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RESUMO

O desenvolvimento de métodos requer um estudo prévio para identificar a
adequacao dos sistemas de analise, extracdo de amostra, além de buscar o
atendimento a critérios de exceléncia de qualidade dos resultados gerados e a
conformidade ao uso pretendido. Cada vez mais, ha esforgos para que alimentos
seguros sejam disponibilizados ao consumidor, fazendo parte desse esforgo viabilizar
técnicas analiticas que permitam rapida resposta possibilitando a retirada de produtos
potencialmente prejudiciais ao consumidor de uma forma mais eficaz. Neste cenario,
os laboratorios tém buscado métodos multi-analitos, os quais permitem uma
miniaturizagdo de procedimentos extensivos, ou seja, a utilizagdo de um mesmo
procedimento de extracdo e de parametros de detecgao de forma simultdnea para
inumeras moléculas. Entretanto, apesar dos avancgos nesta area, muitas moléculas
devido as suas caracteristicas proprias, tem se diferenciado quanto aquelas condicbes
otimas de analise e por isso mesmo requerem métodos dedicados especificos. Neste
trabalho, apds uma cuidadosa avaliagao, foram identificadas as melhores condicdes
para extracdo de analitos polares em frutas da regidao do Vale Submédio do Sao
Francisco (VSMSF) e também para a soja, bem como foram otimizados e
desenvolvidos métodos de cromatografia acoplada a detector seletivo de massas LC-
ESI-MS/MS. O método desenvolvido foi empregado com sucesso para analise de
1385 amostras de alimentos durante trés anos de analises, sendo uma importante
ferramenta para avaliagado da qualidade dos frutos e da soja coletados em importantes
regides produtoras do Brasil.

Palavras-chave: Agrotdxicos. Cromatografia Liquida. Espectrometria de Massas por

lonizagao por Electrospray. Analise de Alimentos.



ABSTRACT

The development of methods requires a previous study to identify the adequacy
of the systems of analysis, sample extraction, in addition to seeking to meet the criteria
of excellence of quality of the results generated and the conformity to the intended use.
Increasingly, there are efforts to make safe food available to the consumer, as part of
this effort to enable analytical techniques that allow rapid response enabling the
withdrawal of potentially harmful products to the consumer in a more effective way. In
this scenario, the laboratories have been looking for multianalytical methods, which
allow a miniaturization of extensive procedures, i.e., the use of the same extraction
procedure and detection parameters simultaneously for countless molecules.
However, despite the advances in this area, many molecules due to their own
characteristics, have differentiated themselves as to those optimal conditions of
analysis and therefore require specific dedicated methods. In this work, after careful
evaluation, the best conditions for the extraction of polar analytes in fruit matrices in
the Vale Submedio do Sao Francisco region (VSMSF) and also at the national level
for soybean were identified, as well as methods of chromatography coupled with
selective mass detector LC-ESI-MS/MS were optimized and developed. The
developed method was successfully used for the analysis of 1385 fruit and soy
samples during three years of analysis, being an important tool to evaluate the quality

of fruits and soy collected in important producing regions of Brazil.

Keywords: Pesticides. Chromatography, Liquid. Spectrometry, Mass, Electrospray

lonization. Food Analysis.
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1 INTRODUGAO

As substancias quimicas sintéticas utilizadas na agricultura tém sido
investigadas e regulamentadas em todo o mundo. De acordo com a Agéncia Quimica
Europeia (ECHA), o seu uso deve ser realizado de modo adequado e em niveis
aceitaveis a seguranca do consumidor (ECHA, 2017). Para tanto, sdo definidas regras
apropriadas que visam principalmente a seguranga de alimentos destinados ao
consumo humano, assim como a protecdo do meio ambiente.

Existem diversos argumentos a favor do consumo de substancias quimicas
como os agrotoxicos e afins. Sem os agrotoxicos ndo seria possivel garantir a
sobrevivéncia da populacdo de nosso planeta. A adaptacdo e o sucesso do
crescimento populacional atualmente s&o dependentes da utilizacdo e do
desenvolvimento de tecnologias quimicas para controle de organismos vivos que
competem com a espécie humana por alimentos. Dessa forma, a quantidade e
variedade de alimentos cresceu como nunca antes evidenciado apdés o surgimento
dos agrotoxicos (DELAPLANE, 1996; MAHMOOD et al., 2016).

A lei brasileira que regulamenta o uso de agrotoxicos € de 1989 e também
define sobre a pesquisa e utilizagao de produtos afins como € o caso de desfolhantes
e reguladores de crescimento vegetais e mesmo aditivos utilizados em produtos de
origem vegetal (Brasil, 1989). Segundo levantamento de Research (2017), espera-se
que ocorra um aumento no consumo de reguladores de plantas e substancias que
tragam apelo comercial aos produtos de origem vegetal in natura.

Diante das novas demandas do consumidor, o qual se mostra mais exigente
por alimentos seguros e livres de qualquer tipo de contaminante danoso a saude
humana, o mercado internacional adotou programas especificos assegurando o
controle de qualidade de toda a cadeia produtiva, inclusive na produgéo agricola, que
faz uso de diversos tipos de agrotdxicos e substancias quimicas afins como meios
tecnolégicos para garantir a produtividade no campo. Destacam-se a observagéo aos
Limites Maximos de Residuos (LMR) permitidos, a sanidade e a higiene do processo
produtivo e de embalamento, a rastreabilidade, dentre outros.

Existe uma tendéncia de uso dos agrotoxicos e substancias afins na agricultura
com baixa caracteristica de persisténcia no meio ambiente e reduzida atividade
bioacumulativa. De acordo com Pico (2008), essas substancias representam uma

transicao entre o uso de moléculas de carater lipofilico e persistentes e substancias



quimicas mais polares, estas ultimas apresentam degradagdo mais rapida no
ambiente e, por conseguinte, temos menor quantidade de residuos presentes nos
alimentos.

Com isso, agrotoxicos como PQ, DQ, CQ, Glifosato, Fosetil Al e substancias
afins como MOR, DEA, TEA e mesmo o Etefom (ETH) tem sido, via de regra, utilizados
na “agricultura moderna”, uma vez que sdao de média a alta polaridade, de baixa
persisténcia e sendo utilizados de forma adequada sao fundamentais para producgao
segura de alimentos.

O desenvolvimento de métodos analiticos para analises de agrotdxicos e afins
estabelece uma série de requisitos técnicos a serem atingidos a partir de parametros
de validacdo fundamentais a garantia dos resultados analiticos. Os procedimentos de
analise buscam eficiéncia através de métodos cada vez mais simplificados que
permitam identificar simultaneamente o maior numero possivel de moléculas para
aquela técnica. O uso pretendido dos novos métodos precisa atender as
regulamentagdes e apresentar resultados no menor tempo possivel, uma vez que por
se tratar de alimentos € necessario que os 6rgéos de fiscalizagdo possam evitar a
exposi¢cao humana a esses agentes rapidamente.

No entanto, para a analise de compostos de alta polaridade, que possuem
distintas propriedades fisico-quimicas é exigida a introdu¢cdo de métodos especificos
ou dedicados (do inglés, single residue methods) com vista ao atendimento a
demandas analiticas necessaria a avaliagado da seguranga dos alimentos produzidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Desenvolver e validar métodos especificos para analisar residuos de
contaminantes polares em alimentos de origem vegetal, em especial as frutas da
regido do Vale Submédio do Sao Francisco (VSMSF) e graos de soja com procedéncia

de diversas regides produtoras do Brasil.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver e validar um método para determinagao dos herbicidas: Clormequate,
Diquate, Paraquate e Glifosato em soja;

- Realizar levantamento dos niveis de herbicidas identificados nas culturas de soja
proveniente de diversos locais do Brasil;

- Desenvolver e validar um método para determinag&o do fungicida Fosetil Al e seu
produto de degradacéo (acido fosfénico) na cultura de manga;

- Realizar pesquisa na regiao do Vale Submédio Sdo Francisco quanto a presenga
do fungicida Fosetil Al e seu produto de degradagédo na matriz manga;

- Desenvolver e validar um método para determinagédo do regulador de crescimento
vegetal Etefom na matriz uva;

- Realizar andlises dos niveis de Etefom encontrados nas uvas da regido da regido do
Vale Submédio S&o Francisco;

- Desenvolver e validar método para o aditivo de ceras utilizadas em frutos: Morfolina,
Dietanolamina e Trietanolamina;

- Identificar os niveis de Morfolina, Dietanolamina e Trietanolamina em frutos

provenientes de diversos Estados do Brasil;
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3 JUSTIFICATIVA

Alimentos seguros sao fundamentais para uma agricultura sustentavel, pois,
dentre outros fatores, sao produzidos com a devida preservacdo do meio ambiente e
entregues ao consumidor com a qualidade adequada. Sendo assim, decorre do uso
de substancias quimicas sintéticas na agricultura, a necessidade de monitorar os
residuos de contaminantes originados de praticas quimicas no campo, os quais
podem comprometer a seguranga dos alimentos e provocar danos a saude dos
animais e ao meio ambiente.

O desenvolvimento de métodos para a analise de substancias quimicas
altamente polares no Brasil € escasso e restritos a poucas commodities. No entanto,
€ preciso suprir a recente demanda por esse tipo de pesquisa dada a importancia para
a seguranga de alimentos e por atender a setores estratégicos como aquele da
exportacao de frutas, mais especificamente da regido do Vale Submédio Séao
Francisco, onde existe um dos principais arranjos produtivos locais (APL) do Estado
de Pernambuco com vocagao reconhecida nacionalmente para produgao de uva de
mesa e manga. O desenvolvimento cientifico deve acompanhar o reconhecimento da
rastreabilidade com a aceitacido das avaliacdes a nivel local e internacional.

Secundariamente, a avaliagdo da conformidade de frutos e da soja quanto a
presenca de agrotdxicos e substancias afins, torna possivel a cooperagao com 6rgaos
publicos em acdes de monitoramento e fiscalizagdo da qualidade dos alimentos e do
meio ambiente e permite que seja criada novas politicas de controle para reduzir ou

eliminar o dano provocado pelo consumo de alimentos contaminados.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Agrotdxicos e a seguranga de alimentos

Para atender a uma demanda cada vez maior de alimentos, os processos de
produgé&o agricolas atuais se modernizaram. Entre as tecnologias empregadas temos
0s agrotoxicos que sao utilizados no controle de pragas e doengas que prejudiquem
a producao, armazenamento e transporte dos alimentos produzidos no campo.
O termo Agrotoxico foi adotado no Brasil e é considerado com amplo significado, pois
evidencia a capacidade desses agentes de destruir vida animal ou vegetal,
caracteristica que é omitida ao utilizar termos como defensivos agricolas”. (PERES &
MOREIRA, 2003)

De acordo com a legislagao brasileira, Lei Federal no 7.802, de 11 de julho de
1989, em seu Artigo 2, Inciso |, os agrotdxicos s&o definidos como:

Os produtos e os componentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos
destinados ao uso no setor de produgao, armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na protegdo de florestas nativas ou
implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes urbano,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao da flora e da
fauna, a fim de preserva-la da agdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como substancias e produtos empregados como desfolhantes,

dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento.

A globalizagao trouxe juntamente com a expansado do comércio de produtos
agricolas a necessidade de se identificar a procedéncia e a conformidade dos
alimentos (rastreabilidade). Com isso, foram elaborados diversos sistemas de
informacgéo e de controle para produgéo de alimentos seguros, desde a produgéo no
campo até as etapas de beneficiamento. De acordo com a Organizagao das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO), a antecipagdo e a prevengédo a
contaminagao alimentar devem constituir o principal meio para prote¢do do
consumidor. Além disso, qualquer aumento acentuado da producdo de alimentos

através da aplicagdo de insumos adicionais, como fertilizantes, agrotoxicos e
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medicamentos veterinarios, predispde riscos potenciais devido ao seu uso indevido
(FAO, 2010).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que alimento seguro &
um atributo essencial de saude publica, uma vez que alimentos indcuos contribuem
para saude e produtividade e fornecem uma plataforma de desenvolvimento e
mitigacdo da pobreza (SILVA et al., 2015). E certo que os danos & saude do
consumidor podem ocorrer em qualquer ponto da cadeia produtiva. A seguranga dos
alimentos é uma consequéncia do controle de todas as etapas da cadeia produtiva.
No caso dos agrotdxicos, o risco de contaminagdo ocorre de forma indireta pela
aplicacao desses produtos de maneira ndo recomendada ou mesmo seu uso indevido
em culturas para quais nao € permitido.

Para FAO, as opgdes de gestao de risco para seguranga de alimentos devem
ser iniciadas a partir de avaliacbes pré-fronteira para certificar que os controles no
pais exportador resultam em um alimento seguro. No caso dos controles de fronteira,
se faz necessario apresentar registro de validagdes de documentos, inspecao e testes
de produtos. Por fim, temos o controle dentro do pais importador que pode incluir, por
exemplo, registro, licenciamento do alimento. Os controles pds-fronteira também
podem ser realizados a partir da inspecao e de testes do produto no importador para
avaliar os controles, vigilancia e monitorizagdo do produto que foi distribuido no
mercado (FAO, 2016).

No ambito do Brasil, o consumidor &€ amparado pelo Cdédigo de Defesa do
Consumidor (Lei n° 8.078, de 11/09/1990), que estabelece direitos basicos como
protecdo a vida, saude e a seguranga contra riscos provocados por produtos e
servigcos (BRASIL, 1990). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) é o responsavel por organizar o atendimento das demandas de alimentos
seguros, onde temos o consumidor e os mercados envolvidos nas cadeias produtivas
(ANDRIGUETO; KOSOSKI, 2007).

Atendendo a essa missdo o MAPA tem realizado, dentre outros programas,
agdes de promogao a produgédo integrada de alimentos e estabelece dentro de seus
processos internos a qualidade e inocuidade dos alimentos como missédo desse 6rgao
0 que resulta de um esforgo nacional por uma politica publica de seguranga dos
alimentos, ou seja, alimentos seguros e sustentaveis com apoio as cadeias produtivas
do agronegdcio e para a saude do consumidor (ANDRIGUETO; KOSOSKI, 2007).
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Figura 1 - Perspectivas do MAPA quanto a Politica de Alimentos Seguros.

Qualidade e inocuidade Acesso a tecnologia Agregacao de valor
dos alimentos

v

Politica de Alimentos Seguros e
Campanhas de Divulgagao e Promogao

Fonte: Adaptado de (ANDRIGUETO; KOSOSKI, 2007).

O programa brasileiro de Produgao Integrada de Frutas (PIF) € um modelo
que tem viabilizado a populacdo o consumo de alimentos com menores niveis de
agrotoxicos. A adogao de medidas de sanidade na cadeia de produgdo de frutos
beneficiou ndo apenas o mercado externo que exigia rastreabilidade dos alimentos,
mas alterou as praticas até entdo ndo assumidas no plantio e processamento dos
frutos. A seguir sdo apresentados indicadores da redugao de uso de agrotdxicos apos

a adocao do PIF.

Tabela 1 - Informagdes sobre o percentual de redugéo do agrotdxico no plantio de
culturas apoés implantagcao do PIF.

Produto Maca Manga Uva Mamdo Caju Meldo Péssegos Citrus
Inseticidas 25 70 89 35,7 25 20,0 30,0 75,0
Fungicidas 15 31,0 42,0 30,0 30,0 10,0 20,0 20,0
Herbicidas 67,0 950 100,0 78,0 - - 50,0 66,7
Acaricida 67,0 720 100,0 357 - 20,0 50,0 45,0

Fonte: Portocarrero e Kososki (2015).

Atualmente estima-se que a metade dos alimentos produzido anualmente no
campo é destruida por pragas agricolas, em parte isso se deve a alteragbes nas
praticas de manejo (SARWAR, 2015). Muitos esforgos tém sido demandados para a

introducao de controles quimicos que nao causem problemas a saude do consumidor



e também com reduzido danos extensiveis ao meio ambiente. Dessa forma, temos a
constante elaboracdo de substancias quimicas que atendam a requisitos minimos de
seguranga dos alimentos. De modo geral, esse desenvolvimento também é associado
ao surgimento de novos problemas de pragas e manejo agricola, desde os anos 1940,
€ verificado que o numero de novas substancias quimicas para agricultura dobra de
volume a cada década (Ramos, 2014).

Um dos primeiros alertas a respeito do uso de agrotoxicos foi realizado por
Rachel Carson (1962), em seu livro Silent Spring. A denuncia constante naquela obra
alertou o planeta para o efeito de alguns agrotéxicos no meio ambiente. A partir de
entdo, varias técnicas de cultivo tém sido desenvolvidas para minimizar os efeitos
decorrentes do uso intensivo dos agrotoxicos. Por exemplo, no Brasil, existem campos
experimentais empregados na avaliagdo do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Os
efeitos praticos desses estudos tém se estendido ao campo, como é o caso do MIP
na cultura da soja, onde os produtores verificaram uma redugdo dos custos de
producao através do uso racional dos inseticidas nas plantagdes.

A capacidade do homem de influir na cadeia alimentar através do uso de
produtos quimicos como os agrotdxicos causou diversos efeitos secundarios, como é
o caso da toxicidade provocada pela exposicdo a essas substancias.
A avaliagao de toxicidade é realizada para diagnosticar principalmente a agao aguda
dessas substancias quando utilizadas pelo homem ou em organismos
inferiores (SEIZE; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014) Com efeito, temos o
estabelecimento das doses letais (LDso), cujo Ministério da Saude no Brasil divide os
agrotoxicos em quatro classes que partem de extremamente toxicos a pouco téxicos
(I a IV), esses dados sao utilizados para o estabelecimento do LMRs que visam
garantir a seguranga do consumidor e a regulamentagdo do comeércio externo. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) subordinada ao MAPA
estabelece os LMRs para os diversos tipos de alimentos comercializados no pais.
Entretanto, o efeito crénico das substancias quimicas nao é devidamente avaliado e
por vezes a biodisponibilidade das substancias quimicas ndo € estudada em
organismos alvos, o que nao torna previsiveis seus efeitos a longo prazo para todas
as comunidades e compartimentos ambientais (BRASIL, 1992; BRASIL, 2017).

