X* +-1.947398 X + 110.2661
13 Clorotalonil 266 0.9999 Y =0.2572343 Xz + 71.82758 X +28.43542
264  0.9998 Y =0.1729363 X~ +39.78502 X + 105.4692
178 0.9995 Y =0.1988133 X*+95.32105 X +-1630.202
14 Vinclozolina 124 0.9995 Y =0.1432913 X* + 84.94844 X + -1370.119
285 0.9996 Y =0.2102673 X+ 84.98407 X + -1474.239
15 Paration Metilico 109 0,9999 Y =0.1945534 X* +51.36676 X + -1078.787
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N° Agrotéxico m/z R’ Equacio da curva
125 0.9999 Y =0.1255024 X* + 33.00344 X + -769.3475
263 0.9999 Y =0.1071791 X* + 12.24882 X + -275.541
100 0.9998 Y =0.1346096 X* + 80.78452 X +-951.3135
16 Heptacloro 272 0.9999 Y =.819794¢-002 X* +40.73036 X + -917.9209
337 0.9998 Y =2.219941e-002 X* + 12.56039 X + -438.6631
290 0.9999 Y =0.2731713 X*+33.26538 X + -459.3741
17  Pirimifos Metilico 125 0.9999 Y =0.1326882 X*+22.70479 X + -537.0625
276  0.9999 Y =0.2412326 X*+29.06376 X + -406.1663
127 09999 Y =0.3396949 X* + 50.31949 X + -479.0874
18 Malationa 173 0.9999 Y =0.439972 X*+24.77809 X +-210.535
193 0.9999 Y =0.2855744 X* + 35.66999 X + -378.0008
97  0.9992 Y =0.4509383 X*+232.1217 X +-4617.314
19 Clorpirifos Metilico 197 0.9994 Y =0.3078267 X* + 124.411 X + -2443.759
314 0.9992 Y =0.3081624 X* + 124.0428 X + -2617.957
237 0.9999 Y =2.02174e-002 X* + 11.67951 X +-176.8378
20 Heptacloro Epoxide 263 0.9999 Y =2.894159¢-002 X* + 16.61855 X + -327.6496
81  0.9998 Y =9.843124e-002 X* + 110.7054 X + -1148.995
79 0.9997 Y =1.9463 X*+ 586.898 X +-9778.359
21 Captana 149 0.9999 Y =0.5081221 X* +42.45089 X + -762.7027
117 0.9999 Y =0.274136 X* + 32.43325X +-988.3493
246 0.9997 Y =0.3187308 X* +267.8553 X +-3044.306
22 4,4-DDE 176 0.9996 Y =0.1175234 X* + 125.2947 X + -1485.605
318 0.9997 Y =0.222574 X*+207.305 X + -2478.443
23 Dieldrin 79 0.9997 Y =0.2871491 X*+252.53 X +-2671.825
235 0.9999 Y =0.5669537 X*+121.295 X +-1313.383
24 4,4-DDD 237 0.9996 Y =0.2799908 X* + 100.462 X +-1438.303
165 0.9995 Y =0.2826901 X*+ 131.2485 X +-1933.75
25 4,4-DDT 165 0.9989 Y =1.648225 X*+ 1072.469 X +-22002.25
26 Fenpropatrina 181 0.9996 Y =0.4851762 X* + 88.07104 X +-1961.68
27 Metoxicloro 227 0.9999 Y =0.6560076 X*+0.6560076 X +-710.4217
274 0.99997 Y =2.666401e-002 X* + 8.402752 X + -212.0507
= Nos procedimentos para analises de mel,
45 AVALIAGAO PRELIMINAR usando cromatografia gasosa e
DOS ~ RENDIMENTOS ~ DOS espectrometria de massas descritos na
PROCEDIMENTOS DE literatura, foi relatado o uso de extragdes
EXTRACAO em fase solida (SPE - C18) por Albero

Devido a complexidade da matriz e aos
baixos niveis de concentragdo em que os
agrotoxicos sdo encontrados, a preparagdo
das amostras se torna uma importante etapa
da analise para a obtencdo de resultados
confidveis (Rial-Otero, 2007). A preparagdo
das amostras demanda técnicas de extragdo
e concentracdo dos analitos para se atingir
os limites de  sensibilidade dos
equipamentos e/ou a eliminacdo dos
possiveis interferentes.

(2004); Bernal (1996); Pang (2006) e
Sanchez-Brunete (2005 e 2008).
Procedimentos usando extragdo liquido-
liquido foram reportados por Bernal (1996);
Jimenez (2002); Russo (2002); Blasco
(2004 a, b); Rissato (2006 e 2007); Zhen
(2006); Erdogrul (2007). O solvente mais
utilizado por estes autores para o
procedimento de extracdo liquido-liquido
foi o acetato de etila. O procedimento
“QuEChERS” foi utilizado para a
determinacdo de agrotoxicos em mel por
Barakat (2007).
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Uma amostra de mel, adicionada de uma
mistura de padrdes em concentragdo final
aproximada no extrato de 100 ng mL" de
cada agrotoxico, foi submetida aos trés
procedimentos de extragdo (liquido-liquido,
SPE - CI8 ¢ “QuEChERS” modificado
descritos no item 3.8 na tentativa de se
avaliar o procedimento mais adequado para
a etapa de extragdo dos agrotoxicos. Os
procedimentos de extragdo foram realizados
em triplicatas e obtidos extratos de uma
amostra de mel com adicdo e sem do
padrao antes da extragao.

Os resultados preliminares com a coluna de
30 metros mostraram que alguns
agrotoxicos ndo puderam ser analisados nos
extratos por GC-MS, nas condi¢des
cromatograficas  utilizadas devido a
sobreposicdo de picos de componentes da
matriz com os mesmos ions dos padrdes,
nos respectivos tempos de retengao.

Os resultados dos rendimentos obtidos para
0s agrotoxicos para os ions selecionados
nos tempos de retencdo estabelecidos foram
comparados usando graficos de dispersdo
dos resultados tipo “boxplot” como
representado nas figuras 17, 18 e 19.
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Figura 16. Dispersao dos resultados dos rendimentos de extracdo para compostos

organoclorados usando curva analitica em acetato de etila
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Figura 17. Dispersao dos resultados dos rendimentos de extragdo para carbamatos e
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Figura 18. Dispers@o dos resultados dos rendimentos de extracdo para clorotiazinas e
dicarboximidas usando curva analitica em acetato de etila
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Varios dos resultados, usando curva
analitica em  solvente, apresentaram
rendimentos superiores a 120% para os
agrotoxicos avaliados. De forma geral, os
resultados para o procedimento de extracao
liquido-liquido em acetato de etila
apresentaram valores de concentracdo
maiores que os outros procedimentos de
extragdo avaliados, particularmente, para os
compostos organoclorados. Observou-se,
também, uma maior variacdo entre o0s
resultados das triplicatas nas extragdes
liquido-liquido em acetato de etila (figura
16). O procedimento de extracdo
“QuEChERS” modificado apresentou % de
rendimento  mais  baixos que o
procedimento liquido-liquido e wvalores
superiores aos da extracdo SPE-C18 para
alguns compostos. Os resultados da SPE-
C18 apresentaram uma menor variagao
entre as triplicatas. Apesar disso, os piores
rendimentos obtidos foram para o
procedimento de extracdo SPE-C18.

Independentemente ~ dos  rendimentos
obtidos, a dispersdo dos resultados das
triplicatas pode ser explicado pelo tipo de
matriz e pela dificuldade operacional das
técnicas utilizadas.

No procedimento de extragdo SPE - C18

foram encontradas dificuldades, tais como,
a saturagdo e¢ a obstrucdo do cartucho.
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Liquidos muito viscosos, como o mel,
dependem da diluicdo em agua ou da
mistura de 4gua e solventes organicos para
facilitar a passagem da amostra pela fase
estacionaria do cartucho.

Nesta etapa inicial do trabalho, o
procedimento de extragdo liquido-liquido
apresentou algumas dificuldades.
Particularmente, pela  formacdo de
emulsdes, que foram posteriormente
resolvidas pelo aumento da rotagdo na
centrifugacao.

O procedimento de extracdo “QuEChERS”
foi o que apresentou maior facilidade
operacional. A utilizacdo de menores
quantidades de solventes, de materiais e de
etapas durante a extracdo torna o
procedimento mais rapido e muito mais
simples. Talvez por isto, tenha sido
encontrada a menor dispersdo dos
resultados.

Uma vez que ndo foram detectados
agrotoxicos nos extratos da amostra sem
adi¢do de padrio, conforme pode ser
observado na figura 20, abaixo, os altos
rendimentos de extracdo encontrados
podem ser explicados pelo efeito da matriz
na transferéncia de massa dos analitos do
injetor para a coluna, conforme sera
discutido a seguir.



(x1,000)

__ Extrafo Lia-Lia

i1
Padrdo 200 ng mL !
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Figura 19. Cromatogramas de ions (m/z 263) para Endrin em diferentes extratos

O procedimento  “QuEChERS”  foi
modificado neste trabalho. A modificagao
sugerida pelo autor que desenvolveu a
técnica (Anastassiades, 2003) foi a
utilizacdo do dobro de sulfato de magnésio
na etapa de limpeza, para remover os acidos
organicos € outros potenciais interferentes
da matriz e, assim, melhorar os indices de
recuperagdo nos extratos fortificados. A nao
utilizacdo do adsorvente (PSA) pode ter
influenciado nos resultados obtidos. A outra
modificagdo foi a secagem em atmosfera de
nitrogénio do solvente acetonitrila e a
ressuspensdo dos extratos em acetato de
etila. A menor volatilidade da acetonitrila
pode ter levado a perdas dos analitos na
etapa de secagem dos extratos.

Com base nos dados obtidos, ndo foi
possivel afirmar qual dos procedimentos ¢
mais eficiente na etapa de extracdo dos
analitos, uma vez que os extratos obtidos
podem ser diferentes na sua composi¢ao e
os dois fatores, eficiéncia da extragdo e
transferéncia de massa do injetor para a
coluna, podem estar influenciando nas
respostas. No entanto, do ponto de vista
pratico, a extragdo liquido-liquido usando
acetato de etila apresentou melhores
respostas cromatograficas que as outras

duas técnicas. Por isto, esse procedimento
de extragcdo foi escolhido para as analises
das amostras.

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DA
MATRIZ NAS RESPOSTAS
DOS AGROTOXICOS

O efeito matriz é descrito como a principal
fonte de erros nos métodos de analise
multirresiduos  (Sanchez—Brunete, 2005).
No caso do mel, os interferentes mais
comuns sdo pigmentos e carboidratos. Os
acUcares compdem cerca de 82% do mel, e,
em razdo de sua solubilidade parcial em
solventes organicos, podem ser co-extraidos
indesejadamente com o0s agrotoxicos
durante a preparagdo das amostras
(Fernandez, 2001).

Os altos indices de recuperagdo obtidos em
extratos de amostras com o uso de curvas
analiticas em solvente foram relatados na
literatura. Segundo Erney (1993), a matriz
pode proteger os compostos organoclorados
da adsor¢do e decomposi¢do na etapa de
vaporizagdo no injetor aquecido, garantindo
uma maior transferéncia de massa do
injetor para a coluna quando comparado
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com os resultados observados quando os
padroes sao dissolvidos apenas nos
solventes. Em decorréncia desse fato,
observam-se altos indices de recuperacao,
com valores bem maiores do que os
esperados. Quando as respostas do detector
para a solucdo padrio em solvente sdo
comparadas com a resposta do analito na
matriz ocorre um aumento exagerado nos
indices de recuperacdo (Sanchez-Brunete,
2005; Alder, 2006). Os resultados dos
procedimentos de extragdo indicaram esse
efeito nas respostas cromatograficas,
quando comparadas com a curva analitica
obtida apenas em acetato de etila.

Para corrigir o efeito da matriz nas
respostas para os testes de validagdo do
método e analise das amostras, novas
curvas analiticas foram preparadas em
extratos de uma amostra composta
contendo cerca de 60 méis diferentes.

Optou-se também pelo uso de uma coluna
com a mesma fase estacionaria, porém de
maior comprimento (60 m) para melhorar a
resolugdo e minimizar a sobreposi¢do de
picos de ions de outros compostos presentes
na matriz.

47 VALIDACAO DA
METODOLOGIA

4.7.1  Especificidade

A especificidade do método foi atribuida
aos tempos de retencdo a aos indices de
retengdo estabelecidos para os compostos
estudados de acordo com a tabela 8.
Agrotoxicos analisados por GC-MS; ions
monitorados; valores de tempo de retengdo
(tr), ions monitorados/intensidade relativa,
segmento e janela de tempo de aquisi¢cdo
apresentada no item 3 - Material e métodos.
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4.7.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada pelas curvas
analiticas em extrato da matriz na faixa de
10 ng mL™" a 300 ng mL", utilizando sete
niveis de concentra¢do. Foi adicionado a
cada amostra antraceno D' (50 ng mL™).
Apds a andlise cromatografica, as curvas
analiticas foram construidas relacionando a
razdo das areas dos picos no cromatograma
(padrao de agrotdxicos/padrao interno) com
a concentracio dos agrotoxicos (ng mL™).

Foram obtidas regressdes quadraticas como
apresentado na tabela 11. O coeficiente de
correlacio (R?) apresentou-se > 0,989 para
todos os compostos. As curvas analiticas
sdo apresentadas nos Anexo D.