Recentemente uma nota técnica da ANVISA considerou o tema complexo,

pois a ciéncia ainda ndo conseguiu estabelecer o nexo causal entre o aparecimento
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de doengas crbnicas e a ingestdo de diminutas quantidades de agrotdxicos via
alimentos, havendo escassez de estudos publicados a respeito. Isto se deve ao fato
de que as quantidades residuais ingeridas sao relativamente pequenas e o tempo
necessario para o desenvolvimento de uma doenga cronica € longo, em geral
décadas, dificultando a observagcao de associacdo entre exposicao e doenca
(ANVISA, 2017). Deve-se considerar também o efeito sinérgico dos compostos
aplicados, que podem ser maiores do que a soma dos efeitos isolados, entretanto n&o
esta prevista na legislacdo dos agrotoxicos brasileira (JARDIM; ANDRADE;
QUEIROZ, 2009)

O Brasil ndo tem investido de forma satisfatéria em sistemas que garantam a
reducdo do uso dos agrotdéxicos e com isso a seguranga dos alimentos é
comprometida. No passado, mais precisamente na década de 70, politicas agressivas
de introducdo dessas substancias levaram a prevaléncias das praticas quimicas na
agricultura (ALVES FILHO, 2000). Recentemente é verificada uma mudanga no
paradigma de consumo devido exigéncias de regulamentac&o do setor agricola com
0 uso de produtos que ndo se acumulem no meio ambiente, porém o registro de
substancias quimicas “modernas”, consideradas menos persistentes, vem
aumentando progressivamente. Ao utilizar esses produtos, em muitos casos, nao
estao sendo observados aquelas recomendacgdes expressas pelo fabricante o que
provoca a contaminagcdo dos alimentos com prejuizos ao meio ambiente e ao
consumidor.

E preocupante o crescimento acentuado de substancias quimicas no campo.
Segundo O MAPA, foram registrados em 2016, cerca de 277 novos agroquimicos no
ministério, um recorde historico. Do total, 161 foram Produtos Técnicos Equivalentes-
PTE’s (genéricos), com alta de 374% comparada a 2015, quando foram registrados
43 PTE’s. Em 2015, foram registrados 139 novos produtos. A média histérica anual é
de 140 registros. O ano recorde de registros era 2007, com 203 novos produtos. Cabe
ressaltar que a diretoria de agroquimicos considerou como uma evolugdo da
qualidade e dos produtos ofertados. (BRASIL, 2017a)

Em termos de consumo dos agrotéxicos o Brasil, desde 2008, ocupa lugar de
destaque sendo um dos maiores consumidores mundiais, em 2013 as culturas de
soja, cana-de-agucar, milho e algodao foram responsaveis por 80% dos agrotéxicos
consumidos no pais (CARNEIRO ET AL., 2015).
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Figura 2 — Consumo de agrotéxicos no Brasil
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Fonte: IBAMA, 2018.

Sendo assim espera-se que o0s agrotdxicos estejam presentes nos mais
diversos alimentos consumidos. A ocorréncia de residuos de agrotdéxicos nos
alimentos fica evidente em relatdrios recentes do Programa de Analise de Residuos
em Alimentos (PARA) de origem vegetal para o periodo de 2013 a 2015
(BRASIL,2016):

Do total das amostras monitoradas, 9.680 amostras (80,3%) foram
consideradas satisfatérias, sendo que 5.062 destas amostras (42,0%) nao
apresentaram residuos dentre os agrotoxicos pesquisados e 4.618 (38,3%)
apresentaram residuos de agrotoxicos dentro do Limite Maximo de Residuos
(LMR), estabelecido pela Anvisa. Foram consideradas insatisfatérias 2.371
amostras (19,7%), sendo que 362 destas amostras (3,00%) apresentaram
concentracdo de residuos acima do LMR e 2.211 (18,3%) apresentaram

residuos de agrotéxicos ndo autorizados para a cultura.

A analise desses dados demonstra a importancia de politicas que promovam
alimentos seguros e sustentaveis a mesa do consumidor, sendo imprescindivel para

adocgao de medidas de controle, educagao e incentivo a uma agricultura saudavel no
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sentido de reduzir ou adequar o uso de agrotéxicos quimicas no combate as pragas

agricolas.

4.2 Herbicidas, fungicidas e substancias quimicas afins utilizados na agricultura

As substancias quimicas, empregadas neste estudo, foram organizadas de
forma a identifica-las conforme seu uso na agricultura. A descricdo mais detalhada

das caracteristicas de cada substancia é apresentada nas se¢des a seguir.

4.2.1 Herbicidas

Herbicidas sdo uma classe de agrotoxicos utilizada para reduzir ou eliminar a
competicdo das plantas daninhas, as quais causam interferéncia em areas de
atividade humana, como em culturas agricolas (CARVALHO, 2013). As primeiras
substancias com essa finalidade eram utilizadas em grandes quantidades, como foi o
caso dos boratos, brometo de etila e cloreto de sédio. Sua acéo era inespecifica e
além disso foram consideradas um sério risco a saude do consumidor (DEUBER,
2006). Por volta de 1908, pesquisadores como Bolley (EUA), Bonnet (Francga) e
Schulz (Alemanha) usaram sais de cobre e depois acido sulfurico para o controle de
plantas daninhas em cereais (ZIMDHAL, 2013).

O uso moderno dos Herbicidas faz parte da terceira era da agricultura, a qual
foi impulsionada pelo uso de fertilizantes e agrotoxicos. A partir de 1940 passaram a
ser desenvolvidos herbicidas como o 2,4-D (POKORNY, 1941). Entretanto, a
divulgacéo das propriedades dos fenoxiacidos na agricultura teve inicio apenas apos
a segunda guerra mundial. A exemplo dos Estados Unidos, o Brasil criou o seu
primeiro grupo de estudos de ervas daninhas em 1963, atual Sociedade Brasileira da
Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD). Amidas, carbamatos e triazinas surgiram na
década de 1950, hoje quase 50% dos agrotoxicos comercializados sao herbicidas
(OLIVEIRA JUNIOR, 2011).
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Tabela 2 — Quantitativo dos Registros de Herbicidas

ANO

1967 1970 1974 1979 1983 1989 1994+1998 2002 2014

Total de

Herbicidas 97 115 125 137 130 145 163 211 230
sintetizados

Numero de

familias 27 27 32 37 35 43 63 75 -
Quimicas

Fonte: Adaptado de Zimdahl (2007)

Os modos de acgao dos herbicidas podem ser evidenciados pelo processo
vegetal afetado, existe uma grande diversidade de estruturas quimicas para os
herbicidas, entretanto a classificagcdo mais adequada leva em conta seu modo de acao
e estrutura quimica (ZIMDHAL, 2013).

4.2.1.1 Paraquate (PQ) e Diquate (DQ)

O Paraquate (1,1-dimetil-4,4'-bipiridinium) e o Diquate (1,1'-etileno-2,2'-
bipiridinium) (Figura 4) s&o herbicidas de bipiridilio que tem como propriedades fisicas
importantes a facilidade de manuseamento (sais cristalinos), baixo teor de Press&o de
vapor (vapores minimos), alta solubilidade em agua (solugdes de pulverizagao faceis
de preparar), alto potencial de ligagdo e rapido funcionamento (uma vez iniciada a
fotossintese) (TAGUCHI et al., 1998). De acordo com a Agéncia de Protegéo
Ambiental dos EUA (USEPA), O PQ é um herbicida sintético de contato
comercializado como sal de Dicloreto de Paraquate. Os produtos técnicos liquidos
variam de 20% a 50% de concentragdo do principio ativo, mas as formulacoes
utilizadas no campo variam de 0,07% a 0,14%. Ja o DQ é normalmente preparado
como o sal de mono-hidrato de dibrometo. Os seus produtos técnicos variam de 15%
a 25% em concentrados liquidos, mas as formulagdes no campo sao geralmente
0,23% (ROBERTS; REIGART, 2013).
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Figura 3 - Estrutura quimica do Diquate (direita) e Paraquate (esquerda).
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A Imperial Chemical Industries da Inglaterra, foi a responsavel pela fabricagao
dos herbicidas PQ e DQ, que teve sua liberagdo em 1958. A acédo desses herbicidas
€ através da adsorcao pelas folhas que ocorre de maneira muito eficiente por esses
produtos serem comercializados com adjuvantes nao idnicos acrescentados a
formulagcdo. Por ser uma substancia de carater catibnico, oferece uma baixa
persisténcia no meio ambiente, permanecendo no local onde é realizada a aplicacao.
Ambos os herbicidas agem rapidamente e normalmente sdo observados seus efeitos
dentro de varias horas e certamente dentro de alguns dias. A translocagao € pobre e
a cobertura foliar completa é essencial para o bom controle de ervas daninhas. Nao
sao recomendados para o controle de plantas perenes, pois nao sao translocados
para as raizes, sendo assim sao de acao local (AG, 2017).

O PQ é mais ativo em gramineas e DQ em folhas largas. Ambos s&o toxicos
para os seres humanos por contato com a pele, inalagdo ou ingestdo. Tem
caracteristicas de herbicidas nao seletivos e matam ou afetam qualquer folhagem de
plantas que eles entram em contato (ZIMDAHL, 2013).

O local de acdo do PQ e DQ s&o os cloroplastos, agindo no sistema da
fotossintese |, que produz elétrons livres. Ocorre a formacgao de radicais superoxidos
pela reagao do herbicida com os elétrons livres desse sistema. Por serem altamente
reativos os superoxidos atacam os acidos graxos das membranas, esse processo se
recicla produzindo maiores quantidades de radicais superoxido, até que nao existam
mais radicais livres.

O PQ é altamente téxico para o homem e seus mecanismos de agao tém sido
bem estabelecidos (ROBERTS; REIGART, 2013). No ser humano, ocorre o acumulo
de radicais livres em varios orgaos decorrentes da combinag¢ao do PQ, especialmente
nos pulmdes, com efeito ocorrem lesbes de oxidagdo e, eventualmente, fibrose
pulmonar irreversivel e ferimentos de 6rgaos vitais. A morte ocorre dentro de poucos

dias e é geralmente uma consequéncia da falha de multipla dos 6rgaos quando uma
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quantidade letal do PQ ¢é ingerida. Da mesma forma que o PQ, os efeitos da ingestéao
do DQ s&o semelhantes com corrosao dos tecidos afetados (TSAO et al., 2016).

No passado, o PQ foi usado em muitos paises da Unido Européia (EU) como
um herbicida n&o-seletivo de acdo rapida. A autorizagdo de uso no ambito da EU,
aprovada em 2003 foi anulada em 2007 pelo Tribunal Europeu de Primeira Instancia,
na sequéncia de um processo judicial iniciado pelas autoridades suecas (EU, 2003;
2007). Entretanto, no Brasil, o PQ tem uso permitido em importantes culturas
destinadas para o consumo interno e para exportagdo, como: trigo (LMR 0,01 mg.Kg
'); banana, uva, maga, citros e feijao (LMR 0,05 mg.Kg'); soja LMR (0,1 mg.Kg');
batata (LMR 0,2 mg.Kg™"' ) e arroz, LMR (0,05 mg.Kg! ). O Diquate é também permitido
no Brasil, sendo amplamente utilizado em citros e péssego (LMR 0,02 mg.Kg" );
beterraba, café e cebola (LMR 0,1 mg.Kg™'); arroz, batata e soja (LMR 0,2 mg.Kg™)
e feijao (LMR 0,5 mg.Kg™") (BRASIL, 2017).

4.2.1.2 Glifosato

O glifosato foi langado pela Monsanto Chemical Co. em 1971, € um herbicida
nao seletivo, derivado N-fosfonometil da glicina, com atividade limitada no solo,
devido a sua adsorc¢ao rapida e quase completa. Controla gramineas perenes e tem

uma vantagem sobre o PQ, porque se transloca (ZIMDHAL, 2013).

Figura 7 - Estrutura quimica Glifosato
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O glifosato apresenta um espectro muito amplo de controle de ervas daninhas,
pois inibe a enzima 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato (EPSP sintase), uma enzima de
importancia fundamental muito semelhante em todas as plantas (AG, 2017). A enzima
EPSP sintase, € comum nas vias sintéticas que conduzem aos aminodacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano. Esses aminoacidos s&o essenciais nas

plantas como precursores da formagao de parede celular, defesa contra patégenos e
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insetos e produgéao de horménios (DUKE, 1970). O Glifosato ocupa o local de ligagdo do
segundo substrato da enzima EPSP sintase mimetizando um estado intermediario do

complexo enzimatico ternario de substratos.

Figura 4 - Mecanismo envolvido no bloqueio enzimatico da EPSP sintase pelo
Glifosato. O glifosato € mostrado em vermelho e o S3P em verde.
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Phosphoenolpiruvate PEP
Fonte: adaptado de Schonbrunn et al, 2001.

O Glifosato tem uma toxicidade muito baixa nos mamiferos. De forma
secundaria, o glifosato afeta a respiracéo, a fotossintese e a sintese proteica. Sua n&o
seletividade significa que afetara, se ndo matar, quase qualquer planta que entre em
contato. O baixo volume de aplicacédo é mais eficaz do que o volume alto, e as plantas
pequenas sao mais facilmente controladas do que as grandes. A atividade do glifosato
normalmente n&o pode s?r detectada tdo rapidamente e pode demorar varios dias a
aparecer seus efeitos apds a aplicagdo (AMARANTE JUNIOR, 2002).

A introducdo na década de 1990 de culturas geneticamente modificadas
resistentes ao herbicida Glifosato elevou o consumo de glifosato cerca de 15 vezes
desde 1996. Ao mesmo tempo, a USEPA aumentou o que considerava uma
quantidade segura para o Glifosato em um fator de 17 vezes, além do mais autorizou



um aumento do nivel permitido para cultura de milho cerca de 50 vezes maior do que
em 1996 (MEIN, 2016).

A elevacdo da producédo de soja no Brasil, que segundo estimativas da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), deve ser recorde historico em 2017
(107,61 milhdes de ton), esta intimamente associada ao uso de herbicidas como o
Glifosato. Somente para esse herbicida, segundo Valleda (2016), tivemos
progressivos aumentos do consumo, por exemplo, em 2011 tivemos o consumo de 44
mil toneladas, ja para o ano de 2015 o consumo foi de 129 mil toneladas, segundo o
mesmo autor, até agosto de 2016, a importagdo de glifosato alcangou 89 mil
toneladas.

Estudos recentes revelam que o glifosato tem efeitos bioldgicos alinhados a
conhecidas patologias associadas ao autismo. Um desses efeitos é a disbiose
observada em criangas autistas e a toxicidade do glifosato para bactérias benéficas
que combatem outras patdégenas. Além disso, a capacidade do glifosato de facilitar a
acumulagao de aluminio no cérebro poderia fazer deste a principal causa de autismo
nos EUA (BADEN-MAYER, 2015).

Em 1985 a USEPA classificou o glifosato como possivelmente cancerigeno
para humanos (Grupo C) com base em evidéncias de surgimento de tumores em
camundongos. Entretanto, em 1991, apds uma reavaliagdo mudou sua classificagéo
com base em evidéncias da inexisténcia de carcinogenicidade para humanos (Grupo
E). Mais recentemente, o Painel Consultivo Cientifico da USEPA observou que os
resultados do glifosato reavaliados ainda eram significativos usando dois testes
estatisticos recomendados no predmbulo da Agéncia Internacional de Investigagao do
Cancer (IARC). O Grupo de Trabalho da IARC, que conduziu a avaliagao, considerou
as conclusdes significativas do relatério da USEPA e varios resultados positivos mais
recentes levaram a concluir que existem provas suficientes de carcinogenicidade em
animais de laboratério. O glifosato também causou danos ao DNA cromossémicos em
células humanas (SUICA, 2015).

No Brasil, atualmente, a classificagao toxicolégica para o Glifosato é IV, ou
seja, € considerado um produto pouco toxico (BRASIL, 2017c). Entretanto, em agosto
de 2007 a ANVISA abriu consulta publica para alteracéo da classificagao toxicologica,

findo o prazo de um més, ndo houve alteragdo (ANVISA, 2007). Desde 2015, ano do
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alerta a IARC, o Ministério Publico Federal (MPF) exige conclusao da reavaliagéao
toxicolégica do glifosato (NEULS, 2015).

Para os alimentos, o uso do glifosato no Brasil é permitido em varias culturas,
temos o menor LMR para a banana que ¢ de 0,02 mg.Kg™' e o mais alto para cultura
de aveia preta sendo de o LMR igual a 20 mg.Kg' (BRASIL, 2017c). E recomendado,
portanto, o monitoramento de residuos em alimentos de origem vegetal tanto para

avaliar as boas praticas agricolas quanto o cumprimento do intervalo de seguranca.

4.2.2 Fungicida: Fosetyl Al

Os fungicidas sédo agrotéxicos de origem natural ou sintética, que atuam para
proteger as plantas contra a invasao por fungos ou para erradicar a infecgao fungicas
estabelecida (OLIVER; HEWITT, 2014). Atualmente, a maioria dos fungicidas
registrados para uso, sdo pouco provaveis de ocasionar envenenamentos agudos,
pois apresentam baixa toxicidade, sado ineficientemente absorvidos por mamiferos e
os meétodos de aplicacdo recomendados sao tais que poucos individuos sao
intensamente expostos (ROBERTS; REIGART, 2013).

Até o final dos anos 60 e 70, as possibilidades de tratamento terapéutico de
plantas infectadas com fungos eram limitadas, uma vez que a maioria dos fungicidas
desenvolvidos e disponiveis para uso na agricultura permaneciam na superficie da
planta, sem penetrar no tecido ou translocar-se para outras partes. Dessa forma nao
era verificado nenhum efeito sobre o agente patdégeno estabelecido no tecido vegetal.