Dos agrotoxicos selecionados inicialmente
na tabela 8, ndo foram obtidas curvas
analiticas  adequadas  para lindane,
dissulfotom, terbufos, clorotalonil,
heptacloro, captana, alfa-endossulfan,
fenamifos, profenofés, endrin, iprodiona,
tetradifona,  permetrina, ciflutrina e
deltametrina e estes principios ativos foram
descartados do estudo. Os piretroides, por
eluirem em altas temperaturas, apresentam
ions que sdo abundantes no “background”
pelo sangramento da coluna. Além disto, as
solu¢cdes padrdo foram preparadas nas
concentracdes da mistura de seus isOmeros
e nao de compostos individuais.



Tabela 11. Parametros das curvas analiticas, obtidos para os agrotoxicos analisados por GC-MS
modo SIM, a partir das solugdes 10 ng mL™'; 20 ng mL™'; 50 ng mL™"; 75 ng mL™'; 100 ng mL™;
150 ng mL'1 e 300 ng mL™' no extrato da matriz.

N° Agrotoéxico m/z R? Equacio da curva
. 110 0.9995 Y =9.337529¢-006 X2 + 4.671717¢-003 X + -5.095594¢-003
1 Isopropoxifenol
prop 152 09996 Y=1.572962¢-006 X+ 8.439833¢-004 X + 1.390073¢-003
164 09994 Y =3.620278¢-006 X> + 1.722257¢-003 X + -3.14639¢-003
2 Carbofurano deg 149 0.9997 Y =3.576135¢-006 X* + 1.306252¢-003 X + -6.244584¢-004
131 0.9980 Y =1.364112e-006 X>+ 5.932471¢-004 X + 9.257923¢-004
; Carbaril 116 0.9995 Y =3.269874e-006 X>+ 1.14392e-003 X + -1.723634¢-003
144 09988 Y =4.894275¢-006 X* + 2.71835¢-003 X + -4.010673¢-003
A Pronoxur 110 0.9993 Y =-6.281758¢-006 X+ 9.597525¢-003 X + -9.613717
p 152 0.9964 Y =-8.780038¢-007 X> + 1.819316e-003 X + 3.248855¢-002
Hexacloro 284 0.9930 Y =1.476088¢-006 X+ 1.836222¢-004 X + 5.06086¢-003
5 P 282 0.9929 Y =8.34585¢-007 X +9.911078¢-005 X + 2.912564¢-003
nzeno 286 0.9928 Y =1.08541¢-006 X>+ 1.37215¢-004 X + 3.688854¢-003
6 Dimetoato 87  0.9974 Y =4.431324e-006 X> +4.133711e-003 X + 5.203642¢-002
201 0.9994 Y =1.248198e-006 X>+ 1.731353¢-003 X + 5.646376¢-003
7 Simazina 173 09958 Y = 1.414335¢-006 X> + 6.928158¢-004 X + 1.712776e-002
186 0.9946 Y =4.467509¢-007 X2 + 1.070892¢-003 X + 2.632376¢-003
g U 200 0.9995 Y =3.140883e-006 X> + 3.447154e-003 X + 9.097277¢-003
215 0.9995 Y =6.96693e-007 X* + 2.334627¢-003 X + 3.84007¢-003
212 0.9892 Y =7.586994¢-007 X2 + 2.523243¢-003 X + 7.230573¢-002
9 Vinclozolina 214 09995 Y =1.409259¢-006 X2+ 1.555339¢-003 X + 1.787657¢-004
285 0.9996 Y =1.711894e-006 X+ 2.210848¢-003 X + 1.266449¢-003
10 Paration Metilico 263 0.9980 Y =3.136055¢-007 X+ 2.119796¢-003 X + 8.489171¢-003
1 Pirimifes Metilico 290 0:9998 Y =2.683077¢-006X" +4.990817¢-003 X + 1.771397¢-002
Hmos WICHHCO 305 0.9998 Y = 1.459851e-006 X+ 3.846907¢-003 X + 1.812993¢-003
127 09946 Y =-3.580486e-006 X>+ 1.389809¢-002 X + 5.959145¢-003
12 Malationa 173 09996 Y = 1.251843¢-006 X> + 1.084276¢-002 X + 3.822702¢-002
125 09929 Y =-4.56406e-006 X> + 1.20327¢-002 X + 9.429846¢-002
3 Clorpirifos 314 0.9995 Y =2.031152e-006 X+ 2.083718¢-003 X + 8.882846¢-003
Metilico 199 09772 Y = 6.548323e-007 X> + 2.148045¢-003 X + 0.4944579
14 Heotacloro Enoxide 333 0:9976 Y =5.182469¢-007 X° + 1.747613¢-004 X +2.062046¢-003
CPacioro Epoxi@e 153 09897 Y =2.320095¢-007 X2 + 1.736151e-004 X + 3.016223¢-003
246 0.9994 Y =5.559583¢-006 X2 + 7.514799¢-003 X + 3.935222¢-002
15 4,4-DDE 248 0.9994 Y =3.606233¢-006 X2 + 4.697427¢-003 X + 2.868126¢-002
318 0.9995 Y =4.874561e-006 X2 + 3.024065¢-003 X + 1.909515¢-002
16 Dieldrin 79 0.9964 Y =3.168159¢-006 X+ 4.506676e-003 X + -4.258014¢-003
235 0.9992 Y =6.933184e-006 X+ 7.895577¢-003 X + 4.537951¢-002
17 4,4-DDD 237 0.9976 Y =1.11376e-005 X2 + 3.631956e-003 X + 1.905128¢-002
165 09972 Y =1.492265¢-005 X> + 2.359342¢-003 X + 7.714757¢-002
18 4,4-DDT 165 0.9903 Y =-3.781077¢-007 X2+ 1.557289¢-003 X + 3.39819¢-002
19 Fenpropatrina 181  0.9925 Y =2.47422¢-006 X* + 3.220815¢-003 X + 4.114356¢-002
20 N 227 09986 Y =-1.129384e-006 X+ 1.00243¢-002 X + 4.434129¢-002
212 09980 Y =-1.199333e-007 X*+ 7.211745¢-004 X + 1.848399¢-003
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4.7.3  Estudos dos
recuperacao

indices de

A exatiddo do método de analise foi
determinada pelo estudo dos indices de
recuperacgdo para trés niveis de fortificagdo
de amostras (1,0 pug kg™, 5,0 ug kg™, 10,0
ng kg™). Os valores de recuperagio foram
calculados utilizando-se as curvas analiticas
preparadas nos extratos da matriz, de
acordo com o método de extragdo utilizado
conforme item 3.8.3.

Para as amostras analisadas por GS-MS, os
resultados foram obtidos pelo
monitoramento dos respectivos ions de cada

composto (m/z) no modo SIM.

Os melhores indices de recuperagdo foram
obtidos para os agrotoxicos organoclorados
e organofosforados. Os resultados dos

indices de resposta para os extratos
fortificados variaram entre 41,19% a
120,45% da  quantidade adicionado

dependendo da classe dos agrotoxicos
estudados, indicando  variagdes na
composicdo dos extratos obtidos e sua
influéncia nas respostas do espectrometro
de massas. O desvio padrao relativo (DPR)
ou coeficiente de variacdo foi menor que
11% para todos os compostos analisados.