Apos esse periodo foram introduzidos os fungicidas sistémicos, como o
préprio nome sugere, estes compostos apresentavam propriedade de translocagéo no
tecido vegetal, ou seja, o fungicida entra em contato com o patdégeno ja estabelecido
na planta, o que pode resultar na sua eliminag¢ao ou redugcdo em seu desenvolvimento.
O movimento dos fungicidas dentro da planta, bem como a sua capacidade em
alcancgar érgaos alvos oferecem algumas possibilidades de agao dessas substancias
no tratamento curativo ou erradicador (depois ou antes de verificada a infestagao
fungica). A descoberta e o desenvolvimento de fungicidas sistémicos ofereceram
algumas novas possibilidades na gestdo da doencga, importantes do ponto de vista

pratico. De um modo geral, os resultados obtidos em campo mostram que os
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tratamentos terapéuticos de plantas com fungicidas sdo geralmente menos eficientes
do que o controle quimico preventivo (IVIC, 2010).

N&o obstante, os fungicidas sistémicos com efeitos curativos e erradicantes
contribuiram para algumas vantagens significativas na protecéo fitossanitaria e no
controle eficiente e econdmico de certas doengas fungicas das plantas. O fungicida
deve atuar no micélio fungico e oomicetos. Isso pode nédo ser sempre o0 caso, mas se
o composto fungitdxico chega a estruturas vegetativas ou geradoras de um patégeno
sensivel em uma planta, certos efeitos na fisiologia e morfologia do patégeno s&o
observados. A supressao da produgao de esporos de agentes patogénicos no tecido
vegetal infectado pode ser vista como uma consequéncia indireta da atividade de um
fungicida (IVIC, 2010).

O Fosety Al ou Aluminio Tris (O-etilfosfonato) foi o primeiro fungicida
comercial sistémico produzido. Quimicamente € um Etil-fosfito e foi descrito pela
primeira vez na Franga em 1970, sua patente foi de propriedade da Rhone Poulent
Agrochemie Company (Bertrand et al., 1977). O Fosetyl Al foi inicialmente rotulado
para o controle de doengas provocadas por Pythium em campos de golfe,
posteriormente foram identificadas as propriedades antifungicas dos fosfitos sobre a
requeima da batata causada pelo oomiceto (Phytophtora infestans), com a
consequente redugao do crescimento miceliano e da esporulagao desse fungo, essas
descobertas foram realizadas na Franca na década de 1970 (CARMONA; SAUTUA,
2011).

Figura 5 - Estrutura quimica Fosetyl
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A estimulacao das defesas das plantas ou efeitos toxicos para os fungos foram
as hipoéteses iniciais para o mecanismo de agao dos fungicidas derivados de sais de
acido fosforoso (fosfonatos) (AFEK; SZTEJNBERG,1989). O fato do local primario da
acgao fungicida esta dentro do patégeno e ndo da planta hospedeira foi corroborado

pela observacdo de que concentracbes do ion fosfito de 0,1 a 3 mM inibiu
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marcadamente o crescimento de micélios de Phytophthora em cultura estéril desse
fungo (FENN; COFFEY, 1989). De acordo com King et al. (2010), a ocorréncia de lise
de célula do fungo sugere a agdo do fosfito na sintese da parede celular desse
microorganismo, o que contribui para hipotese do seu efeito fungitoxico. Por outro
lado, Jackson, Burgess e Colquhoun (2000) em seu estudo com Eucalypitus
demonstrou que uma baixa concentracdo dos ions fosfitos na raiz produziam uma
ativagao das enzimas de defesa da planta. Segundo a sua pesquisa, s&o necessarios
mais estudos para determinar o periodo de tempo durante o qual o fosfito protege a
planta contra invasao de patdégenos. Araujo et al. (2013), observaram no feijoeiro que
a auséncia ou baixa disponibilidade de fosfato provoca toxicidade acentuada por
fosfito, que se mostrou muito sensivel a esse anion. Portanto, ainda n&o existe um
consenso sobre o mecanismo de agao do Fosetil Al. Conforme evidéncias cientificas,
a sua atuacao parece intrinsecamente associada as diferengas na sensibilidade entre
as espécies aos ions fosfitos, assim como as concentragbes empregadas e a nutricdo
fosfatada da planta (THAO; YAMAKAWA, 2009).

Segundo regulamentagdo da EU: “A definicdo do residuo, para efeitos de
monitorizagao, aplicavel ao Fosetil abrange o composto parental Fosetil, o produto de
degradacéo Acido Fosfénico e os seus sais”. Na degradacdo, o passo inicial é a
hidrolise da ligagcao éster etilico com acido fosfénico e etanol como os principais
metabolitos vegetais. O etanol é ainda dissipado por volatilizagdo ou degradado e
incorporado em constituintes naturais de tecidos vegetais e animais (EFSA, 2006).
No Brasil a definicdo de residuo do Fosetil ndo inclui o somatério para os seus

compostos parentais, como é o caso do acido fosfénico (BRASIL, 2017).

Figura 6 - Estrutura quimica do acido fosfénico
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Entre os anos de 2012 e 2015 foi realizado monitoramento na EU dos niveis
de fosfanatos em alimentos, a autoridade europeia identificou a presenca de residuos
de Fosetil superiores a 2 mgKg"', apds a investigagdo concluiu-se que eram
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decorrentes de alimentos nos quais os residuos do Fosetil Al e seus sais se mantém
abaixo do LQ. Portanto, foi razoavel presumir que os residuos eram decorrentes de
adubos foliares e ndo do Fosetil Al.

Para a Comunidade Europeia, foram definidos LMR temporarios a aplicar-se
na ocorréncia de residuos fosfonatos nas culturas relevantes de origem vegetal, esse
LMR encontra-se, dependendo da cultura, entre 2 mg-Kg"' e 400 mg-Kg™" (EU, 2017).
No Brasil temos seis culturas permitidas para uso do Fosetii com LMR entre
0,5 mgKg' e 6 mgKg'. Em nenhum dos casos, porém temos previsto o somatorio

com o seu metabolito acido fosfénico (BRASIL, 2017c¢).
4.2.3 Regulador de crescimento vegetal: Etefom (ETH) e Clormequate (CQ)

Os reguladores de crescimento de plantas, também conhecidos como
horménios exdgenos de plantas, sdo substancias sintéticas que sdo semelhantes aos
horménios vegetais naturais. Eles sdo usados para regular o crescimento das plantas
e sao produtos importantes para garantir a produgdo agricola (MACAU, 2017).
Atualmente o uso de reguladores vegetais nas culturas tem potencial na
produtividade, muito embora sua utilizagdo nao seja pratica em plantios de alto nivel

tecnoldégico como é o caso da soja (MORTELLE et al., 2011).

O Clormequate (CQ) (2-cloroetil trimetilamonium), é uma substancia utilizada
como regulador de crescimento por reduzir o crescimento e a produtividade da planta
(ESPARZA; MOYANO; GALCERAN, 2009). Segundo Paranjap et al. (2014), essa
substancia inibe o alongamento celular em cereais sendo comparado com o0s
agrotoxicos, exceto com os herbicidas de contato (PARANJAP et al., 2014). O primeiro
registro do Cloreto de Clormequate nos EUA foi emitido para a BASF em 1962. Esta
utilizagao inicial foi restrita a estufas de plantas. Em 2006, o EPA autorizou o uso para

incluir plantas ornamentais em viveiros e abrigos (USEPA, 2007).

Figura 7 - Estrutura quimica Clormequate
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E uma substancia extremamente higroscépica cristalina e é comercializado
como um concentrado soluvel e um p6 impermeavel (PARANJAP et al., 2014). O CQ
interfere na sintese do acido giberélico, causando alteragdes fisiologicas na planta
(MARUR, 1998). Com efeito, o CQ pode ser utilizado para influenciar a produtividade
em plantas, como foi o caso do estudo conduzido por Lamas (2001), para o algodoeiro,
onde o parcelamento e o esquema aplicacgdo do CQ teve influéncia no
desenvolvimento do algodoeiro.

O Etefom (acido 2-cloretil fosfénico) € um outro regulador de crescimento
vegetal, foi descoberto em 1965 e registrado pela primeira vez como um agrotoxico
nos Estados Unidos em 1973. A USEPA publicou uma patente de registro para Etefom
em setembro de 1988, requerendo toxicologia, quimica de residuos e dados de efeitos
animais e efeitos ambientais (USEPA, 1995). E uma substancia altamente soltvel em
agua e estavel em solugédo aquosa com pH < 3,5, liberando etileno em pH mais altos,
justamente quando do contato com o tecido vegetal (LEITE, 2005). Nas plantas, o
Etefom sofre degradagdo rapidamente para acido fosférico, ions cloreto e etileno,
tendo efeito sobre o processo de crescimento vegetal (TOMLIN, 1994).

Figura 8 - Estrutura quimica Etefon (Esquerda) e Etileno (Direita)
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Burg e Burg (1965) observaram a formagé&o do etileno (C2H4) nos processos
vegetais, podendo promover a maturacdo dos frutos em varias espécies. Babbitt,
Powers e Patterson (1973) identificaram uma aceleragdo na formagao da cor e
atividades enzimaticas da celulase e poligalacturase do fruto do tomateiro através do
uso do Etefom. Segundo Silva et al. (2007), o Etefon € utilizado como maturador da
cana-de-agucar, além disso foi considerado eficiente na indugdo de maior
perfilhamento e produgdo final de colmos. Li (2004), verificou que baixas
concentracdes de Etefom promoveram a diferenciacao de feixes vasculares e ampliou

as areas de vasos epigenéticos e floema nas folhas da cana-de-agucar em regides
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subtropicais na China, assim a alteracao do sistema de transporte interno das plantas,
aumentou a atividade radicular, diferenciacao dos cloroplastos, aumento da area
fotossintética total e o teor de clorofila. Além disso, ocorreu modificacdo das atividades
de enzimas que estavam relacionadas ao crescimento e acumulo de acucares,
produzindo mais talos, acelerando o crescimento e o teor de agucar nas cultivares.

Fracaro et al. (2004), avaliaram diferentes doses de Etefom antes da poda de
videiras para melhorar a brotacdo e qualidade dos cachos. Nos seus experimentos
conduzidos em 2001 e 2002 concluiu-se que a dosagem adequada do Etefom
proporcionou cacho e bagas maiores peso, e comprimento e largura, melhorando
aspectos importantes para a sua aceitacdo nos mercados como uma atraente e
uniforme baga cor e tamanho, juntamente com a melhoria dos cachos e das bagas de
forma geral.

A aplicacao do Etefom ndo produz o mesmo efeito em todas as cultivares e é
dependente do estagio fenoldgico, condigbes climaticas e dose aplicada na planta.
Roberto et al. (2013), observou apos a utilizagdo do Etefom uma acentuada coloragao
das uvas roxas principalmente em variedades onde a coloragdo era pouco
desenvolvida. Aplicagdes em videiras também podem estimular a brotacéo das gemas
de ciclos anteriores. De acordo com Hirai (2001), podemos enumerar os seguintes
usos do Etefom em videiras: processos de desbaste dos cachos, restricdo do
crescimento de ramos, intensificagdo da coloragdo de uvas tinas, aumento do
pigmento antocianinico no caso das uvas para vinho, antecipagdo da maturagdo dos
frutos, melhoria da qualidade do repouso. A versatilidade desse regulador trouxe
ganhos consideraveis na producédo de uvas em termos de produtividade e qualidade
desse fruto.

No caso especifico de compostos organofosforados como Etefom ocorre uma
preocupacgao devido aqueles efeitos conhecidos com a exposi¢cdo cronica a essas
substancias como a inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AchE) e prevencgéao
da transmissao neural.

No Brasil o Etefom & permitido para uso em diversas culturas entre elas a que
figura com maior LMR ¢é o figo sendo de 2,0 mg-Kg™' por outro lado nas culturas de
Uva, Manga o seu LMR é de 0,1mgKg (Brasil, 2017). Na EU o LMR pode chegar a 20
mgKg' em amoras, 1,0 mg-Kg' para uva de mesa, entretanto é predominante o LRM
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de 0,05 mgKg™' para a maioria dos frutos como manga, limao, mandarina, dentre
outras matrizes (EU, 2017).

4.2.4 Emulsificantes de ceras utilizadas em frutos: Morfolina , Dietanolamina e

Trietanolamina

A Morfolina (MOR), Dietanolamina (DEA) e Trietanolamina (TEA) séo
substancias quimicas sintéticas que apresentam um grande numero de aplicagdes,
como por exemplo, derivados de agrotoxicos fungicidas, cosmetologia, intermediarios
aditivos para producgéo de borrachas, auxiliar de moagem de cimento, producéo de
papeis dentre outras (ANGOLA CHEMICALS, 2017; BERGFELD et al., 2011;
JUNIOR; MARQUES, 2009).

Figura 9 - Estrutura quimica 1. MOR 2.TEA e 3.DEA

Destaca-se no Brasil o seu uso como emulsificante de ceras utilizadas na
conservacgao de frutas. Entretanto, estdo relacionadas com problemas de toxicidade
devido a sua capacidade de, na presencga de nitritos, serem transformadas nas N-

nitrosamina., conforme apresentado na figura 10.
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Figura 10 - Reagao de formagédo de um composto N-nitroso a partir do nitrito
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Fonte: Liporine (2016)

Por sua extensa aplicagao industrial e agricola, estas substancias tornaram-se
muito importantes também do para a seguranga de alimentos e dessa forma a Europa
nao estabeleceu LMRs em alimentos para contemplar a MOR, DEA e a TEA, portanto
agentes de revestimento sao considerados aditivos e necessitam ter aprovagao antes
de sua colocacido no mercado e sua presenca em alimentos é considera uma violagao
sendo improéprio para o consumo. Contudo, sdo amplamente utilizados como aditivos
alimentares nos EUA, Canada, Australia, América do Sul, Israel e Africa do Sul, bem
como em outras partes do mundo (KOLBERG et al., 2012).

As ceras utilizadas na protecao dos frutos pds-colheita sdo consideradas de
forma geral como segura para uso na agricultura, sdo muitos os exemplos de frutos
que recebem tratamento para que tenham sua vida de prateleira ampliada evitando a
perda de sua matéria fresca, o que representa inclusive um ganho comercial pois os
alimentos apresentam caracteristicas fisicas desejaveis pelo consumidor (CARON;
JACOMINO; KLUGE, 2003); Além de Proteger a sua superficie contra insetos e
fungos, reduz a humidade. Uma das principais vantagens dos emulsionantes a base
de MOR sao os pontos de ebulicdo similares da MOR e da agua, assim ocorrendo a
evaporagao da agua temos também a da MOR, porém a cera é mantida no fruto
conservando-o do meio externo (HUNTSMAN, 2005)
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4.3 Técnicas analiticas

4.3.1 Espectometria de massas

A industria quimica e as autoridades sanitarias em diversos paises tém
desenvolvido protocolos com exigéncias para que as substancias quimicas de uso na
agricultura sejam cada vez menos persistentes e com baixo grau de toxicidade para o
consumidor (ITALIA, 1989; ESTADOS UNIDOS, 2017). Em paralelo, a
regulamentacdo quanto aos LMRs, existe uma demanda para a quantificagdo de
substancias a nivel de tragos (< 100 ugg”' ) (DORWEILER, 2014).

Os métodos de andlise quantitativos que empregam as propriedades de
interacdo da luz com a matérias sédo técnicas tradicionais empregadas nas analises
de compostos organicos. Porém, a alta seletividade, capacidade de multi-analise,
sensibilidade e potencial para analise quimica qualitativa e quantitativa tornou a
espectrometria de massas a técnica preferida para as analises de agrotoxicos e
substancias afins empregadas na agricultura (BOTITSI, TSIPI E ECONOMOU 2017)

Um espectrometro de massas consiste em um instrumento capaz de
identificar substéncias quimicas através da sua relagdo massa/carga (m/z). As
moléculas em uma amostra sdo convertidas em ions em fase gasosa que sao
subsequentemente separados no espectrémetro de massas de acordo com sua razao
massa (m) sobre a sua carga (z). A condigcdo mais importante deste método é a
conversao de moléculas neutras de um analito em ions (GASKELL, 1997).