Para o hexaclorobenzeno e heptacloro
epoxide foram obtidos resultados de indice
de recuperagdo para a concentragdo de 10,0

ugkg'.

Tabela 12. indice de recuperagio (%) de agrotoxicos obtidos pela curva analitica em extrato da
matriz, ion monitorado, média e DPR de mel fortificado em diferentes niveis de concentragao

Niveis de concentracio (ug kg™)

N° Agrotoxico tr ifon Media® Media® 5,0 Medi *10’0 DPR
édia o édia o édia
@)  PPROD Ty PPROD ) (%)
Organoclorados

246 nd nd 109 3 101 3

1 4,4-DDE 35.132 248 nd nd 106 2 101 3
318 nd nd nd nd 109 2

235 nd nd 102 3 100 5

2 4,4-DDD 36.726 237 nd nd 102 4 110 6
165 nd nd 100 8 115 3
3 4,4-DDT 38.105 165 nd nd 97 5 92 10
4 Dieldrin 35318 79 nd nd 111 11 98 5
Hexacloro- 284 nd nd nd nd 99 2

5 benzeno 25.881 282 nd nd nd nd 98 6
286 nd nd nd nd 99 2

. 355 nd nd nd nd 105 9

6 Heptacloro Epoxide  32.900 353 nd nd nd nd 114 9
. 227 nd nd 97 3 92 7

7 Metoxicloro 40.157 212 nd nd nd nd 95 4
212 nd nd nd nd 97 3

8 Vinclozolina 29.525 214 nd nd 110 5 102 2
285 111 3 110 4 101 3

Organofosforados

.. - 314 nd nd 115 6 99 1

9  Clorpirifos metilico  31.470 199 nd nd nd nd 97 9
10 Dimetoato 26.148 87 nd nd 114 5 104 4
11 Malationa 31.012 127 nd nd 92 5 90 5
173 nd nd 97 5 92 4
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Niveis de concentracio (ug kg™)

N° Agrotoxico tr fon Media® 1,0 Media® 5,0 Medi *10’0 DPR
édia o édia o édia
(%) DPR (%) (%) DPR (%) %) (%)
125 nd nd nd nd 91 6
12 Paration Metilico 29.579 263 nd nd nd nd 95 4
. . 290 117 3 108 1 101 4
13 Pirimifos Metilico 30.663 305 120 5 110 4 100 3
14 Phorate 25282 75 nd nd nd nd 72 4
Carbamatos
. 116 nd nd 98 1 99 8
15 Carbaril 20.993 144 9 5 29 4 90 7
164 nd nd 90 6 85 10
16 Carbofurano deg 15.490 149 101 9 97 6 88 8
131 75 9 nd nd 84 9
. 110 51 9 50 7 41 5
17 Isopropoxifenol 12.038 152 nd nd 53 6 46 6
110 nd nd 103 1 98 2
18 Propoxur 23411 152 nd nd nd nd 111 5
Clortriazinas
. 200 100 9 107 7 102 8
19 Atrazina 26.508 215 nd nd 107 4 106 10
201 94 3 105 5 102 7
20 Simazina 26.301 173 nd nd nd nd 101 9
186 nd nd 102 4 98 9
Piretroides
21 Fenpropatrina 40.153 181 nd nd nd nd 95 6
obtidos pela média das concentragdes
474  Precisdo (Tabela 13). O desvio padrio relativo

A precisdo do método foi avaliada com
relacdo a repetibilidade pela determinacdo
do desvio padrio relativo (DPR) ou
coeficiente de variagdo, mediante o estudo
das amostras fortificadas a 10,0 pg kg'. As
amostras foram injetadas e os resultados

(DPR) variou entre 3,4% e 32,9%. Para
algumas substincias, hexaclorobenzeno, e
heptacloro epoxide, além de valores bem
acima dos esperados, ndo houve uma boa
repetibilidade.

Tabela 13. Média das concentragdes de 7 injegdes ¢ DPR (%,) de solugdo de 10,0 ug kg™ de
agrotoxicos preparada em extrato da matriz analisados por GC-MS no modo SIM

Nivel de concentracio (ug kg”)

N° Agrotoéxico fon 10,0
Média DPR (%)
1 Isopropoxifenol M L7 6,2
152 7,7 6,0
164 12,5 6,9
2 Carbofurano deg 149 12,6 3,4
131 12,8 6,2
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Nivel de concentracio (ug kg™)

N° Agrotoxico fon 10,0
Média DPR (%)
. 116 12,9 5,8
3 Carbaril 144 114 47
4 Propoxur 1o 6,2 10,2
152 5,8 13,6
5 Phorate 75 7,0 8,9
284 29,0 96,2
6 Hexaclorobenzeno 282 28,6 88,4
286 29,5 104,1
7 Dimetoato 87 9,4 5,7
201 11,2 7,1
8 Simazina 173 14,3 9,7
186 11,6 6,3
. 200 11,1 9,7
9 Atrazina 215 11.2 45
212 9,0 9,9
10 Vinclozalina 214 11,8 5,9
285 10,9 4,4
11 Paration Metilico 263 7,5 8,7
. . 290 9,1 4,6
12 Pirimifos Metilico 305 8.8 4.4
127 7,8 3,8
13 Malationa 173 8,1 49
125 9,4 5,5
.. . 314 11,5 7,6
14 Clorpirifos Metilico 199 3.4 32.9
. 355 41,8 157,8
15 Heptacloro Epoxide 353 402 1423
246 11,0 8,3
16 4,4-DDE 248 11,2 8,99
318 13,7 13,4
17 Dieldrin 79 12,6 10,9
235 10,7 6,9
18 4,4-DDD 237 12,1 7,7
165 12,3 9,7
19 4,4-DDT 165 5,2 8,5
20 Fenpropatrina 181 10,1 26,9
. 227 6,8 5,7
21 Metoxicloro 212 9.0 7.9
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4.7.5  Estimativa dos limites de deteccdo
e quantifica¢do

Os limites de detec¢do e de quantificagdo
foram estabelecidos para os agrotoxicos
utilizando o aplicativo do software GC-MS
Solution em solugdes padrdes no extrato.
Os resultados sdo descritos na tabela 13.

As razbes entre sinal/ruido foram
calculadas para o menor nivel de

concentracdo de padrdoes no qual o
agrotoxico foi consistentemente
identificado  para  todos os  ions
selecionados, com razdo sinal/ruido (S/N)
>3. Baseado nas razdes S/R obtidas nas
respectivas concentragdes dos padrdes, os
limites de deteccdo e quantificagdo foram
calculados para concentracdes estimadas
como S/R> 3 e S/R > 10 respectivamente.
Nao foram considerados os indices de
recuperagdo no estabelecimento dos limites
de detecgdo e quantificagdo.

Tabela 14. Relagio sinal/ruido calculado para solugdes padrio de agrotoxicos (10 ng mL™) e
limites de detecgdo e limite de quantificagdo estimados.

N° Agrotéxico m/z LD (ngmL™") LQ@mgmL™)
1 Isopropoxifenol -l = . 152
152 59,60 0,5 1,7
164 18,27 1,6 5,5
2 Carbofurano 149 14,38 2,1 7,0
131 4,13 7,3 24,2
3 116* 5,0 6,0 40,0
17,6 34 11,4
4 Propoxur 110 14,42 2,1 6,9
152 10,95 2,7 9,1
Hexacloro- 284 6,63 4,5 15,1
5 benzeno 282 3,29 9,1 30,4
286 5,07 5,9 19,7
6 Dimetoato 87* 791 7,6 25,3
201 13,33 2,3 7,5
7 Simazina 173* 4,85 12,4 41,2
186 15,72 1,9 6,4
. 200 26,29 1,1 3,8
8 Atrazina 215 2.56 11,7 39,1
212 28,38 1,1 3,5
9 Vinclozolina 214* 17,89 34 11,2
285 70,25 0,4 1,4
Paration
10 Metilico 263 23,00 1,3 43
11 Pirimifos 290 20,21 1,5 4.9
Metilico 305 34,20 0,9 2,9
127* 5,32 11,3 37,6
12 Malationa 173 20,15 1,5 5,0
125% 8,74 6,9 22,9
13 Clorpirifos 314 22,55 1,3 4,4
Metilico 199 15,62 1,9 6,4
14 Heptacloro 355%* 11,22 13,4 44,6
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N° Agrotéxico m/z S/R LDmgmL™") LQMmgmL™)

Epoxide 353* 9,69 6,2 20,6

246 17,40 1,7 5,7

15 4,4-DDE 248 9,08 3.3 11,0
318 22,47 1,3 4,5

16 Dieldrin TO** 8,22 18,2 60,8
235 26,97 1,1 3,7

17 4,4-DDD 237* 10,83 5,5 18,5
165 12,87 2,3 7,8

18 4,4-DDT 165 28,47 1,1 3,5
19 Fenpropatrina 181 4,34 6,9 23,0
. 227 72,82 0,4 1,4

20 Metoxicloro 210* 7.45 4.0 13.4

*S/R calculado para solugdes de 20 ng mL™!
**S/R calculado para solugdes de 50 ng mL™!

Foram analisadas 46 amostras de mel

4.8 DETERMINACAO DE - o
. procedentes de varios estados brasileiros
RESIDU,OS DE (Anexo B) para determinagdo de residuos
AGROTOXICOS EM de  agrotoxicos.  Foram  detectados
AMOSTRAS compostos em oito amostras conforme os

resultados apresentados na tabela 14.

Tabela 15. Residuos dos agrotoxicos estudados (ug kg™') encontrados em amostras de mel de
diferentes regides brasileiras

Nivel de concentracio
(ng kg™

Agrotoxico
A002*% A006* AO014* A033* A052* A054* A069* AQ73*

Carbaril nd 1,2 nd nd nd nd nd nd
Dimetoato nd nd nd nd nd nd <2,53 5,5
Simazina nd nd nd <0,64 <0,64 <0,64 nd nd
Clorpirifos metilico nd 11,0 nd nd nd nd nd nd
Dieldrin 6.4 nd nd nd nd nd nd nd
Fenpropatrina nd nd 2,0 nd nd nd nd nd

* Cbdigo das amostras analisadas
nd: ndo detectado

Todos os compostos foram encontrados em Os compostos encontrados nas amostras,
muito baixas concentragdes e, para algumas dieldrin ~ (A002), carbaril (A006),
amostras, estavam abaixo do limite de fenpropatrina (A014), clorpirifés metilico
quantificagdo estabelecido neste trabalho. (A006) e dimetoato (A069 e A073), sdo
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regulamentados pela Instrugdo Normativa
n° 9. Entretanto, os valores encontrados nas
amostras estdo abaixo dos limites
estabelecidos pela legislagdo cujos valores
permitidos para os limites de quantificacao
sdo 10 pg kg para dieldrin (aldrin), 37 pg
kg' para carbaril, 10 pg kg'para
fenpropatrina, 24,3 pg kg para clorpirifos
e 20 pug kg para dimetoato.

Para os outros compostos, simazina (A033,
A052 ¢ A054), ndo existem limites de
quantificacdo estabelecidos pela legislagao
brasileira.

Apesar da amostra A002 ser proveniente de
um a apiario localizado a 800 m de area de
mata nativa, foi detectado a presenca de
dieldrin. O composto, da classe dos
organoclorados, tem sua utilizagdo restrita
sendo somente permitido para oOrgaos
publicos. Seu uso foi diminuido por sua
persisténcia ambiental, tendéncia a acumulo
no organismo e o aumento da resisténcia dos
insetos.

A amostra A006 ¢ identificada como
monofloral com predominéancia de polen de
laranja e o apiario esta localizado a 500 m
de plantagdo de cana de agucar e laranjeira.
Nesta amostra, foi detectada a presenga de
carbaril. De acordo com o MAPA, este
composto € permitido para as culturas de
batata, feijdo, soja, tomate ¢ em pastos. O
outro composto detectado foi o clorpirifos
metilico que € permitido para a cultura de
laranja indicando que a contaminagdo do
mel pode estar relacionada com a
proximidade da cultura.

O apiario correspondente a amostra 14,
identificada como  monofloral, esta
localizado junto a plantagdo de girassol. O
piretréide da classe dos inseticidas,
fenpropatrina, foi detectado nesta amostra e
apesar de seu uso ndo ser especifico para a
cultura de girassol sua modadilade de
emprego estd relacionada com as culturas
de algodao, café, cebola, citros, crisantemo,
feijao, gladiolo, mag¢d, mamao, milho,

morango, repolho, rosa, soja ¢ tomate. O
agrotoxico simazina foi detectado em trés
amostras. A amostra A054 ¢ proveniente de
area de plantacdo de café onde o uso da
simazina ¢ permitido como herbicida. A
presenca de simazina nas amostra A052,
identificada como silvestre e préoxima a
plantagdes de tomate e pimentdo, ndo era
esperada. Porém, de acordo com os
resultados do Programa de Andlise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos —
PARA da ANVISA, ¢ comum a pratica de
utilizacdo de agrotoxicos nao autorizados
para as culturas de tomate e pimentdo
(ANVISA, 2008).

Nas amostra A069 e A073 foi detectado o
composto dimetoato. A presenca de pastos
e plantacdo de eucalipto proxima a amostra
A069 pode nado estar relacionada com o
composto encontrado. Para a amostra A073,
a presenga do dimetoato pode estar
relacionada com o possivel uso deste
agrotoxico ja que ele é permitido para a
cultura de frutiferas junto ao apiario.