Na fonte de ionizacdo de Electrospray (ESI) a ionizagdo das moléculas
envolve a producédo de ions através da formagéao de um spray da solugéo contendo o
analito em um campo elétrico (Cone de Taylor). O processo de ionizagdo no ESI
ocorre devido a aplicagdo de um forte campo elétrico que age sobre a superficie da
goticula. A medida que o solvente evapora na regido o tamanho da goticula diminui
gradativamente até que sobre somente os ions livres do solvente, os quais passam
para etapa seguinte de analise que é o analisador de massas, onde ao contrario da
fonte de ESI temos o funcionamento sob alto vacuo, nesta regido os ions formados
s&o selecionados nos analisadores de acordo com sua m/z (GASKELL, 1997).
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Figura 11 - Introdugdo da amostra em uma fonte de ESI e formagao do ion
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Fonte: Adaptado de GASKELL (1997)

Segundo Skoog et al. (2001), o analisador de massas quadrupolo € mais
compacto, mais barato e mais robusto do que qualquer outro tipo de espectrémetro
massa. No quadrupolo, os ions de diferente massa/carga (m/z) se separam com a
ajuda de um campo elétrico aplicado em um espago confinado por quatro barras
cilindricas paralelas que atuam como eletrodos nas quais se aplicam a corrente direta
(DC) e radiofrequéncia (RF). O espectrébmetro de massas triplo quadrupolo, como o
préprio nome sugere, € composto de trés quadrupolos: MS', MS? e MS3. O primeiro
(MS") e o ultimo quadrupolo (MS3) atuam como filtros de massas. Em MS? os
fragmentos do ion de interesse sao gerados por dissociagao induzida por colisdo (do
inglés Collision-induced dissociation-CID), ou seja, pela colisdo de espécies ibnicas
moleculares com uma molécula de gas. A configuragdo tandem permite realizar
analises extremamente seletivas e sensiveis de misturas complexas como: bioldgicas,
ambientais, de alimentos, de extratos naturais, entre outros. Quando operados no

modo de varredura por Monitoramento de Multiplas Reagdes (MRM, do inglés Multiple
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Reaction Monitoring) tanto o primeiro quanto o segundo analisador sédo focalizados
nas massas selecionadas, sendo que possivel selecionar mais de um ion precursor
em MS'.Os ions selecionados pelo primeiro quadrupolo s&o fragmentados no MS? e
os ions-fragmento s&o selecionados no MS?3. A auséncia da varredura permite que o
equipamento focalize apenas o precursor em MS' e o fragmento em MS2 aumentando
a sensibilidade para o monitoramento, que é associada a um aumento da seletividade
e da sensibilidade (EBERLIN, 2011).
Figura 12 - Esquema do modo de varredura MRM
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Fonte: Adaptado de Waters Corporation (2005)

A espectrometria de massas acoplada aos sistemas de cromatografia € uma
combinagao muito poderosa para a identificacdo inequivoca de moléculas por fornecer
simultaneamente: tempo de retencao e dados de abundancia relativas entre diferentes
transicdes. E cada vez mais comum a substituicdo de sistemas de cromatografia com
detectores convencionais por outros como os espectréometros de massas nas analises
de contaminantes de alimentos. Esta técnica é amplamente empregada na detecgéo
de compostos presentes em baixas concentracdées em matrizes complexas, uma vez
que possibilita um aumento na sensibilidade de deteccdo e reduz a interferéncia

espectral de compostos presentes na matriz.
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4.3.2 Cromatografia em fase liquida

A cromatografia liquida (do inglés liquid chromatography - LC) tem crescido

rapidamente nas ultimas décadas, onde verificamos uma evolugdo constante dos

materiais de recheio. Adicionalmente, temos a reducédo do tamanho das particulas da

fase estacionaria e também a criacdo de sistemas de analise capazes de suportar

altas pressdes acima de 100 MPa. A utilizagcao de particulas menores que 2 um,

caracteriza a cromatografia liquida de ultra eficiéncia, e sua consequéncia direta € um

menor tempo de eluigdo dos analitos, ganhos na resolugdo e sensibilidade, isso

porque as menores profundidades dos poros da fase estacionaria permitem uma troca

mais rapida do soluto da fase mével com os poros das particulas (MALDANER,

JARDIM, 2009; WATERS CORPORATION, 2014).

Figura 13 - Comparagao da tecnologia de cromatografia

performance e cromatografia de ultra performance (UPLC).
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A cromatografia com interagéo hidrofilica (HILIC, do inglés Hydfrofilic Interaction
Liquid Chromatography) emprega como eluentes solvente organico em alta
quantidade e também um eluente contendo agua. A ordem de eluigdo é praticamente
contraria aquela da cromatografia em fase reversa. Pode-se dizer de uma forma
simples, que a HILIC utiliza uma separacao do tipo “fase normal”, inclusive com uma
fase estacionaria hidrofilica, porém com elementos de fase reversa, especialmente a
fase mével (LANCAS, 2010).

Comumente a cromatografia HILIC descreve uma parti¢cao liquido/liquido entre
a fase médvel e a estacionaria, uma camada rica em agua € formada na superficie da
fase estacionaria polar, assim temos a distribuicdo dos analitos entre essa camada
rica em agua e a fase organica de menor polaridade. Segundo Langas (2010),
“Observa-se também a ocorréncia de outros tipos de interacdo entre os solutos
presentes na camada aquosa e a superficie polar da fase estacionaria”. Tipicamente
0 aumento da concentracdo de agua no eluente diminui a retengdo do analito, o
aumento do componente organico, como a acetonitrila, causa a retengcédo do analito
na fase estacionaria por um tempo maior. (LANCAS, 2010; MACHEREY-NAGEL,
2017).

Fonte: Buszewski e Noga (2011)
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4.3.2.1 Revisdo dos métodos analiticos: determinagao de compostos do estudo por LC
MS/MS

Em virtude da importancia para seguranca de alimentos na pratica agricola e
dos riscos para o homem e meio ambiente associado a presenca de residuos de
contaminantes, sdo varios os estudos analiticos desenvolvidos com o objetivo de
detecgdo de residuos de agrotdxicos e afins em diferentes matrizes. A seguir é
apresentado um resumo da literatura para aqueles métodos que empregam a técnica
de espectrometria de massas, por ser a técnica mais comum na atualidade
empregada nas analises de compostos polares, como é o caso daquelas substancias

quimicas objeto de estudo desse trabalho.
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Tabela 3 - Principais trabalhos analiticos com analise por MS/MS, citados na literatura relativos aos agrotoxicos polares e

substancias afins que s&o estudadas no presente trabalho em matriz de origem vegetal

Referéncia ANO Pais Método de extragao Coluna cromatografica Compostos Matriz/Alimento Deteccao
HANOT et al. 2015 Bélgica Metanol-Agua (95:5, v/v) ACQUITY BEHC 18 CcQ Laranjas e UPLC-MS/MS
column Alfaces
(1.7um;2.1x100mm)
ESPARZA et al. | 2009 Espanha | Metanol-Formato de aménia 100 | are silica Atlantis CcQ Péao e Cerveja HPLC-MS/MS
mM (1:4,v/v). HILIC(150 mmx2.1 mm, 3
E Extragdo em fase sélida um; Waters, Milford,
Envi™-18 SPE
KACZYnhSKI 2017 Poldnia Solugao de acido formico 5% Obelisc N column (2.1 CQePQ Cebola,trigo,Bat | LC-MS/MS
em metanol-agua (1:1, v/v/). mm X 100 mm,5Im ata e Ervilhas.
particle size)
HANOT et al. 2014 E.UA Solugéo de acido formico 0,1% zic-HILIC column of Etefom uvas HILIC-MS/MS
em metanol 3.5um, 2.1x100 mm from
Merck
UGARE et al. 2013 India Solugéo de acido férmico 1% Atlantis T3 (100 X 3 mm,5 | Etefom Berries LC-MS/MS
em metanol um)
SCHRUBBERS | 2016 Costa Agua, acido cloridrido 1M, BEH C18 XP column (130 | Glifosato Folhas de café LC-MS/MS
et al. Rica multiplos tratamentos de A, 2.5mm particles, 2.1
extragdo em fase solida mm)
LI etal. 2007 China Diclormetano e extragao em Supelco Discovery C18 Glifosato Soja,Milho, LC-MS/MS

fase solida

column (5um, 150 mm x
2.1 mm.d)

Farinha de trigo




49

Tabela 3 - Principais trabalhos analiticos com analise por MS/MS, citados na literatura relativos aos agrotoxicos polares e

substancias afins que s&o estudadas no presente trabalho em matriz de origem vegetal

Referéncia ANO Pais Método de extragao Coluna cromatografica Compostos Matriz/Alimento Deteccao
BOTERO-COY | 2013 Espanha | Agua, diclorometano, extragéo BEHamide Glifosato Arroz,Soja e LC-MS/MS
etal. em fase solida HLB®, Solugdo | BEH HILIC milho

de formiato de aménio 100mM | ObeliscR
ObeliscN
CHEN et al. 2013 China Agua Asahipak NH2P-50 4E Glifosato Frutas e HPLC-ESI-
vegetais MS-MS
CHAMKASEM; 2016 E.UA Acido acético 50 mM e Acclaim™Trinity ™Q1 Glifosato Soja e Milho LC-MS/MS
HARMON Na2EDTA 10 mM (3um, 100x3 mm)
ANERJEE et al. | 2007 India QuEChERS Purosphere RP-18 (55 MOR Uva LC-MS/MS
mmx2mmx3um)
HENGEL etal. | 2014 E.UA Solucéao de acido acético 1% em | Primesep-A MOR Macas HILIC-ESI-
metanol column(100%2.1 mm i.d., MS/MS
5.0um
CHEN et al. 2015 China Solugéo de acido férmico 1% ACQUITY UPLC BEH MOR Macas UHPLC-
em acentonitrila-agua (1:1, v/v) HILIC Column, 130A, 1.7 HRMS
e limpeza final usando DMSPE pm, 2.1 mm X 50 mm
PI1ZZUTTl etal. | 2016 Brasil Solugéo de HCI 0,5M Sielc Obelisc R column PQ Feijao Corda UPLC-MS/MS
(5um, 2.1 mm i.d x 150
mm
KOLBERG et al. | 2012 Alemanha | Solugéo de acido férmico 1% Obelisc R PQ Cevada,Batatas, | LC-MS/MS
em metanol Cereais e
lentilha.
BORDIN et al. 2016 Brasil QuEChERS Shim-pack XR-ODS I PQ Farinha de trigo | LC-MS/MS

(3.0 mm x 100 mm,
2.2um)

integral
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Tabela 3 - Principais trabalhos analiticos com analise por MS/MS, citados na literatura relativos aos agrotoxicos polares e

substancias afins que s&o estudadas no presente trabalho em matriz de origem vegetal

Referéncia ANO Pais Método de extragao Coluna cromatografica Compostos Matriz/Alimento Deteccao
XIAN et al. 2016 China QUuEChERS Waters ACQUITY UPLC QAC Leite UPLC-MS/MS
HILIC chromatographic
column (50 mm x 2.1 mm,
1.7um)
Friedle, et al. 2012 Austria Solugéo de acido formico 0,1% Kinetex XB-C18 (100A; QAC Frutas e LC-MS/MS
em acetonitrila:agua (7:3, v/v) 2.6 ym; 50x 2.1mm) vegetais
MARCHESE, et | 2009 Italia ASE (do inglés Accelerated SCX 50 X 4.6 mm CQ Trigo HPLC-MS/MS
al. Solvente Extraction)
ESPARZA, et al. | 2009 Espanha | Solugédo de formato de ambnio e | BEH Hilic cQ P&o e Cerveja HPLC-MS/MS
extracdo em fase solida
150 mmx2.1 mm, 3um
POLGAR et al. 2012 Hungria/E | QUEChERS Cc18 CcQ Uvas e Vegetais | HPLC-TOF e
spanha 4.6mm x 50mm, 1,8um LC-MS/MS
HANOT, et al. 2015 Bélgica Solugado de methanol-agua c18 cQ Laranjas e UPLC-MS/MS
(95:5, viv). 1.7um;2.1x100mm Alfaces
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4.3.3 Métodos de extragao

Na atualidade, as extragbes de agrotoxicos em matriz de origem vegetal, séo
realizadas rotineiramente através do método QUEChERS (do Inglés Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe). A evolugao do método original QUEChERS permitiu
utilizar sais com efeito de tampao. Dessa forma, sao aceitos como oficiais trés
métodos de extragdo QUEChERS. O método original foi publicado por Anastassiades
et al. (2003), no qual ndo temos o uso de nenhuma substancia de efeito tamponante.
Porém, outros dois métodos derivaram desse primeiro, dessa vez com uso de um
tampao acetato de sédio ou um tampéao citrato, respectivamente sendo reconhecidos
com o método oficial AOAC 2007.01 e método Europeu EN,15662. Os métodos
apresentam basicamente variagdes no tamanho da amostra utilizada para extragao,
na formulagao dos sais de disperséo e tampao (LEHOTAY et al., 2005).

A literatura é rica em trabalhos que utilizam a extracdo QUEChERS para as
mais diferentes substancias quimicas, esta flexibilidade € um dos atrativos para
utilizagdo do conceito “QUEChERS” (KOWALSKY; COCHRAM, 2017; (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011). Han et al. (2016) utilizaram na etapa de limpeza final da
extragdo, em matriz vegetal, nanotubos de carbono, com resultados satisfatério para
a analise multi residuos de 169 agrotoxicos; Cloutier et al. (2016) utilizou a extragao
QUEChERS, combinada com uma limpeza final dos extratos através de cromatografia
de Permeagdao em Gel, obtendo resultados satisfatérios para 100% dos das
substancias multi classes propostas (dibenzodioxinas policloradas, dibenzofuranos
policlorados hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, bifenilos policlorados (PCB),
éteres difenilicos polibromados). Liu et al. (2016), fez uso da combinagao de acetato
de sodio, florisil e C18 para que os agrotoxicos pH dependentes tivessem recuperagéo
satisfatoria, o procedimento adotado mostrou-se eficiente nas analises dos 74
agrotoxicos do estudo.

Apesar do sucesso da extragdo QUEChERS, temos a limitacao de analise
para substancias quimicas que apresentem uma polaridade elevada, como € o caso
daquelas propostas no atual estudo, excecao para os QAC. Os avang¢os da Quimica
Analitica com a utilizagdo de equipamentos cada vez mais seletivos e sensiveis
permitiram a miniaturizagado e automatizagéo de procedimentos de analise (Prestes,
et al., 2011). Recentemente tivemos a divulgagdo do método QuPPe (do inglés, Quick
Method for the Analysis of numerous Highly Polar Pesticides in Foods of Plant Origin
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via LC-MS/MS) usado para analise de residuos de substancias polares através de
uma etapa de extracdo com uma solucao de acido férmico em metanol e posterior
analise por LC-MS/MS. O método prevé um mesmo procedimento de extragao para
diversos analitos polares. Entretanto, a etapa de cromatografia é realizada
normalmente com colunas de carbono ou Hilic e envolve o uso de diferentes eluentes
e fase estacionaria de acordo com propriedades das substancias quimicas
(ANASTASSIADES, et al., 2016). Apesar da facilidade de extracdo, o fato do uso de
multiplas colunas para cromatografia dificulta o uso deste método como uma
estratégia rapida para fins de triagem (EDISON et al., 2011). Lara et al. (2017), tem
uma das propostas mais recentes para analise de substancias de alta polaridade,
através da realizacdo de uma extracdo nos termos do método QuPPe, porém com a
analise espectrométrica através de DART (do inglés, Direct Analys in Real Time),
dispensando o uso de colunas cromatograficas na etapa inicial de screening dos
agrotoxicos. Todavia € necessaria uma etapa de quantificagdo com uso de

cromatografia liquida para separagao das substancias quimicas de interesse.

4.4 Garantia da qualidade analitica

Garantir os resultados obtidos & fundamental na aplicacdo de qualquer
método de analise (TELLES, 2001). Na avaliagdo do método analitico sao
estabelecidos critérios de desempenho necessarios a comprovacgao de atendimento a
um requisito especificado, as caracteristicas de desempenho do método sao
expressas em termos de pardmetros ou variaveis analiticas, esses critérios sao
conhecidos como parametros de validagéao (RIBANI et al., 2004).

No Brasil, a Norma NBR ISO/IEC 17025/2017 estabelece os requisitos gerais
para competéncia de laboratorios de ensaio e calibragdo e o atendimento aos seus
requisitos é de fundamental importancia para os laboratoérios que pretendem requerer
acreditacdo junto ao Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacédo e Qualidade
Industrial (INMETRO) - reconhecimento formal de que o laboratério esta operando
com sistema da qualidade documentado, € tecnicamente competente e capaz de
produzir resultados confiaveis (PAIVA; SAIKE, 2003).

Sem a validacdo de métodos de analise ndo ha confiabilidade dos resultados,

por isso mesmo a comunidade Europeia buscou harmonizar os conceitos relevantes
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para area de analises de residuos de agrotdxicos. As orientacdes contidas neste
documento destinam-se aos laboratorios envolvidos no controle oficial dos residuos
de pesticidas nos géneros alimenticios e alimentos para animais em toda a Uni&o
Europeia e descreve os requisitos de validacdo do método e de controle de qualidade
analitico (do inglés, Analytical Quality Control - AQC) para apoiar a validade dos dados
comunicados no ambito dos controles oficiais de residuos de pesticidas e para
verificar a conformidade com os LMRs (SANTE, 2015).

O sistema brasileiro de inspeg¢ao para area de produtos de origem vegetal,
representado pelo MAPA, também elabora manuais com o objetivo de estabelecer
parametros e critérios de aceitagao aplicaveis a validacado de métodos analiticos e a
rotina analitica de laboratérios, visando garantir a qualidade metroldégica dos
resultados, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade. Os
esforcos a nivel mundial e nacional visam, inclusive de forma complementar, atender
aos requisitos técnicos da norma ISO IEC 17025 (BRASIL, 2011; SANTE, 2015).

Por fim, a aceitagao de resultados internacionalmente demanda padronizagao
para que diferentes dados possam ser comparados, aceitos ou descartados. Essa
situacao é bastante evidente nos processos de credenciamento de laboratérios como
forma de garantir o resultado analitico (TELLES, 2001). De acordo com o exposto,
todos os métodos utilizados no desenvolvimento da presente pesquisa serao
validados em conformidade com os requisitos internacionais de acreditacdo para

ensaios quimicos.

4.5 Fruticultura no Vale do Sao Francisco

Na ultima década, a regidao do VSMSF, que esta localizada nos Estados
de Pernambuco e Bahia, no denominado “Bioma Caatinga”, vem passando por
importantes mudangas em sua matriz produtiva, destacando-se, neste contexto a
implantagcéo e desenvolvimento de projetos relacionados a fruticultura e vitivinicultura.
A maior parte daqueles frutos produzidos na regiao é destinada a exportagao, sendo
de interesse estratégico para o Estado de Pernambuco o desenvolvimento desse setor
agrario.

A Regiao apresenta como caracteristicas geoambientas pluviosidade baixa e

irregular em torno de 750 mm por ano, concentrada em 3 a 5 meses. A estiagem é
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caracterizada por precipitagao pluviométrica de cerca de 450-500 mm por ano. As
temperaturas sao altas, com taxas elevadas de evapotranspiragdo e balango e
negativo durante parte do ano. A insolagéo é muito forte, 2800 horas/ano e esta aliada
a baixa umidade relativa. Os solos s&o oriundos de rochas cristalinas,
predominantemente rasos, pouco permeaveis, sujeitos a erosao de razoavel
fertilidade natural. Fica evidente a necessidade de um suprimento de agua utilizada
para irrigar cerca de 110 mil hectares a fim de permitir a produtividade de 2,5 safras
anuais desse polo produtor. O manejo com alta tecnologia complementa o conjunto
de fatores que garantem a alta produtividade e peculiaridades quanto a qualidade dos
frutos produzidos naquela regido (BRASIL 2017; SOCIEDADE NACIONAL DE
AGRICULTURA, 2015).

Figura 15 - Mapa das sub-regides do VSMSF
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A exportagdo das frutas produzidas tem efeito gragas a garantia de
rastreabilidade dos frutos que envolve desde a producédo até a sua embalagem e
transporte. Ha distintas exigéncias feitas por diferentes importadores quanto a
qualidade da manga e uva que sao exportadas, mesmo estes frutos sendo
considerados adequados para o mercado local podem ter avaliagdo contraria e
particular ao pais importador. Os produtores tém utilizado estraté8gias multiplas para
ajuste as exigéncias do mercado. O constante crescimento e manutengdo as
exportagdes de uva e manga, demonstra que essas estratégias tém sido efetivas para
consolidagdo do VSMSF como polo de produgdo para fruticultura brasileira
(CAVALCANTI, 1997; CARVALHO: MIRANDA, 2017).

Figura 16 - Grafico da exportagdao de uva e manga da regido do VSMSF
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Fonte: Aliceweb, 2017.

4.6 Cultivo da soja

A Soja (Glycine Max (L.) Merr.), tem sua origem na china e é plantada a
aproximadamente 5000 anos (GUAN et al., 2010). De acordo com o Departamento de
Agricultura Americano - USDA (2013), a soja contém tipicamente 36,5% de proteina,
19,9% de lipideos, 8,5% de agua e 9,3% de fibras.
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A importancia econdmica da soja decorre antes mesmo de sua produgao, pois
sd0 necessarios uma série de insumos e implementos agricolas, 0 que caracteriza
uma cadeia de agroindustria, além do mais, para que a soja possa ser utilizada precisa
passar por um processo de industrializagdo, o que gera varios produtos como o 6leo

de soja, o farelo de soja, isolados de soja, dentre outros.

De acordo com a FAO as américas concentram 85% da producgéo de soja,
estando os Estados Unidos (EUA) em primeiro lugar, seguido do Brasil e Argentina. A
safra de 2015/2016 de soja no mundo atingiu a produgdo de 312,362 milhdes
toneladas, sendo os EUA, responsavel por 106,934 milhdes de toneladas, o Brasil
vem logo em seguida atingindo cerca de 95,631 milhdes de toneladas (EMBRAPA,
2017). Juntos os EUA e o Brasil sdo os principais exportadores de mais que 80% das
exportagées do grédo de soja a nivel mundial (JORNALISMO AGROPECUARIO,
2015).

Figura 17 - Principais produtores de Soja no Mundo (1994-2014)
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Fonte: FAO, 2017.

Dados da CONAB para a safra 2016/2017 brasileira, indicaram uma produgao
acima de 100 milhdes de toneladas, com intervalos entre 101,9 e 104 milhdes de

toneladas (CONAB 2017). A soja foi considerada uma colheita rentavel e no Estado
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de Sao Paulo esta se estendendo devido a vantagens como a melhoria do solo e
retorno quase garantido do investimento devido a demanda mundial pelo grao. A
expansdo da area de produgdo acompanhou o desenvolvimento tecnoldgico, o
manejo e a eficiéncia na produgéo, conforme apresentado no grafico de produtividade

a sequir.

Figura 18 - Evolugao da produtividade da Soja no Brasil
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Fonte: CONAB, 2017.

Segundo a APROSOJA (Associagdo dos Produtores de Soja) (2017), o
principal destino do grao de soja brasileira é a exportagao in natura que corresponde
a 44% do volume total de producéao, entretanto outros 49% séao destinados a industria
de processamento. Sendo os 7% restantes utilizados como estoque. No
processamento da soja, temos como principal produto o farelo de soja (79%) e a
producao de 6leo vegetal (21%). Os produtos processados tém como destino final o
mercado interno ou a exportacdo (APROSOJA, 2014).

Apesar de relevante economicamente as importagdes de soja limitam-se a
poucos paises. A China € quem mais importa o grao in natura representando 65% das
importagdes mundiais de soja, ou seja, oscilagdes econdmicas na china compromete
sobremaneira a oferta e demanda mundial dessa commodity. Os subprodutos da soja,
como o seu 6leo sdo importados principalmente pela India, que representou 21,3% na
safra 2014/15, ja para o farelo de soja temos a EU representando cerca de 35% do
total nas ultimas cinco safras (JORNALISMO AGROPECUARIO, 2015).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Matriz de analise, area de estudo e substancias quimicas

O VSMSEF foi a regido de estudo definida para as analises de manga e uva,
uma vez que sao de elevada expressao para fruticultura no Estado de Pernambuco e
por serem aquelas matrizes nas quais os produtores poderiam estar utilizando o
Fosetil Al e Etefom, respectivamente. Ja para MOR, DEA e TEA, os frutos tiveram
tiveram procedéncia de distintos Estados do Brasil.

A soja utilizada nesse estudo teve sua origem de varios estados do Brasil, para
essa matriz foram analisadas as substancias quimicas: CQ, PQ, DQ e Glifosato.

As amostras foram recebidas ao longo do ano de 2016 a 2019 por livre
demanda dos clientes, o que se da normalmente em perée em distintos meses do
ano.

A seguir é apresentado um quadro resumo com as matrizes de analises,

regido de estudo e substancias quimicas de interesse.

Tabela 4 - Matriz de analise, regiao de Estudo e Substancia Quimica de interesse analisadas

Matriz Area do Estudo Substéancia Quimica
Manga VSMSF Fosetil Al, acido fosfénico
Uva VSMSF Etefom
Soja Brasil CQ, DQ, PQ, Glifosato
Mamao Brasil MOR, DEA, TEA
Manga Brasil MOR, DEA, TEA
Uva Brasil MOR, DEA, TEA

5.2 Substancias quimicas e reagentes

As substancias quimicas de referéncias do PQ, CQ, DQ Glifosato e ETH
apresentaram certificado 1SO guide 34 e foram adquiridos do fabricante Dr.

Ehrenstorfer (Augsburgo, Alemanha), as substancias: Fosetil-Al, DEA e TEA do
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fabricante Chem Service (West Chester, EUA), MOR do fabricante Alfa Aesar
(Tewksbury, EUA) e o Acido fosfénico do fabricante Sigma Aldrich (Missouri, EUA),
Acido Férmico, Acido Cloridrico, Acetonitrila , Metanol, Formiato de aménio (JT. Baker,
Phillipsburg, NJ, USA), todos com grau CLAE. A agua ultrapura utilizada foi purificada

com sistema Mlllig® (Millipore, Molsheim, France).

Tabela 5 - Caracteristicas quimicas dos padrées das substancias quimicas de
referéncia do estudo

Massa
Substancia Quimica Formula molecular monoisotopica LogKow*
Acido fosfénico H303P 81.981.979 1.15
Clormequate CsH13CIN 122.073105 -3.80
Diethanolamine C4H11NO2 105.078.979 -1,43
Diquate C12H12N2 184.098.953 -4.60
Etefom C2HesCIOsP 143.974.304 -0.22
Fosetyl-Al CsH18AIO9P3 353.997.894 -2.1
Glifosato CsHsNOsP 169.014.008 -3.40
Morpholine C4H9NO 87.068.413 -0.86
Paraquate C12H14CI2N2 256.053.406 -4.5
Trietanolamina CsH1sNOs3 149.105.194 -1.00

* . . e . ape ~
Coeficientes de particdo octanol-agua (KOW) utilizados para prever a sor¢do do solo e a
bioconcentragao de pesticidas nao idnicos a partir de sistemas aquosos (BOWMAN; SANS, 1983).

5.3 Solugdes padrao

As solucdes estoque das substancias quimicas de referéncia foram
preparadas a partir da solubilizacdo do padrao sélido em metanol na concentragao de
1 mgmL"', exceto para o Glifosato e Fosetil Al que foram preparados a uma
concentragédo de 0,2 mg.mL-'. Todas foram armazenadas em frasco Schoot® ambar
com batoque de teflon®, com excec¢ao do Glifosato e PQ que foram armazenadas em
frascos plasticos devido suas propriedades de adsor¢des em superficies de vidro.
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5.3.1 Solucgoes das curvas de calibragao

A partir das solucdes estoque foram preparadas solucdes de trabalho para
uso no preparo da curva de calibragdo em varios niveis (trés ou mais concentragoes).

A curva de calibracdo para o Glifosato, Fosetil Al foi preparada em extrato da
matriz. Para tanto, uma solugao de trabalho foi preparada a uma concentragao de 0,1
ug'mL-' em solugdo de acido formico 1%. Para o preparo da curva de calibragéo foram
utilizados a solugdo de trabalho, branco da matriz e solugédo de acido formico 1% em
agua, conforme indicacao da tabela a seguir.

Tabela 6 - Curva de calibragdo em matriz para analise de Glifosato, Fosetil Al e
acido fosfénico

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Volume da solugéo de
trabalho 0,025 0,05 0,1
(mL)
Volume da amostra 0,1 0,1 0,1
branco da matriz (mL)
Volume da solugao de 0,875 0,850 0,8
acido férmico 1% (mL)
Concentragao final 2,5 50 10
obtida (ng.mL"" |
mg.Kg") 0,05 0.1 0,2

As determinacdes para o Acido Fosfénico (produto de degradacéo do Fosetil
Al) foram realizadas a partir da fortificagdo da amostra a 2 mg.Kg-1, ou seja, uma
adicao de padrao pontual na prépria amostra a ser analisada. Para isso, foi adicionado
o volume de 0,1 mL de uma solugcédo de acido fosfoénico preparada em solugao de
acido formico 1% com concentragdo de 1 ug.mL-' a 0,9mL da amostra ao final de sua
extracao.

Para as substancias quimicas CQ, DQ e PQ e Glifosato a curva de calibragdo
foi extraida (do inglés, procedural standart calibration). Para tanto s&o feitas extragéo
de amostras fortificadas antes da extracdo com concentragdo conhecida do padrao
de analise. Volumes definidos (tabela 7) da mistura de trabalho a 1 yg.mL™" preparada
em solugdo metandlica de acido formico 1% foram adicionados em 2 g da matriz soja

e a seguir, a amostra foi extraida de acordo com o procedimento de extragéo. Ao final
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aliquotas do extrato, foram transferidas para inserts de plastico e utilizadas como

niveis de calibracgao.

Tabela 7 - Curva de calibragéo extraida para analise CQ, DQ, PQ e Glifosato

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5

Xglt;Jarlr;]eoda mistura de 0,02 0.04 0.05 0.1 0.4
(mL)
Massa da amostra de 2 2 2 2 2
soja (9)

1 2 2,5 5 20
Concentracao final obtida
(ng.mL" | mg.Kg™") 0,01 0,02 0,025 0,05 0,2

A curva de calibragdo para a MOR, DEA e TEA foi preparada em solugao de
acido férmico a 1% com utilizacado dos respectivos padrdes internos. Para tanto, foram
utilizados volumes definidos de uma mistura de trabalho com essas substancias
conforme a tabela 8, cada uma com concentragao de 1,0 ug.mL" e o volume de 0,1mL
dos padrées internos deuterados a 1,0 ug.mL™" foi adicionado a cada um dos niveis
de calibracao (tabela 8).

Tabela 8 - Curva de calibragao para analise de Morfolina, Dietanolamina e
Trietanolamina

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

Volume da mistura de trabalho
MOR, DEA e TEA 0.05 0.1 0.25 0.5
(mL)
Volume da mistura de trabalho
do padrao interno MOR, DEA e 0.1 0.1 0.1 0.1
TEA (mL)

5 10 25 50

Concentracao final obtida
(ngmL" I mgKg™") 0,01 0,02 0,05 0,1
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5.4 Equipamentos

O Sistema de cromatografia liquida foi um UPLC ACQUITY UPLC ™ (Waters
Corp. Milford, Massachusetts, EUA). Os espectrdmetros de massa foram o Quattro
Premier e Xevo TQS ambos fabricados pela Waters® (Waters Corp. Milford,
Massachusetts, EUA). A homogeneizagcdo da amostra foi realizada em sistema
Geno/Grinder® 2010 (SPEX SamplePrep. Gardens, Sanmore, UK) e o Banho Maria
Aquecedor MPC-106A (Huber Kaltemaschinenbau AG, Germany).

As colunas cromatograficas utilizadas respectivas a cada substancia quimica
analisada neste estudo encontra-se na tabela a seguir.

Tabela 9 - Coluna cromatografica, caracteristica da cromatografia e substancia
quimica

Coluna cromatografica Cromatogafia Substancia
Acclaim™ Trinity ™ P1 (100mm x HILIC MOR, DEA e TEA
2.1 mm id, particula de 3um)
Acquity UPLC ® BEH Hilic (100mm HILIC CQ,DQePQ
X 2.1um, particula de 1,7um)
Thermo Scientific Hypercarb Carbono Glifosato, Etefom, Fosetil Al,
(100mm x 2.1um, particula de 5um) Acido fosfonico

5.5 Otimizagdo do método de analise espectrométrica (ESI-MS/MS).

Para a definicao das condi¢cdes de operagao da fonte de ESI e do analisador
de massas, inicialmente foi feita infusdo das solugdes padrdes individualizadas, no
espectrometro de massas, com uma concentragio de 1 uyg.mL-' ou 0,1 yg.mL-!, todas
preparadas em solugdo de acido férmico 0,1% em metanol, respectivamente ao
sistema Waters Quattro Premier XE ® e Waters Xevo TQS ®. O fluxo da infusao foi
de 10 yL min-'.

Resumidamente o esquema inicial de otimizagdo utilizado encontra-se na
figura 26 . Nesta fase a analisador de massas foi definido para modo de varredura
(Full Scan).


https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=845&q=waters+corporation+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKrzMjOVuIEsQ1zLbILtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAPvUToBFAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwj-y5PkuZrTAhWJH5AKHSy7DcoQmxMInwEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=845&q=waters+corporation+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKrzMjOVuIEsQ1zLbILtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAPvUToBFAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwj-y5PkuZrTAhWJH5AKHSy7DcoQmxMInwEoATAN
https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=845&q=waters+corporation+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKrzMjOVuIEsQ1zLbILtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAPvUToBFAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwj-y5PkuZrTAhWJH5AKHSy7DcoQmxMInwEoATAN
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Figura 19 - Esquema de otimizacdo dos parametros da fonte de ionizagado de ESI
como o analisador de massas funcionado no modo de varredura

ESI MS

l

Infusdo da substancia
quimica de interesse|

Fonte

deESI | —

Otimizar os
parametros da
fonte ESI para
molécula em
solugao

Analisador de
massas em modo de
varredura (full scan)

i

Identificar o ion precursor

Os parametros iniciais da fonte de ESI recomendados pelo fabricante e

usados neste estudo encontra-se descrito na tabela a seguir.

Tabela 10 - Parametros da fonte ESI recomendados pelo fabricante

Parametro

Valor recomendado

Capilar (kV)
Cone (V)

Extrator (V)
RF Lens (V)

Temperatura da fonte ("C)

Temperatura de Dessolvatacéo (°C)
Fluxo do gas de dessolvatagdo (L.Hr")

Fluxo do cone (L.Hr")

LM Resolucéo 1
HM Resolucao 1
lon Energy 1
Entrance
Colision

Exit

LM Resoluco 2
HM Resolugéo 2
lon energy 2
Multiplier

3
50
)
0
120

400
700

50
15
15
0.5
20

20
15
15

650
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Todos os parametros listados foram otimizados a fim de obter espectros de
massas reprodutiveis e com sensibilidade satisfatéria ao uso pretendido para cada

uma das substancias quimicas estudadas.

5.5.1 Fragmentagao dos ions precursor

A seguir foram realizados testes para identificar os ions produtos com o
analisador de massas operando em modo de varredura do ion produto (Product ion
scan). Nesta etapa foi determinada a energia de colisdo (V) utilizada para
fragmentagao do ion precursor. Pelo menos dois (2) ions foram selecionados como

ions de quantificacado e qualificacdo das substancias de interesse.

Figura 20 - Esquema de otimizagcdo dos parametros para o analisador de massas
funcionado no modo ion produto
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A etapa final de otimizacado consistiu na otimizagao dos parametros da fonte
de ESI associados a temperatura utilizada para dessolvatacdo das substancias
quando foram utilizados os eluentes da fase movel, visando obter a maior intensidade
de sinal nas condi¢cdes de analise cromatograficas definidas.

Figura 21 - Esquema de otimizagdo dos parametros para a fonte de ionizacao (ESI)
com o analisador de massas funcionado no modo ion produto.
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5.5.2 Parametros do analisador de Massas (MS/MS)

O analisador de massas foi ajustado para obter a melhor resolugao dos ions
de baixa massa (LM resolution) ou de alta massa (HM resolution). Por fim, foi
otimizado o valor da energia aplicada nas lentes posicionadas entre os quadrupolos e

a multiplicadora, utilizada para refocalizar os ions formados (lon Energy).



66

5.6 Método de analise cromatografico

As condi¢cdes de analise cromatografica utilizadas para separagdo das
substancias quimicas estudadas foram baseadas em métodos descritos na literatura,
entretanto otimizados para obter uma reducdo do tempo de analise sem
comprometimento da seletividade e sensibilidade do método. Dessa forma, as

condicOes utilizadas encontram-se nas tabelas a seguir.