5 CONCLUSOES

Foi desenvolvida metodologia analitica
multirresiduos para a determinagdo de 20
agrotoxicos  de  diferentes  classes
(organoclororados, carbamatos,
organofosforados, clorotriazinas e
piretréides) em amostras de mel de abelhas
(Apis sp) por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

Foram avaliadas trés metodologias de
extragdo e concentragdo de agrotoxicos
descritas na literatura, extracao SPE - C18,
extragdo em fase solida dispersiva
(“QuEChERS”) e extragdo em solvente
(liquido-liquido). Das metodologias
avaliadas para preparacdo de amostras, a
técnica de extracdo e concentracdo de
analitos que envolveu a extragdo por
solvente com a utilizacdo de acetato de etila
e posterior “clean up” com cartucho florisil
foi a técnica que apresentou melhores
respostas para os analitos na cromatografia
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gasosa/espectrometria de massas. Desta
forma, foi escolhida para as etapas de
validagdo e analises de amostras.

A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS)
utilizada como técnica para a determinagao
de residuos de agrotoxicos se mostrou
eficiente para o monitoramento de varios
compostos. O modo de aquisicdo por
monitoramento de ions especificos (“single
ion monitoring” SIM) mostrou ser
essencial devido a alta sensibilidade e
especificidade que confere a analise
suplantando, em parte, os problemas
encontrados em relacdo a complexidade da
matriz e a co-eluicdo de compostos
indesejaveis. Por  outro lado, a
complexidade da matriz nos extratos de mel
impossibilitou a analise de varios outros
agrotoxicos devido a co-eluigdo de
substancias presentes em altas
concentragdes na matriz e que continham os
mesmos ions fragmentos dos analitos.

Foi constatado o aumento na intensidade
dos ions dos analitos em solugdes nos
extratos da matriz mel quando comparados
com solu¢cdes em solvente nas mesmas
concentragdes. O estabelecimento de curvas
analiticas obtidas em extratos da matriz foi
determinante no sentido de corrigir o seu
efeito na resposta dos analitos. Foram
obtidas curvas analiticas com ajuste para
regressdo quadratica, os valores dos
coeficientes de determinagdo para todos os
agrotoxicos avaliados foram superiores
0,989.

Os estudos de validagdo demonstram que a
metodologia utilizada apresentou excelente
repetibilidade (% RSD entre 3,4 a 13,6) e
que os indices de recuperacdo para todos os
agrotoxicos ficaram entre 92% a 115%,
exceto para o isopropoxyfenol (41%) e
phorato (72%) para a concentracdo no
menor limite de quantificacio (10 pg kg™)
descrito na Instrugdo Normativa n° 9 do
MAPA.
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Os limites de detecgdo calculados variaram
de 04 a 13,4 ng mL' dependendo do
composto ¢ do ion monitorado. Da mesma
forma, o limite de quantificagdo apresentou
resultados entre 1,4 e 60,8 ng mL".

Apesar da recomendagdo da Instrucdo
Normativa n® 9 para utilizagdo da técnica
GC-MS para a determinacdo de agrotoxicos
em mel, a utilizacdo de detectores mais
especificos como captura de elétrons e
nitrogénio-fosforo deveriam ser
consideradas para o monitoramento de
classes especificas de agrotoxicos devido as
caracteristicas quimicas dos compostos. Por
exemplo, na andlise de piretroides
(deltametrina, cipermetrina e ciflutrina) que
eluem em altas temperaturas, os ions
presentes como sangramento da coluna
podem mascarar os ions fragmentos
especificos dos analitos.

Foram encontrados agrotéxicos em oito
amostras das 46 amostras analisadas.
Apesar de ser encontrados em baixas
concentragdes, menores que os limites da
legislacdo, alguns agrotdxicos podem estar
relacionados com a sua aplicagdo nas
culturas do entorno dos apidrios.
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Formulario para coleta de mel
Instrugdes

Este formulério se destina 4 obtencdo de informacdes sobre a
coleta de amostras de mel para anélise de residuos de
pesticidas.

As informacdes contidas sdo confidenciais e somente serdo
utilizadas como dados para trabalho cientifico da Escola de
Veterinaria UFMG.

As informagoes deverdo ser precisas para que expresseml a
realidade de cada apiério e, assim, a veracidade da pesquisa.
Os frascos para a coleta devem ser de vidro e serdo enviados
para o endereco solicitado previamente.

A 1dentificagdo dos frascos devera ser a mesma constante no
formulario. Cada amostra deverd ser acompanhada de um
formulario. Deverio ser coletadas 200 g de cada amostra.

Definicdo de pesticida: Para os fins desta pesquisa, pesticida sera
definido como qualquer substincia utilizada para o controle de pragas
de colméias ou culturas que, normalmente, sdo acaricidas, herbicidas,
inseticidas. Sinénimos: defensivos agricolas, praguicidas, agrotoxicos.
As amostras deverdo ser enviadas ao endereco abaixo:

Fundacéo Centro Tecnolégico de Minas Gerais/CETEC
Setor de Biotecnologia e Tecnologia Quimica

Av. José Candido da Silveira, 2000 — Horto

Cep: 31170-000 Belo Horizonte/MG

At. Carla Pittella/ SDB

E-mail: carla.pittellai@cetec.br

31 3489 2331

Nome/Amostra n?

Data de producéo:
Data de envase:

Produtor

Registro

Endereco do apiario

Estado/Cidade

Localizacdo (GPS)

(Marcar X) Classificagdo

. Floral Meliponideo Melato
Origem -
= Silvestre \ Monofloral
Indicar o polen predominante
Obtengdo do mel do favo Apresentacido
escorrido prensado centrifugado liquido ‘ cristalizado favos filtrado
Cor

Informacoes sobre pesticidas

Tipos de pesticidas (acaricidas
ou oufros) usados nas colméias

Tipos de culturas do entorno

Proximidade de culturas da
regido com o apidrio (km on
metros)

Tipos de pesticidas usados nas
culturas

Epoca de aplicacio dos
pesticidas
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ANEXO B. Caracterizacdo da amostras reais segundo informacéo dos colaboradores

Pesticidas usados

Ne° Id Cidade Estado Tipo Polen . Cor Pestlg!das Cu,ltl_Jras Proximidade em culturas
amostra predominante colméias  prdximas de culturas "
proximas
1 A002 Lagoa RS silvestre ambar ni mata nativa 800 m ni
imidacloprid,
2 A004 Lagoa RS silvestre ni ambar fumigagao soja e milho 100 m semevin, flprqnll,_
Vermelha enxofre triazol, estrobilurina,
mancozeb
3 A005 Brotas SP monofloral laranjeira clara ni f;rg?ljie agucare 500 m ni
4  A006 Brotas SP monofloral laranjeira clara ni f:r';?]jie agucare 500 m ni
5 A007 Brotas SP monofloral laranjeira clara ni f;rr:rlljie aguicare 500 m ni
6 A008 Campo RS silvestre cip6-uva ambar ni milho 3km ni
Grande
7 A009 Jardim RS silvestre ni ni ni matas e cerrado ni ni
Catas A eucalipto, milho,
8 A010 Altas MG silvestre eucalipto Ambar ni cana de acucar e 1km Ivomec
capineira
9 A011 Belp MG silvestre eucalipto ambar nenhum Eugallpto, 1km malation
Horizonte capineira
Catas Ambar eucalipto, milho,
10 AO012 MG silvestre eucalipto ni Cana de agucar e 1km Ivomec
Altas claro .
capineira
11 AO013 Cruz Alta RS monofloral ni clara nenhum soja 20m |nset_|c_|da €
herbicida
12 A014 Cruz Alta RS monofloral ni amarelo  nenhum girassol junto inseticida
13 A015 Bauru SP silvestre cipé uva clara nenhum laranja sorgo 2km ni
pastagens
14 A016 Bauru SP silvestre faveiro marrom  nenhum laranja sorgo 1.5km ni
pastagens
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Pesticidas usados