Tabela 11 - Condicao de analise de Etefon, Fosetil-Al, Acido Fosfonico e Glifosato
para o sistema Acquity ® UPLC

Hypercarb 2.1x 100 mm 5um (P/N 35005-

Coluna 102130)
Hypercarb Guard 2.1 x 10 mm 5um (P/N
Pré-coluna 35005-102101) ou C18 4x3mm
Phenomenex
Temperatura da coluna 40 °C
El Solucédo de acido acético 1% em agua + 5%
uente A
de metanol

Eluente B Solucao de acido acético 1% em metanol

%A Fluxo(mL/min) Tempo (min)
Gradiente 100 0,25 0

100 0,25 3,5

Tabela 12 - Condig&o de analise de MOR, DEA, TEA para o sistema Acquity ®
UPLC

Coluna Acclaim Trinity P1 2.1x100 mm (3 pm) (P/N

071389);
. Acclaim Trinity P1 2.1 x 10 mm (3 pym) (P/N
Pré-coluna 071391)
Temperatura da coluna 40 °C
Eluente A Solugao de formato de amoénio 50mM (pH 3,0)
Eluente B Acetonitrila
%A Fluxo(mL/min) Tempo (min)
5 0.4 0
. 5 0.4 4.5
Gradiente 30 04 70
5 0.4 71
5 0.4 12
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Tabela 13 - Condigao de analise de CQ, DQ e PQ para o sistema Acquity ® UPLC

Coluna Acquity UPLC ® BEH Hilic
. Acquity UPLC ® BEH Hilic Guard 2.1 x 10
Pré-coluna
mm
Temperatura da coluna 40 °C
Solucgédo de formiato de aménia 150mM + 1%
Eluente A . N
de acido férmico
Eluente B Acetonitrila
%A Fluxo(mL/min) Tempo (min)
40 0,3 0
. 40 0,3 0.01
Gradiente 80 0.3 35
40 0,3 3.51
40 0,3 6

5.7 Método de extragdo das amostras

O método de extracdo de referéncia para analise das substancias quimicas
de alta polaridade propostos neste trabalho foi publicado pela EU, também conhecido
pela sigla QuPPe (do inglés Quick Method for the Analysis of numerous Highly Polar
Pesticides in Foods of Plant Origin via LC-MS/MS). E o método padro utilizado nos
laboratérios de referéncia da EU responsaveis pela avaliagcdo da conformidade dos
alimentos.

Quando aplicavel a analise de alimentos com baixo teor de agua, como é o
caso dos graos, os residuos das substancias de interesse sao extraidos apos a adigéo
de agua a porgéo de ensaio, posteriormente é realizada a adigdo de uma solugdo de
acido formico em metanol para extragado. Temos a seguir a etapa de homogeneizagéo
e centrifugacdo da amostra. Ao final é retirada uma aliquota a ser analisada nos
sistemas de UPLC-MS/MS (ANASTASSIADES, et al 2016). Do contrario, como é o
caso dos frutos in natura, ndo € necessario adicionar a agua. A seguir sao descritas a

marcha analitica de acordo com a substancia de interesse e a matriz de analise.



68

Para as analises de residuos dos herbicidas CQ, DQ e PQ foi utilizado o
método modificado a partir do proposto por Pizzutti et al (2016), no qual é realizada
digestdo acida com o HCI para a extragdo dessas substancias na soja, conforme
especificado no item 5.7.3.

5.7.1 Extragao de Glifosato para matriz com baixo teor de agua (Graos de Soja)

A 2 g de uma amostra de soja previamente triturada em moinho,
acompanhados de amostra “branco”e adicionado, foram adicionados 10 mL de agua;
apos aguardar 15 min, foram adicionados 10 mL de uma solugéo de acido férmico 1%,
com consecutiva homogeneizagao em homogeneizador mecanico por 2 min a 1050
rom. O extrato foi levado para centrifugagdo a 5000rpm por 3 min. A seguir uma
aliquota de aproximadamente 1 mL do sobrenadante ¢é filtrada em membrana Millex
de 0,22 uym e transferida para insert de plastico para analise por UPLC-MS/MS.

5.7.2 Extragao de Etefom, Fosetil-Al, Morfolina Dietanolamina, Trietanolamina, para

matriz com alto teor de agua (frutas in natura)

A 10 g de uma amostra de manga ou uva previamente trituradas,
acompanhados de amostra “branco” foram adicionados 10 mL de uma solug¢ao de
acido férmico 1%, com consecutiva agitagcdo em homogeneizador mecanico por 2 min
a 1050rpm. O extrato foi centrifugado a 5000rpm por 3 min. Ao final, uma aliquota de
aproximadamente 1 mL do sobrenadante foi filtrada em membrana Millex® de 0,22

pm e transferida para um vial e submetido a analise por UPLC-MS/MS.

5.7.3 Extragao de CQ, DQ e PQ para matriz com baixo teor de agua (Graos de Soja)

A 2 g de uma amostra de soja previamente triturada em moinho,

acompanhados de amostra “branco’e adicionado, foram adicionados 10mL de agua;
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ap6s aguardar 15 min, foram adicionados 10 mL de uma solugéo de acido cloridrico
0,5 M preparado em solu¢ao de metanol/agua (6:4, v/v). A seguir foi realizada agitagéao
em homogeneizador mecénico por 2 min a 1050 rpm.

Os tubos contento os extratos sado transferidos para banho Maria a uma
temperatura de 80-C onde permanecem por um periodo de 15min. Apds atingir
temperatura ambiente o extrato € mais uma vez submetido a agitacdo por 2 min a
1050 rpm. Logo depois € levado para centrifugagédo a 5000 rpm por 3 min.

Por fim, uma aliquota de aproximadamente 1mL do sobrenadante foi filtrado
em membrana Millex ® de 0,22 ym e transferida para insert de plastico para analise
por UPLC-MS/MS.

5.8 Validagcao dos métodos propostos

5.8.1 Especificidade

A Especificidade/Seletividade do meétodo foi estabelecida através da
determinacdo de amostras reconhecidamente isentas das substancias quimicas de
interesse, cultivados sem a adi¢do dos agrotdxicos ou substancias afins, também para
verificar este parametro foram analisadas amostras branco dos reagentes. A presenca
de pico interferente com sinal de até 30% no tempo de retengdo do composto quando
comparado ao menor nivel de calibragdo foi considerada como aceitavel (SANTE,
2015).

5.8.2 Limites quantificagcao

Os limites de quantificacdo praticado foi estabelecido para o menor nivel
adicionado dos compostos de interesse para o qual a precisédo e exatidao do método

foi considerada como aceitavel de acordo com critérios do SANTE (2015).
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5.8.3 Linearidade

Foram realizadas avaliacao da linearidade para as curvas de calibragao das
substancias quimicas propostas em extrato da matriz ou em solugdo de acordo com
oitem 5.3.1. O intervalo de concentragao proposto foi definido em funcéo da aplicagao
do método.

Para cada teste construiu-se um grafico da concentragao versus area sob a
curva obtida. O coeficiente de correlagao linear (r) foi calculado utilizando-se programa
MassLynx®, proprio do sistema de espectrometria de massas. Os residuos de
recuperacao foram aceitos nos niveis de calibragdo com até 20% (SANTE, 2015).

No caso do Acido fosfénico, Glifosato, BAC, DDAC foi realizada a calibracdo

de nivel unico (do inglés single level calibration).

5.8.4 Veracidade/Recuperagao

A veracidade foi determinada por intermédio de ensaios de recuperacao, onde
as amostras foram adicionadas da substancia quimica de interesse em pelo menos
dois niveis, um deles proximo ou igual ao LMR definido na legislagdo. Foram
preparadas, pelo menos cinco réplicas auténticas, para uma mesma concentragcao
adicionada nas amostras branco da matriz. O fator de recuperacédo foi calculado
considerando o quociente entre a quantidade obtida da substancia de interesse na
matriz adicionada e a quantidade teoricamente adicionada na amostra. No caso de
substéncias quimicas de uso na agricultura sao aceitos valores de recuperagéo entre
70 e 120% (SANTE, 2015; BRASIL, 2011).

5.8.5 Precisao

5.8.5.1 Repetitividade

O grau de concordancia entre os resultados de medigbes sucessivas,
efetuadas sob as mesmas condi¢gdes de medic¢ao foi calculado a partir das réplicas
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auténticas adicionadas das substancias quimicas de interesse. A partir do desvio
padrao das medicoes e do valor médio das medi¢des foi realizado o calculo dos
coeficientes de variagao (CV%) de repetitivade sdo considerados adequados aqueles
iguais ou menores que 20% (SANTE, 2015; BRASIL, 2011).

5.8.5.2 Reprodutibilidade

A precisao intermediaria (Reprodutibilidade) foi obtida da mesma forma que a
repetitividade, porém foi avaliada em dia diferente, por um outro analista do laboratério
(SANTE, 2015; BRASIL, 2011).
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6 RESULTADOS

6.1 Ajustes da cromatografia

Os compostos estudados apresentaram alta polaridade e por isso ndo podem
ser analisados utilizando fase reversa, a qual € muito comum em analises
multiresiduos de agrotoxicos, neste caso foram otimizadas as condi¢gées em colunas
adequadas como a Hypercarb® e Hilic.

Inicialmente, as condigdes de analise cromatografica utilizando a coluna de
carbono (Hypercarb®) para os compostos Glifosato, Etefom, Fosetil Al, acido fosfonico
seguiram os parametros descritos no método QuPPe (método 1.3). A partir desta
condicdo, buscou-se reduzir ao maximo o tempo de analise. Para tanto foram
realizadas mudancgas na proporcao dos eluentes da fase movel e também alteragdes
do fluxo da fase movel. O mesmo procedimento foi feito para as analises de MOR,
DEA e TEA usando a coluna Acclaim™ Trinity™ P1 e nas analises de CQ, DQ e PQ
com coluna BEH Hilic.

A cada mudancga dos parametros cromatograficos, era injetado um branco da
matriz, seguido de um padréo de calibragéo preparado na matriz de interesse a 100ng
mL-" e, ao final, foi injetado um branco do solvente para confirmar a completa eluigdo
dos compostos e/ou possiveis interferentes da matriz que pudessem ficar retidos na

coluna causando problemas na injegao seguinte.

6.2 Otimizag&o dos parametros de ionizagao ESI-MS/MS

Os parametros de operagcao da fonte de ESI foram otimizados incialmente a
partir da selecao de moléculas protonadas [M+H]* ou desprotonadas [M-H], moléculas
que formaram cations em solucdo M* ou o ion radicalar contendo elétrons
desemparelhados em seu estado fundamental M™)(®),

A sonda de ESI transfere as moléculas ionizadas em solugéo para formagao
de um spray liquido e ao final uma fase gasosa dessolvatada pela acdo de gases
secantes. Trés parametros foram otimizados nessa situacdo: Gas de nebulizacao,

fluxo do gas de dessolvatagdo e a temperatura de dessolvatacao.
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Estes dois ultimos parametros foram otimizados para maximizar a intensidade
do sinal do ion formado para a substancia quimica de interesse. O gas de nebulizagéo
ja foi definido de acordo com o proprio fabricante para sua condicdo 6tima de
operagao. A seguir foram otimizados a voltagem do capilar (Kv) para producao de
gotas com alta densidade de carga. O ajuste da voltagem do cone (Kv) também foi
realizado para um valor suficiente a atragao dos ions carregados para a regiao inicial
de baixa pressao (ion block). Foi realizado o ajuste para a voltagem do extrator (Kv)
que é aplicada ao segundo cone presente no ion block, tipicamente 1 a 3 volts. A
voltagem para a lente final que focaliza os ions no analisador de massas (RF lens) foi
definida para valores tipicos entre 0.1 V e 0.5 V. Dessa forma, foram identificadas as
melhores condigbes para ionizagdo na fonte de ESI, utilizando o ion precursor
formado, com o analisador de massas operando em modo de varredura.

A etapa seguinte consistiu em adequar os parametros do analisador de
massas de forma a obter os ions produtos.

A seguir sdo apresentados os resultados para otimizagdo de cada uma das
substancias do presente estudo.

6.2.1CQ

O CQ teve como ion precursor o seu cation M* de razdo massa carga (m/z
122).

Figura 22 - Espectro de massas para o CQ (ESI*) analisador em modo de varredura
(full scan)

cf
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Os fragmentos mais intensos obtidos a partir do ion precursor do CQ e a

enegia de colisdo utilizada na geragao dos fragmentos sdo apresentados a seguir
(tabela 16).

Tabela 14 - Transicbes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a
molécula de CQ

Composto Transi¢cao (m/z) Cone (V) Colisao (V)
Clormequat 122.2>59.3 (quan) 30 15
122.2>63.2 (qual) 30 15

Figura 23 - Espectro de massas para o CQ (ESI*) analisador em modo de varredura

ssssssss

6.2.2 PQ

O PQ teve como ion precursor o seu dication M?* de razao massa carga (m/z

93) e também a sua molécula protonada [M+H]* com m/z 186.
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Figura 24 - Espectro de massas para o PQ (ESI*) analisador em modo de varredura
(full scan)
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Tabela 15 - Transicbes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a
molécula de PQ
Composto Transi¢cao (m/z) Cone (V) Colisao (V)
Paraquate 93.2>171.2 (quan) 30 14
186.2>171.2 (qual) 30 15

Figura 25 - Espectro de massas para o PQ (ESI*) analisador em modo de varredura
dos ions produzidos (product ion scan)
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Figura 25 — Continuagdo Espectro de massas para o PQ (ESI*) analisador em modo

de varredura dos ions produzidos (product ion scan)
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6.2.3DQ

carga (m/z 183).

O DQ teve como ion precursor o seu cation radicalar M** de razdo massa

Figura 26- Espectro de massas para o DQ (ESI*) analisador em modo de varredura

(full scan)
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Figura 27 - Transi¢gdes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a
molécula de DQ

Composto Transicéo (m/z) Cone (V) Coliséo (V)
Diquate 183>157 (quan) 30 18
183>130.2 (qual) 30 29

Figura 28 - Espectro de massas para o DQ (ESI*) analisador em modo de varredura
dos jons produzidos (product ion scan)
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6.2.4 Fosetil

O Fosetil teve como ion precursor a sua molécula desprotonada [M-H] razéo
massa carga (m/z 109).

Figura 29 - Espectro de massas para o Fosetil (ESI") analisador em modo de
varredura (full scan).
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Tabela 16 - Transicbes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a

molécula de Fosetil

Composto Transicéo (m/z) Cone (V) Coliséo (V)
Fosetil Al 109>81 (quan) 20 12
109>63 (qual) 20 12

Figura 30 - Espectro de massas para o Fosetil (ESI") analisador em modo de
varredura dos ions produzidos (product ion scan)
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6.2.5 Etefom
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O Etefom teve como ion precursor a sua molécula desprotonada [M-H]- de

razao massa carga (m/z 143), porém devido a presencga de Cl na molécula foi utilizada

também o anion de razdo massa carga (m/z 145) que corresponde ao isétopo de

massa 37 do CI.
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Figura 31 - Espectro de massas para o Etefom (ESI) analisador em modo de
varredura (full scan)
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Tabela 17 - Transicbes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a
molécula de Etefom

Composto Transicéo (m/z) Cone (V) Coliséo (V)
Etefom 143>107 (quan) 15 10
145>107 (qual) 15 10

Figura 32 - Espectro de massas para o Etefom (ESI) analisador em modo de
varredura dos ions produzidos (product ion scan)
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6.2.6 MOR

A MOR teve como ion precursor a sua molécula protonada [M+H]* de razao

massa carga (m/z 88).
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Figura 33 - Espectro de massas para o MOR (ESI*) analisador em modo de
varredura full scan)
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Tabela 18 - Transicbes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a
molécula de MOR

Composto Transi¢gao (m/z) Cone (V) Colisao (V)
MOR 88>88 (quan) 29 4
88>70 (qual) 29 12

Figura 34 - Espectro de massas para o MOR (ESI*) analisador em modo de
varredura dos ions produzidos (product ion scan)
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6.2.7 DEA

O DEA teve como ion precursor a sua molécula protonada [M+H]* de razao

massa carga (m/z 106).
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Figura 35 - Espectro de massas para o DEA (ESI*) analisador em modo de
varredura full scan)
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Tabela 19 - Transicbes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a
molécula de DEA

Composto Transicéo (m/z) Cone (V) Coliséo (V)
DEA 106>88 (quan) 9 11
106>70 (qual) 9 12

Figura 36 - Espectro de massas para o DEA (ESI*) analisador em modo de
varredura dos ions produzidos (product ion scan)
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6.2.8 TEA

O TEA teve como ion precursor a sua molécula protonada [M+H]* de razéo

massa carga (m/z 150).
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Figura 37 - Espectro de massas para o TEA (ESI") analisador em modo de varredura
(full scan)
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Tabela 20 - Transicbes de massas, voltagem de cone energia de colisdo para a
molécula de TEA

Composto Transicéo (m/z) Cone (V) Coliséo (V)
TEA 150>132 (quan) 27 14
150>88 (qual) 27 16

Figura 38 - Espectro de massas para o TEA (ESI") analisador em modo de varredura
dos ions produzidos (product ion scan)

TEA MSMS+
TEA MSMS+ 280 (1.513) Cm (194:302)
100+ 70

Daughters of 150ES+

o4 2.09e7

88.09

132.16

150.19

8418
106.07
[Ua\ A iz

5 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150

A abundancia relativa dos ions formados depende dos equipamentos de
espectrometria, fonte de ionizagao, além disso os efeitos de supressao ou ganho de

sinal podem estar associados a matriz e fase movel utilizada. Todos estes parametros
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devem ser avaliados a fim de obter resultados confiaveis e adequados ao uso
pretendido.

As transi¢des obtidas foram adequadas sendo possivel analisar todas as
substancias quimicas. Destaca-se o atendimento ao critério qualitativo utilizado na
analise de residuos de contaminantes em alimentos, onde é necessaria obtencao de
dois ions para calculo do quociente da area entre eles, a fim de comparar a razdo de
ions entre as amostras e o padrdo de analise. Os dois fragmentos (ions produtos)
mais intensos foram utilizados nas transi¢gdes de quantificacdo e confirmacao das
substancias quimicas de interesse.

Definidas as condicbes o6timas para analise, estas foram utilizadas para
elaboracdo do método de analise com o espectrdmetro operando em modo de
aquisicao MRM, para tanto foi preciso identificar o tempo de reteng¢ao das substancias
de interesse a partir das condigdes cromatograficas estabelecidas, uma vez que o
tempo para monitoramento (do inglés, Dweel time) de cada transigcao € estabelecido

de acordo com o numero de transigdes em um determinado intervalo de tempo.

6.2.9 Parametros de analise obtidos de acordo com os sistemas de espectrometria
ESI-MS/MS.

A seguir sao apresentados os resultados obtidos para os parametros
otimizados da fonte de ionizagdo ESI. Dentro da perspectiva de racionalizacido, os
métodos foram entdo agrupados em um mesmo sistema analitico de UPLC-MSMS,
quando para a cromatografia dessas substancias foi utilizada a mesma coluna
cromatografica. Sendo assim, os resultados apresentados sdo respectivos aos

sistemas de espectrometria de massas Premier ® ou Xevo TQS®.
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Tabela 21 - Condicao de analise de Etefon, Fosetil-Al, Acido Fosfonico e Glifosato

para o sistema PREMIER MS/MS

Parametro Condicgao
Modo de ionizagéo ESI negativo
Voltagem do capilar 4 KV
Voltagem do extrator 3V
RF lens 0,2V
Temperatura da fonte 110 °C
Fluxo do gas de dessolvatagao 800 L/h
Temperatura~ do gas de 500 °C
dessolvatagcao
Fluxo do gas do cone 50 L/h
LM Resolution 1 10,4
HM Resolution 1 9
fon energy 1 1
LM Resolution 2 9
HM Resolution 2 7,2
fon energy 2 1
Multiplicadora 804
Gas de colisao Argbnio
Pressao do gas de colisdo 3,54 x 103 m bar
Fluxo do gas de colisdo 0,2 mL/min
Volume de injecao 5 uL

Tabela 22 - Condicao de analise de MOR, DEA, TEA para o sistema PREMIER

MS/MS

Parametro

Condicao

Modo de ionizacao
Voltagem do capilar
Voltagem do extrator
RF lens

Temperatura da fonte
Fluxo do gas de
dessolvatagcao
Temperatura do gas de
dessolvatagcao

Fluxo do gas do cone
LM Resolution 1

HM Resolution 1

fon energy 1

LM Resolution 2

HM Resolution 2

fon energy 2
Multiplicadora

Gas de colisao
Pressao do gas de colisdo
Fluxo do gas de colisdo

ESI positivo
0.5 KV
3V
0,1V
110 °C

800 L/h

500 °C

50 L/h
11
11
1
11
11
1
650
Argbnio

3,54 x 103 m bar

0,16 mL/min
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Tabela 23 - Condigdo de analise de PQ, DQe CQ para o sistema XEVO TQS MS/MS

Parametro Condicgao
Modo de ionizacao ESI positivo
Voltagem do capilar 0.3 KV
Source off set 30V
Temperatura da fonte 140 °C
Fluxo do gas de 800 L/h
dessolvatagao
Temperatura~ do gas de 400 °C
dessolvatagao
Fluxo do gas do cone 150 L/h
LM Resolution 1 3
HM Resolution 1 15
ion energy 1 0.1
LM Resolution 2 3
HM Resolution 2 15
ion energy 2 2.5
Gas de colisao Argbnio
Presséo do gas de colisdo 3,54 x 103 m bar
Fluxo do gas de coliséo 0,25 mL/min

6.3 Validagdo do método de analise

As substancias quimicas que tiveram a validacdo completa realizada foram o
CQ, DQ, PQ, Fosetil Al, Etefom, MOR, DEA, TEA. Todos os resultados obtidos

mostraram o atendimento do método aos critérios de desempenho analitico

estabelecidos no SANTE (2017). A tabela 24 traz um resumo dos resultados para os

parametros de validacao testados.

Tabela 24 — Resultados para os parametros de validacao obtidos apds a analise

estatistica dos dados.

Parametros de Critério de aceitagdo

validacao Resultado
¢ SANTE 11945/2015)
CQ,DQePQ
Curva linear para faixa de trabalho 0,01 mgKg-0,2
Linearidade Residuos < + 20% ?QK%; Al
oseti
; ) o
*Calibragao de nivel Gnico ﬁ;r.'\éag_umear para faixa de trabalho 0,02 mgKg™- 0,2

R=0,98

*Acido fosfénico

Quantificagédo em um nivel de calibragéo através do
método de adigéo de padréo. Acido fosfonico
adicionado na amostra para fins de recuperagao (dentro
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de £ 30%) amostras reais sao fortificadas com 2 mgKg
" do acido fosfonico.

Etefom
Curva linear para faixa de trabalho 0,05 mgKg'- 2,0
. o mg-Kg™'
Residuos < + 20% MOR, DEA, TEA
i i . _ o Curva linear para faixa de trabalho 0,01 mgKg-0,1
Linearidade *Calibragao de nivel Unico mgKg"
*Glifosato
R=0,98 0,05-0,2 mgKg'Quantificagéo
*Acido Fosfonico
0,05-0,2 mgKg'Quantificagdo
Por definicéo CQ,DQePQ LOQ: 0,02 mgKg™"
LMR ANVISA em soja: CQ (proibido); DQ (0,1 mgKg™);
. o . PQ (0,2 mgKg™)
Menor nivel da substancia de interesse LMR EU em soja CQ: (0,1 mgKg™); DQ (0,3 mgKg™);
LoQ para o qual foi possivel obter uma PQ (proibido)
relagéo s/r de pelo menos 10x e para o Fosetil Al LOQ: 0,02 mg-Kg'1_ .
qual temos uma precisao satisfatéria. LMR ANVISA em manga: Proibido
LMR EU em manga: 2,0 mgKg' (definigdo de residuo
inclui o acido fosfénico no somatario
Acido fosfénico LOQ: 0,03 mgKg
LMR ANVISA em manga: sem definigao
LMR EU em manga: 2,0 mgKg"'
Etefom LOQ: 0,05 mgKg™"
LMR ANVISA em Uva: 0,1 mg-Kg™"
LMR EU em Uva: 1,0 mgKg™'
MOR, DEA, TEA LOQ: 0,01 mgKg™
LMR ANVISA em frutas: Proibido
LMR EU em frutas: Proibido
CQ,DQePQ
0,02 mg'Kg 0.05 mg'Kg
87,8 % -90,5 % 91,5% -113,4 %
Fosetil Al
Recuperagao 0.02 mg'Kg 0.1 mg'Kg
70-120% 88,1 % 94,4 %
Etefom
0.05 mgKg 1.5 mgKg
90,8 % 88,8 %
MOR, DEA, TEA
0.05 0.1
110,3% - 118,2% 88,6% - 107,5%
CQ,DQePQ
0,02 mg'Kg 0.05 mg'Kg
4,0% -6,5% 2,7%-3,3%
Fosetil Al
0.02 mgKg 0.1 mgKg
Repetitividade
< 20% 0,6 % 3,0 %
Etefom
0.05 mgKg 1.5 mgKg
1,2% 1,4 %
MOR, DEA, TEA
0.05 0.1
4,5%-9,1% 3,8%-7,6%

Glifosato e Acido Fosfonico

0.05 | 0.1

Procedural calibration — sem avaliagado da
recuperacao
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CQ,DQePQ
0,02 mgKg 0.05 mgKg
3,7% - 6,6% 3,5%-14,8
Fosetil Al
0.02 mgKg 0.1 mgKg
Reprodutibilidade
< 20% 1,8 % 11,6 %
Etefom

0.05 mgKg 1.5 mgKg

6,7 % 2,2%
MOR, DEA, TEA

0.05 0.1

51%-9% 5,7% —-8,6%

* Glifosato, DDAC e BAC serado validados no segundo semestre, pois € a previséo de
recebimento de amostras para analise, porém estdo sendo avaliados atualmente em amostras
reais através de calibragéo de nivel unico (do inglés, single level calibration).

Na figura 54 tem-se um exemplo de uma das curvas analiticas obtidas para o

PQ. Verifica-se a adequacédo do modelo linear utilizado, assim como os residuos
aceitaveis < 20%.

Figura 39 - Gréfico de residuos e curva de calibragédo para o PQ: grafico de residuos
(acima) e a curva de calibrag&o (abaixo).

Compound name: Paraquat

Correlation coefficient: r = 0.997731, r*"2 = 0.995468

Calibration curve: 231775 * x+ 725.194

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

E <
10.0-
— E <
E] E =
= E
§ 0.0 g X
-10.04 x
- T T T T T T T 1 Conc
<
<

40000
& 30000
=
S
78
© 20000
o

10000

-0 T T T T T T T 1 Conc
-0.000 0.050 0.100 0.150 0.200

A especificidade atendeu ao critério do SANTE (2017), onde sao permitidos
sinais de interferentes endégenos da matriz de até 30% daquele obtido no menor nivel

de calibragdo. Para todas as substancias avaliadas ndo foram identificados sinais
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analiticos de interferentes endégenos no branco da matriz no mesmo tempo de
retencdo do analito. Na figura 55 temos um exemplo para a adequacédo da
especificidade de o método, onde € comparada o cromatograma para o Branco da

matriz e matriz fortificada no LOQ do método.

Figura 40 - Cromatogramas do para a testemunha de soja (esquerda) e na amostra

fortificada com PQ (direira)
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6.4 Uso do método desenvolvido para a analise de amostras reais

A etapa inicial de desenvolvimento dos métodos de analise foi concluida para
todas as substancias quimicas propostas neste estudo.

Este estudo foi desenvolvido em parceria com o Nucleo de Alimento Seguro
e Sustentavel do Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP-PE), no Laboratoério
de Agrotdxicos e Contaminantes em Alimentos (LABTOX). As amostras recebidas
foram de livre demanda. Considerando o periodo de 2016 a 2018 e a substancia
quimica a qual se pretendia analisar foi possivel avaliar a aplicagdo dos métodos em

amostras reais, conforme indicado na tabela a seguir.
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Tabela 25 - Matriz , Substadncia Quimica determinada e quantidade de amostras
analisadas de acordo com o periodo

Matriz Substancia Quimica Numerc.> de~ Periodo
determinacoes
Uva Etefom 1048 2016-2018
Fosetil e acido
Manga

fosfénico 109 2016

Maga, Mamao,  \\nr DEA e TEA

Manga e uva 170 2016-2018
Soja PQ, DQ e CQ 42 2018
Soja Glifosato 16 2017-2019

Os resultados obtidos sdo discutidos nas proximas segdes.

6.4.1 Frutos do VSMF

6.4.1.1 Determinagbes de Etefom

Durante o periodo 2016-2018, foi realizada uma pesquisa da ocorréncia de
residuos de ETH em uvas. Um total de 1048 amostras de uvas foram obtidas e
analisadas pelo método QuPPe com modificagdes. Em 484 amostras (46%) o nivel
de ETH foi inferior ao LOQ do método, enquanto 547 amostras (53%) continham
residuos abaixo do LMR da UE de 1,0 mg Kg-1. Estas amostras foram principalmente
uvas exportadas para a Europa, assim foram detectadas violagdes em 17 amostras
(2%) do total. Quanto a regulamentacao brasileira, onde o LMR é de 0,1 mg Kg-1, dez
vezes inferior ao LMR europeu, um total de 420 (40%) amostras de uvas néao
obedeceram a regulamentacgao.

Comparando os resultados do primeiro ano de monitoramento com os
resultados de 2017 e 2018, a taxa de amostras positivas teve uma ligeira queda de
64% para 53% e 52%, respectivamente. Da mesma forma, a taxa de amostras com

acima do LMR da UE diminuiu de 3% em 2016 para 2% em 2017 e nenhuma violagéao
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foi identificada em 2018. Na tabela 28 sao apresentados os resultados quanto a

incidéncia e o nivel de ETH nas uvas provenientes de SMSF.

Tabela 26 - Incidéncia e concentracédo dos residuos de ETH encontrados nas
amostras de uva analisadas durante os anos de 2016, 2017 e 2018.

No. de amostras Etefom (mg kg-1)
Ano de Positiva < >EU >BR
monitoramento positivas/total (%) 0,imgKg MRL MRL Média Mediana Max
2016 185/288 64 21 7 156 0,25 0,14 1,88
2017 153/310 53 41 10 112 0,16 0,01 1,53
2018 233/450 52 81 0 152 0,11 0,05 0,96

> EU LMR = acima do LMR UE (1,0mg/Kg); > BRLMR = acima do LMR do Brasil (0,1mg/Kg)

O teste estatistico de Kruskal-Wallis com um nivel significativo (a) de 0,05 foi
utilizado para comparar o nivel médio de ETH entre os trés anos consecutivos. A
hipétese nula foi rejeitada e as diferengas para a concentragdo média de ETH foram
estatisticamente significativas (p<0,05).

Para esclarecimento das observagoes, foi utilizado o teste da média-Whitney
com nivel significativo (a) de 0,05 para avaliar as diferengcas entre dois anos
independentes. Os resultados mostraram que a magnitude entre as médias dos niveis
de ETH nas amostras foi estatisticamente significativa quando o primeiro ano de
monitoramento foi comparado com 2017 ou 2018 (p<0,05). Essas diferengas podem
ser atribuidas a uma alta incidéncia (64%) de ETH em 2016.

Conforme demonstrado nos boxplots (figura 2), o nivel de ETH em 2016 foi mais
disperso do que nos outros anos. A diferenga entre a média e a mediana indica que
existem algumas amostras de uvas com valores extremos que elevaram a média.
Utilizando a mesma analise, mas aplicada para comparar o ano de 2017 com 2018,

nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas (p>0.05).
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Figura 41 - Disperséo dos resultados obtidos para o ETH em amostras de uvas nos
trés anos de monitoramento. A parte inferior do box plot defini os percentis 25 e 75, a
linha horizontal dentro da caixa corresponde ao valor da mediana e as linhas verticais
sdo um indicador da variabilidade dos dados.
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Uma explicagdo para a maior incidéncia e niveis médios de ETH em 2016
pode ser consequéncia do periodo inicial de monitoramento do ETH pelos produtores.
Nas etapas de produgdo agricola, devem ser realizadas analises sistematicas para
conhecer os efeitos dos tratamentos ETH pré-colheita na qualidade das uvas
(FRACARO ET AL. 2004; FERRARA ET AL. 2016; KOK E BAL 2017). Provavelmente,
em safras subsequentes, os produtores fizeram esfor¢cos para diminuir a quantidade
de ETH presente nas uvas. De fato, como discutido acima, os anos 2017 e 2018
mostraram uma reducdo comparavel no nivel de ETH, indicando um direcionamento

na prevengao continua de residuos de ETH acima do LMR apés o ano 2016.

Na Tunisia, estudos sobre a ocorréncia de residuos de pesticidas mostraram
um alto indice de contaminacdo de uvas de mesa produzidas naquele pais, quase
50% das amostras foram positivas para residuos de mais de um pesticida. Além disso,
94% no periodo da colheita apresentaram resultados insatisfatérios devido a
superacgao dos LMRs (BOUAGGA ET AL. 2019). Outra pesquisa realizada na Argélia

sobre contaminagédo de frutas e vegetais por residuos de pesticidas em 13 tipos



92

diferentes de culturas detectou taxas de 57% de amostras com residuos de pesticidas,
mas a taxa de amostras ndo conformes foi de 12,5% (MEBDOUA ET AL. 2017).

Os dados da literatura mostram que nao ha estudos sobre a presenca de ETH
em frutas do SMSF, além disso, sao limitados a relatérios de programas de
monitoramento. Geralmente, esses relatorios pertencem a regibes especificas e
abrangem commodities de frutas nacionais e importadas (POULSEN 2017). Um
exemplo desses relatorios € a autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos
(EFSA) de 2012, que mencionou a analise de ETH em 393 amostras de uvas sendo
detectado em 19% das amostras. Duas amostras excederam o LMR, uma da Africa
do Sul e outra de uma regido nao identificada (EFSA 2014). Na sequéncia destas
investigacdes, em 2015, a EFSA pesquisou ETH em 475 amostras de frutas nas quais
20% apresentaram residuos de ETH e em seis delas LMR da UE foi excedido (EFSA
2017). Além disso, em 2016, de acordo com o Laboratério de Referéncia da UE para
métodos especificos (CVUA), dentre 99 amostras de uvas analisadas, nenhuma delas
apresentou concentracado de ETH acima do LMR (SCHERBAUM et al. 2016).

No Brasil, desde 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia (ANVISA)
implementou o primeiro programa de monitoramento da Analise de Residuos de
Pesticidas em Alimentos (PARA). Foram coletadas amostras para monitoramento de
residuos em supermercados locais e distribuidores de alimentos (Jardim et al., 2018).
Este Programa & continuo e, portanto, nem todas as commodities séo analisadas a
cada ano, o que é semelhante ao procedimento utilizado pelos programas de
monitoramento da UE (POULSEN, 2017).

Os dados mais recentes publicados pela ANVISA sobre ETH em amostras de
uvas séo de 2009, onde cerca de 165 amostras de uvas foram coletadas nos estados
brasileiros. Em 22,4% das amostras, foram detectados residuos de ETH e a maior
concentragédo encontrada foi de 1,12 mg Kg-'. O relatério ndo é claro sobre quantas
amostras excederam o LMR BR.

Em resumo, a ocorréncia de residuos de ETH em uvas observada foi de
acordo com os dados encontrados em relatorios de monitoramento anteriores. Por
conseguinte, pode concluir-se que a incidéncia de residuos de ETH em uvas
provenientes de VSMSF analisadas antes da sua importacdo foi superior a dos
relatérios de monitoramento da UE para amostras de uvas importadas. Outros estudos
de ETH aqui citados foram baseados em amostras importadas coletadas na chegada
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ao porto de distribuicdo, supermercados e centros de distribuicdo de hortalicas. Uma
peculiaridade do presente estudo foi avaliar as frutas frescas coletadas pelo produtor
no seu local de producido. Nesse sentido, os niveis e a incidéncia de compostos
encontrados nas frutas devem ser maiores, pois compostos polares como ETH
apresentam um periodo 6timo a ser aplicado na pré-colheita para evitar niveis
elevados de residuos, uma vez que a sua concentracao residual diminuiu rapidamente

até o momento da colheita do fruto (Ferrara et al., 2016).

6.4.2 Determinagdes de Fosetil Al e acido Fosfénico

No ano de 2016 foram analisadas 109 amostras de manga procedentes do
VSMSF quanto a presencga de fosetil e seu metabdlito o acido fosfonico.