Ne° Id Cidade Estado Tipo Polen Cor Pestlg!das Cu,ItL_Jras Proximidade em culturas
amostra predominante colméias  prdximas de culturas o
proximas
15 AO018 Redengdo SP silvestre ni ambar ni eugallpto ¢ flor ni ni
da Serra nativa
16 A019  Taubaté SP  silvestre  ni ambar  nenhum  Milho.arroz, 500 m malation, folecour,
hortalicas supabor
17 A022 Paraibuna SP silvestre ni zjlmarelo nenhum mata _atlantlca, 2 km herbl_cl_das,
ambar eucalipto formicidas
Marechal cana de acucar,
18 AO023 Deodoro AL silvestre ni caramelo nenhum fruteiras, mata 100 m a 300 m herbicidas, outros
atlantica
cana de acgucar,
19 A024 Riolargo AL silvestre ni caramelo  nenhum sabia, mata,_w 100mas500m ni
mamona, feijéo e
capim
inseticidas,
20 A025 Conchal SP monofloral laranjeira amarelo ni laranja 40m acaricidas,
abamectina
inseticidas,
21 A026 Aguai SP monofloral laranjeira amarelo  ni laranja 40 m acaricidas,
abamectina
inseticidas,
22 A027 Limeira SP monofloral laranjeira amarelo  ni laranja 40m acaricidas,
abamectina
23 A030 Palmeiras BA silvestre Silvestre ambar 50 nenhum ma?a nat|~va, tomate 10 km ni
mm e pimentdo
24 A031 Palmeiras BA silvestre Silvestre ggncﬁig nenhum mata nativa 10 km ni
candeia e assa- mata nativa,
25 A032 Palmeiras BA silvestre cixe ambar nenhum hotaligas, tomatee 5 Km ni
P pimentdo
26 A033 Palmeiras BA silvestre cal_"nde|a €a%5a  (laro nenhum mata nativa, paSEO’ 15 Km ni
peixe tomate e pimentdo
27 A034 Palmeiras BA silvestre ni ambar nenhum mata tomate e 10 Km ni

pimentao




Pesticidas usados

Ne° Id Cidade Estado Tipo Polen Cor Pestlg!das Cu,ItL_Jras Proximidade em culturas
amostra predominante colméias  prdximas de culturas o
proximas
28 A035 Palmeiras BA silvestre ni claro nenhum mata natlvg, past~o, 10 Km ni
tomate e pimentéo
. . . ambar 80 . :
29 A036 Palmeiras BA silvestre Silvestre mm nenhum mata nativa 5Km ni
30 A037 Palmeiras BA silvestre Silvestre claro nenhum majca nat|~va, tomate 5Km ni
e pimentdo
31 AO040 Palmeiras BA silvestre Silvestre ?1:?120 46 nenhum mata nativa 5 Km ni
32 A046 Palmeiras BA silvestre Silvestre ambar nenhum mata nativa 8 Km ni
33 AO050 Palmeiras BA silvestre silvestre (Elaro- nenhum maj[a nat|~va, tomate 6 Km ni
ambar e pimentdo
34 A052 Palmeiras BA silvestre silvestre ambar nenhum majfa nat|~va, tomate 5Km ni
e pimentao
A cana de acucar,
35 A054 Cajuru SP silvestre ni i:g?:r nenhum café, matas ciliares 200m 2300 m ni
de cerrado, pasto
cana de acucar,
36 A055 Nova SP silvestre Iaranj_a, ambar nenhum Iaranja_, restos de 50m inseticidas
Europa eucalipto escuro mata ciliar,
eucalipto
37 AOS6 Ribeirdo sp silvestre aroeira, assa- marrom nenhum cana de aglcar, 600 m i
Preto peixe escuro pasto, hortalicas
38 AO057 Sdo Simao SP monofloral 22?2:&?0 € ambar nenhum eucalipto e cerrado 50 m ni
39 AO057a ng\CShuellra RS monofloral eucalipto ambar nenhum nenhum ni ni
40 AO058 Cachaeira RS monofloral  soja claro nenhum feijdo e soja junto Glifosato metalaxil-
do Sul M endossulfan
41 A059 dCcz)acShuolelra RS silvestre ni ambar nenhum soja e arroz 3 km ni
Santa ambar mata nativa,
42 A060 \ MG silvestre ni nenhum pastagem e junto ni
Bérbara claro

eucalipto
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Pesticidas usados

NP Id Cidade Estado  Tipo Pélen _ Cor Pestlg!das Cu’ItL_Jras Proximidade em culturas
amostra predominante colméias  prdximas de culturas o
proximas
Séo
43 A062 Gongalo MG silvestre ni ambar nenhum matapatlva, cafe e junto ni
do Rio claro eucalipto
Abaixo
Eucalipto, ambar eucalipto
44  A069 Petim RS silvestre Senecio ssp., nenhum 1pto, ni ni
- claro laranjeira, arroz
astrapéia
45 A073 Rolante RS silvestre ni ambar nenhum m”ho’ mandioca, junto ni
frutiferas
46 A074 Se}nta MG silvestre ni ambar nenhum eucalipto 100 m ni
Barbara

ni: ndo informado
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ANEXO C Pesticidas selecionados

Pesticida

Férmula

Grupo quimico quimica

Férmula estrutural

Massa

4.4 DDD(TDE)

4.4DDT

4.4-DDE

Hexaclorobenzeno

Metoxicloro

Lindane

Dieldrin

Alfa-Endossulfan

Endrin

Heptachlor

C14H10C|4

C14HoCls

Cl4H3C|4

Organoclorados

CeClg

Cl6HISC|302

C6H6CI6

Clorociclodienos C12HsClgO

CoHsCls03S

ClgH3C|60

CloH5C|7

foaey

/ \ CHCCI-:

319.9514
320.9587(+)
318.9441(-)

353.9124
354.9196(+)
352.9051(-)

317.9358
318.9430(+)
316.9285(-)

283.8104
284.8177(+)
282.8031(-)

344.0140
345.0213(+)
343.0067(-)

290.830

379.8682
380.8755(+)
378.8609(-)

405.8143
406.8216(+)
404.8070(-)

379.8682
380.8755(+)
378.8609(-)

371.8185
372.8258(+)
370.8112(-)
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Férmula

Pesticida Grupo quimico A Formula estrutural Massa
quimica
a. d
a . o 387.8134
Heptacloro o HCLO a H 388.8207(+)
epoxide A 1otIs™T7 H 386.8062(-)
387.8134
Heptacloro 388.8207(+)
epoxide B C1oHsCl,O 386.8062(-)
300.9317
301.9390(+)
Captana CyHgCI3NO,S 299.9244(-)
284.9961
. . 286.0034(+)
Vinclozalina C12HoCI,NO
Dicarboximida e 283.9889(-)
|pr0di0na C13H13CILN30; 330.170
201.0782
. 202.0855(+)
Simazina C7H12C|N5 2000710(_)
Clorotriazina
215.0939
Atrazina CgH14CINs 216.1012
214.0866(-)
433.0651
Ciflutrina Piretréide C,H15CILFNO, 434.0724(+)
432.0578(-)
504.9721
. 505.9724(+)
Deltametrina CyH19BroNO; 503.9648(-)
349.1678
. 350.1751(+)
Fenpropatrina CxH2NO
prop 2M2sN s oy 348.1605(-)
Cipermetrina CasH1sCl,NO; %mm 416.303

“ 9 N
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Férmula

Pesticida Grupo quimico A Formula estrutural Massa
guimica
390.0793
. > 391.0865(+)
Permetrina C,H5,Cl,0
AP0~ 389.0720(-)
ﬁ 355.8819
Tetradifona Clorodifenilsulfona  C;,H¢CI,0O,S a Is@d 356.8892(+)
ol 354.8746(-)
a
CN
. _A_cl
Clorotalonil Isoftalonitrila CsClN, jf;l 265.912
Ci CN
Cl
‘”m 350.9239
Clorpirifés Organofosforados  CgH;1CIsNOsPS d L ey 3;%%%%(6)
s o 228.9997
. i 230.0070(+)
Dimetoato CsH1oNO4sPS, cho—ﬁ’—s\)L -CH;
OCH, ﬁ 227.9925(-)
5 274.0287
Dissulfotom CgH190,PS; CHJCHI:SCH(CH_‘S'F[{OC%CHah 275.0360(+)
273.0214(-)
:j o ﬂ"al 303.1060
s 304.1133(+)
Fenamifds C13H2NO3PS He gi 302.0987(-)
N g 330.0363
Malationa CioH1506PS, Oﬁm’\% 331.0435(+)
“Foc 329.0290(-)
Hy
~°‘.~P,00H3
oYy 263.0019
S CaHioNOsPS OCch; 264.0091(+)
Paration metilico 261.9946(-)
NS
mﬁ,svs 25?%%5(2)
Phorate C,H170,PS; f 2590057(_)
C
",
HiC, fgn o 305.0965
0 3
L . s. 2 | 306.1037(+)
Pirimifés metilico Cy1HxoN304PS c;p\{3 N’A\NJ 304.0892(.)
CH3 H3C
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Férmula

Pesticida Grupo quimico A Formula estrutural Massa
quimica
(o]
%, 0. _CH
O’P‘s ~ 373.9334
] a N 374.9406(+)
Profenofds C11H15BrCIO5PS CH; 372.9261(-)
Br
o %00 ao0stsre
) R :
Terbufds CoH»,0,PS; HiC 88, CHy 287.0371(-)
HC
0 He
. iC CH, 190.0777
Aldicarb Metilcarbamato de ¢ 1y N,0,8  He L N X 191.0850(+)
oxima N~ 0 SCH, 1
H : 89.0704(-)
. OCONHCH, 201.0790
Carbaril Metllcarbamatode ¢, HuNO, 202.0863(+)
‘0 200.0717(-)
OCONHCH,
Metilcarbamato de 221.1052
Carbofurano benzofuranila C1,HisNO; O_ CH, 222.1125(+)
CH, 220.0979(-)
Q JOL 219.0679
HaC\ JKrN, LHy  220.0752(+)
Oxamyl C;H13N305S Fl‘ ~ 0 H 2180606(-)
CH, S‘CH
3
Carbamato j)L 188.1525
CgH2oN20; HC. CH, 189.1598(+)
Propamocarb I:,/\/\H 0™ 187.1452(-)
CHs
it
) HsC. 209.1052
N™ "0
Propoxur Metilcarbamatode  ~ NG H 210.1125(+)
fenila 0. _CH;
Y 208.0979(-)
CHy
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ANEXO D. . Curvas analiticas em acetato de etila
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Figura 20. Curva analitica para simazina (m/z
173)
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Figura 32. Curva analitica para heptacloro
(m/z 337)
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Figura 36. Curva analitica para malationa
(m/z 127)
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ANEXO E. Curvas analiticas na matriz

108



109



2.00] Isopropoxur

Area PI/ Area PP

0 50 100 150 200 250

Concentragdo (ng mL™)
Figura 1. Curva analitica para
isopropoxifenol (m/z 110)

4.04
351 Isopropoxur
3.0
2.59
2.04
1.5§

1.0

Area PI/ Area PP

0.5]

0T
0 50 100 150 200 250

Concentragdo (ng mL™)

Figura 2. Curva analitica para isopropifenol
(m/z 152).

Area Rati(x0.1)

8.9 Carbofurano
7.04
6.04
5.04
4.04

3.0

Area PI/ Area PP

2.0

1.0

0.0 T T T T T —
0 50 100 150 200 250  Conc. Ratio

Concentragdo (ng mL™)

Figura 3. Curva analitica para carbofurano
(m/z 164).

110

7.0
Carbofurano
6.04
5.04
4.04

3.01

2.01

Area PI/ Area PP

1.04

0.0¢=———

0 s0 100 150 200 250
Concentragdo (ng mL™)
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Figura 19. Curva analitica para atrazina (m/z
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metilico (m/z 290)
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Figura 31. Curva analitica para heptacloro
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Figura 32. Curva analitica para heptacloro
epoxide (m/z 355)
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Figura 33. Curva analitica para 4,4-DDE (m/z
246)
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Figura 34. Curva analitica para 4,4-DDE (m/z
248)
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Figura 35. Curva analitica para 4,4-DDE (m/z
318)
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Figura 36. Curva analitica para dieldrin (m/z
79)
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Figura 37. Curva analitica para 4,4-DDD
(m/z 235)
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Figura 38. Curva analitica para 4,4-DDD
(m/z 237)
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Figura 40.Curva analitica para 4,4-DDT (m/z

165)
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Figura 41. Curva analitica para fenpropatrina
(m/z 181)
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Figura 42. Curva analitica para metoxicloro
(Mm/z 227)
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Figura 43. Curva analitica para metoxicloro
(m/z 212)
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Figura 44. Curva analitica para permetrina
(m/z 183)
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Figura 45. Curva analitica para permetrina
(m/z 163)
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Figura 46. Curva analitica para permetrina
(m/z 183)
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Figura 47.Curva analitica para permetrina
(m/z 163)
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Figura 48. Curva analitica para permetrina
(m/z 20)
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