Em 20 (18%) amostras, foi detectado apenas o acido fosfénico em
concentragdes que variaram de 0,12 a 3,2 mg Kg-1 e nenhuma das amostras foi
positiva para o fosetil. Na europa o LMR refere-se a soma do fosetil, do acido fosfénico
e seus respectivos sais, todos expressos como fosetil. Neste contexto, cinco amostras
(5%) apresentaram valores superiores ao LMR da UE de 2 mg Kg-1. A Figura 47

mostra os resultados obtidos para amostras positivas de manga neste estudo.

Figura 42 — Resultados obtidos para determinacéo de acido fosfénico em manga
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Esses resultados foram comparados com investigacbes semelhantes
realizadas pela UE. De acordo com Bauer (2013), a taxa média de agrotoxicos nas
uvas aumentou dez vezes em 2012 devido a inclusdo do monitoramento fosetil, em
sua pesquisa foram detectados niveis entre 0,028 e 45,5 mg kg-1. Além disso, foram
encontrados residuos de fosetil até mesmo na produgéo organica, sendo relacionados
ao uso de fertilizantes fosfonatos. Estudos semelhantes foram realizados com outros
produtos de origem vegetal. Wieland et al. (2014) analisaram 2340 amostras de frutas
e vegetais e encontraram residuos de fosetil em 40% deles. Segundo o autor, 95%
das amostras apresentaram acido fosfénico e 5% fosetil. Portanto, conforme
encontrado no presente levantamento, pode-se concluir que o alto teor de acido
fosfonico € frequente em produtos de origem vegetal. Nas arvores frutiferas, o
metabolismo do fosetil foi investigado, sendo o acido fosfénico o principal produto de
importancia toxicolégica (BRANCATO et al. 2018)

As frutas produzidas no VSMSF possuem um rigoroso controle sobre o uso
de agrotéxicos autorizados para a cultura. Devido a importancia no processo de
certificacdo das frutas é fundamental demonstrar a seguranga e rastreabilidade de
seus produtos até o consumo (DORR E GROTE, 2009).

A ANVISA nao autoriza o uso de fosetil em manga e nao possui LMR oficial
para o acido fosfénico, consequentemente os residuos de acido fosfbnico
encontrados possivelmente sao resultantes do uso de fertilizantes, o que poderia se
assemelhar ao tratamento com fosetil (EFSA, 2017). Apesar deste fato, o acido
fosfonico pode ser utilizado como fungicida em culturas alimentares (THAO 2009). Na
Alemanha, o acido fosfénico deixou de ser incluido como adubo foliar devido a sua
acao predominante como fungicida (WIELAND 2014). O presente estudo forneceu
evidéncias importantes para a atualizagdo da definicdo de residuos de fosetil na
legislacdo brasileira, considerando a ocorréncia de acido fosfonico,
independentemente de sua origem, conforme discutido acima. A auséncia de acido
fosfénico entre os produtos a serem monitorados pode comprometer a avaliagao dos
alimentos exportados, tornando-se uma barreira a comercializagcdo de frutas

brasileiras.
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6.4.3 Frutos produzidos no Brasil

6.4.3.1 Determinagées de MOR, DEA e TEA

O método validado foi empregado para analise de 170 amostras com etapa
unica de extracéo e determinagao por LC-MS/MS para a anélise simultdnea de MOR,
DEA e TEA durante o periodo de 2016-2018.

Figura 43 - Quantitativo de amostras com residuos de MOR, DEA ou TEA
quantificaveis (laranja) e <LOQ
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A pesquisa dessas substancias no Brasil € inédita, ainda mais se
consideramos que o levantamento incluiu os principais estados produtores de frutas
do pais. Nenhuma das amostras analisadas quanto a presenga da MOR apresentou
residuos quantificaveis dessa substancia, porém 11 (6,5%) das amostras

apresentaram resultado positivo para DEA ou TEA.
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Figura 44 - Concentragoes (mg.Kg') de DEA (esquerda) e TEA (direita) determinadas
nas amostras de frutas
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A deteccdo de DEA e TEA em algumas das matrizes avaliadas indica a
necessidade de monitorar este tipo de substancia quimica a fim de garantir a
segurancga alimentar destes produtos. Porém, ndo temos ainda uma situagé&o na qual
o0 uso dessas substancias encontra-se em niveis elevados. E importante que o Brasil
inclua a MOR, DEA e TEA, como compostos a ser monitorados o mais breve, haja

vista ser de uso na cadeia de producao de frutos, conforme constatou o estudo.

Um levantamento do Centro de Controle e Saude Animal alemao (CVUA-

Sttutgart) entre outubro de 2010 a maio de 2012 para um total de 256 amostras de
frutas analisadas quanto a presenca de MOR, DEA e TEA demonstrou que entre as
commodities com residuos dessas substancias as mais contaminadas foram a manga,
o limdo e o mamao. No caso especifico do Brasil a TEA em manga foi a principal
contaminagao (KOLBERG et al., 2013).
De acordo com o BVL da Alemanha (Escritorio Federal de Protegdo aos
Consumidores e Seguranga Alimentar), a TEA pode ser utilizada como co-formulante
em agrotéxicos autorizados, o que torna o seu julgamento complicado, e
eventualmente poderdo gerar mais uma barreira fitossanitaria.

No Brasil, assim como na Europa n&o existe LMR de residuo em frutos para
essas substancias, portanto seu uso nao é permitido em nenhuma matriz de

alimentos.



6.4.4 Soja produzida no Brasil

6.4.4.1 Determinacgées de Glifosato
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Foram analisadas um total de 16 amostras de soja quanto a presenga do

Glifosato. Em todas foram detectadas residuos dessa substancia conforme

apresentado na tabela.

Tabela 27 — Resultados (mg Kg') para os residuos de glifosato encontrados nas

amostras de soja analisadas.

Ref. Amostra Més/ano mg/Kg
SOJ01 mar/17 2,880
S0J02 mar/17 0,429
S0OJ03 abr/17 4,639
S0OJ04 jun/17 2,021
S0J05 jul17 0,202
SOJ06 ago/17 2,905
SOJ07 ago/17 1,184
S0OJ08 ago/17 2,905
SOJ09 mar/18 0,122
S0OJ010 mar/18 0,116
S0OJ011 abr/18 2,887
S0J012 mai/18 0,687
S0J013 jun/18 2,35
S0OJ014 fev/19 0,374
SOJ015 mar/19 2,015
S0OJ016 jul/19 3,790

O resultado positivo para 100% das amostras foi dentro do esperado, uma vez

que a dessecacgdo da soja com o glifosato € uma pratica agronbmica comum e

visa uniformizar a area da soja, reduzir plantas daninhas e adiantar a sua colheita

(EMBRAPA, 2018). No Brasil cerca de 92% da area de soja plantada é transgénica,

para a qual é aplicado o glifosato na pré e pds-emergéncia das plantas infestantes.

De acordo com ANVISA, o limite maximo de residuo (LMR) para este herbicida na

soja, é de 10 mg Kg™' e o intervalo de seguranga para a cultura da soja geneticamente

modificada é de 56 dias em qualquer modalidade de emprego.
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A concentragdo do (glifosato nas amostras analisadas variou
de 0,116 mg Kg' a 4,639 mg Kg', ou seja, abaixo do LMR no Brasil. A sua época de
aplicagdo na cultura deve ser anterior ao ponto de maturidade fisiolégica dos graos de
soja, pois sendo translocavel do seu ponto de aplicagdo tem uma agao sistémica no
vegetal alterando o desenvolvimento da planta. As amostras analisadas tiveram
origem de plantios comerciais de soja, portanto a obtengédo do maximo rendimento é
uma caracteristica a ser alcangada a cada safra, assim condicdes ambientais e
estadio fisioldgico da soja s&o observados. Albrecht et al. (2011) conclui que os o
desempenho agrondmico e os teores de proteinas na soja podem ser potencialmente
alterados com aplicagao de glifosato em doses elevadas.

Na argentina, a ocorréncia de glifosato em na soja transgénica foi avaliada por
Arregui et al (2003) e foram encontrados residuos entre 0,1 mgKg"' a 1,8 mg Kg' nos
graos de soja, ainda segundo o estudo a concentragao do glifosato foi maior quanto
mais préximo da colheita, sendo a concentragado detectada nos graos cerca de 40-
50% menores do que nas folhas e caules.

Alimentos infantis produzidos no Brasil a base de soja foram avaliados por
Rodrigues e Souza (2017), em cerca de 50 (50,5%) foram detectados residuos de
glifosato. Os teores mais altos foram encontrados em extratos isolados de soja
chegando a 1,08mg Kg'. Por outro, lado alimentos preparos a base de proteina de
soja apresentaram valor maximo de 0,17mg Kg™'.

Segundo nota técnica da ANVISA as intoxicagbes agudas por glifosato
apresentam grande magnitude, mas ndo causam sequelas. A letalidade do Glifosato
€ principalmente em virtude do baixo grau de informagdo dos usuarios (ANVISA,
2018). De acordo com o presente levantamento ndo foram evidenciados niveis acima
do permitido do glifosato nas amostras analisadas, porém o monitoramento continuo
deve ser implementado, principalmente por o glifosato ser o agrotdéxico mais
consumido no Brasil, estando diretamente relacionado ao plantio de soja. A Anvisa
incluiu em seu relatério de monitoramento 2013-2015 a necessidade de pesquisar
agrotoxicos como o glifosato, priorizando-se as culturas em que essas substancias
sdo mais utilizadas (ANVISA, 2016), porém ressaltou a dificuldade diante dessas

analises necessitar de métodos dedicados.
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6.4.4.2 Determinagdes de PQ, DQ e CQ

Durante o ano de 2018 foram realizadas analises de 43 amostras de soja
quanto a presenca do PQ, DQ e CQ. Em nenhuma delas foram detectados residuos
de DQ e CQ. Entretanto, foram encontrados residuos de PQ em 10 (23%) das
amostras variando entre 0,02 mg Kg' e 0,04 mg Kg™', ou seja, abaixo do LMR vigente
de acordo com a ANVISA para a Soja.

O PQ tem sido amplamente utilizado em outras culturas como trigo, cevada,
lentilhas, soja, etc. dentre as suas vantagens o uso do herbicida PQ n&o altera o
rendimento e a qualidade fisiolégica de sementes de soja, independente da época de
aplicacao (Daltro et. Al, 2010), temos também a antecipacgéo da colheita (Lacerda et.
Al 2003). A ocorréncia de residuos do PQ pode estar relacionada a sua aplicagédo em
intervalos pré-colheira e com a fase de maturagado dos graos de soja. Assim sendo,
pode-se obter teores adequados do PQ respeitando a esses critérios (almeida et al.
1991). Segundo o Ministério da Agricultura o PQ foi em 2014 o oitavo agrotoxico mais
comercializado no Brasil com aproximadamente 33 milhdes de toneladas
comercializada (Agrofit/MAPA, 2014).

No presente estudo, as amostras tiveram origem de diferentes estados no
Brasil e correspondem a lotes distintos. Com exceg¢ao de MG e BA, todos os outros
estados pesquisados apresentaram pelo menos uma amostra positiva para o PQ
(Figura 45).
Figura 45 - Quantidade de amostras analisadas segundo o estado onde foram

coletadas as amostras e total de amostras positivas para o herbicida PQ.
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E importante notar que o presente estudo objetivou uma avaliagido do uso do
método proposto na rotina analitica de um laboratério de alta demanda para analise
de residuos de agrotoxicos empregando cromatografia HILIC, até entdo uma analise
ndo efetuada por nenhum laboratério no Brasil. Dessa forma n&o se objetivou um
plano de amostragem.

Nao foram encontrados dados na literatura para o monitoramento de Quats em
soja no Brasil, porém no trabalho realizado por Zuma et al. (2018) para 20 amostras
comerciais de cevada e trigo provenientes do BR quanto a presenga do PQ, DQ e CQ,
foram detectadas amostras positivas para o PQ (4 de cevada e 8 de trigo), sendo
todas as amostras consideradas nao conformes. As técnicas para determinacido de
compostos polares evoluiram nos ultimos anos e espera-se que com a sua difusdo a
implantagédo de programas permanentes de monitoramento para seguranga alimentar
da populacéao brasileira. Os residuos encontrados de PQ, a baixas concentragdes, na
soja neste trabalho, pode ser um indicativo do uso reduzido desses herbicidas nos
locais de produgdo da soja, assim como o tratamento empregado nas lavouras
respeitou a sua caréncia e periodo de aplicacdo. Contudo, no meio ambiente o PQ
apresenta um alto potencial para contaminagcao através de transporte associado a
sedimento ou a agua (MILHOME ET AL. 2009). A maior preocupagao esta no fato de
que o Paraquat, aderido as particulas solidas, pode ser carreado por aguas de
escoamento superficial (ABREU et al., 2008).

O PQ tera sua proibicdo de uso em 2020 no Brasil, todavia é importante
consolidar o monitoramento de residuos em gréos, incluindo a soja, haja vista os
dados de comercializagdo e pela presenca desse herbicida, mesmo que em niveis

reduzidos, conforme encontramos no presente estudo.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, um método de extracdo para a determinacdo Fosetil, Acido
Fosfénico, Etefom, MOR, DEA, Glifosato, PQ, DQ eCQ e em fruta foi empregado
juntamente com a otimizagdo do método de cromatografico e espectrométrico na
andlise de frutas e soja. Apesar da diversidade de matrizes testadas o método foi
validado proporcionando linearidade, recuperacao, precisao e LQ adequados ao uso
pretendido.

O método proposto permitiu uma etapa unica de extragao para as substéncias
supracitadas, no entanto a cromatografia foi realizada utilizando diferentes colunas
cromatograficas devido a caracteristicas quimicas inerentes as substancias quimicas
estudadas.

Finalmente o método foi empregado para analise de amostras reais, nas quais
foi possivel identificar a contaminacao dos frutos.

De um total de 1157 amostras de frutos destinadas a exportacdo, apenas
1,9% comunicaram ter excedido os LMR da UE.

Os resultados obtidos indicaram uma boa pratica agricola relevante na
utilizacdo de ETH para a produgao de uvas no ambito do SMSF. Observou-se uma
diminuicdo da incidéncia e dos niveis médios de etefao entre 2016 e 2018,
demonstrando a utilizacdo correta do regulador de crescimento desta planta nas
culturas de uva.

O monitoramento do fosetil, juntamente com o acido fosfonico, atende aos
requisitos de exportacdo da UE, mas também mostra a importancia de relatar o acido
fosfonico para auxiliar o 6rgao regulador brasileiro na revisdo da definicdo de residuos
de fosetil.

A metodologia de analise para MOR, DEA, TEA foi aplicada para 170
amostras. O uso dessas substancias no Brasil néo é regulamentado e para a EU séo
proibidas em alimentos. Através de nossa pesquisa foram identificadas 6,5% das
amostras com residuos de DEA ou TEA, foram encontrados em concentrag¢des de até
0,16 mg-Kg™.

Os resultados para as analises de PQ e Glifosato mostraram que estes

herbicidas estdo sendo utilizado no cultivo da soja, mas ha uma perspectiva de
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controle do uso desses produtos, ja que nao foram identificadas amostras né&o
conformes.

Por outro lado, a presenga de substancias proibidas ou acima do LMR nos
frutos analisados indica a necessidade da constante avaliagao da qualidade dos frutos
produzidos como forma controle de qualidade e garantia da inocuidade quanto a

presenca de contaminantes para a seguranga de alimentos.
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ABSTRACT

This survey describes the occurrence of Ethephon (ETH) and Fosetyl in fruits intended for export
produced in the Sao Francisco Valley, Brazil. The determination of these compounds was carried
out by the QuPPe-method (Quick Polar Pesticides Method), which was optimised and successfully
validated according to the SANTE/11813/2017. From January 2016 to December 2018 a total of
1048 samples were analysed for ETH residues. In 547 (53%) of the samples, residues below the EU
MRL of 1 mg kg™ were present. In 17 samples (2%) ETH residues were above 1 mg kg™'. Overall,
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the mean ETH level decreased after 2016. Analyses of fosetyl showed that (18%) of 109 mango
samples were positive for this compound. Phosphonic acid was found in concentrations ranging
from 0.12 to 3.2 mg kg™ and 5% of the measurements were above the EU MRL of 2 mg kg~'. The
results emphasise the quality control of fruits produced in this region.

Introduction

Fruit consumption is an important source in the pre-
vention of chronic diseases like certain types of cancer
and cardiopathies (WHO 2003; Wang et al. 2014). Brazil
stands out worldwide for its great variety of fruits,
ensuring several sources of nutrients and other non-
nutritious substances.

Modern agriculture is characterised using new tech-
nigues and equipment, increase in the number of agri-
cultural research and the use of a new diversity of
material such as pesticides, fertilisers and additives.
Due to new consumer demands for safer foods that
are free of any kind contaminants harmful to human
health, the international market adopted specific pro-
grammes to ensure quality control along the whole
production chain. Put forward the observance of the
allowed maximum limits of residues, sanitation and
hygiene of the productive process, packaging and tra-
ceability (EC 2014). The European market in particular
has become the most demanding and stands out as the
main buyer of Brazilian fresh fruit, especially mangoes
and grapes grown in the sub middle of Sao Francisco
Valley (SMSF), as it is one of the few regions in the
world with two to three harvests per year. Annually
around 700 tons of mangoes and 300 tons of grapes,

from this region, are responsible for 98% of the table
grapes and 95% of the mangoes exported from Brazil.

The use of high polar herbicides and plant growth
regulators in agriculture has contributed to increase crop
yield and to obtain fruits with desirable characteristics for
the consumer, such as colour and uniformity of fruit ripen-
ing. Due to their low persistence in the environment,
reduced toxicity and broad-spectrum activity, these com-
pounds are widespread in fruit cultivation. Therefore, con-
trol of residues and verification of compliance with the
MRL, according to crop and country of destination, become
essential for consumer’s food safety. Ethefon (ETH) and
Fosetyl are highly polar compounds (HPC), frequently men-
tioned in residue control programmes for food of plant
origin. In the past, there were many analytical difficulties
and high costs involved in developing specific methods for
their detection, hence the monitoring of HPCs was a rare
activity (Adams et al. 2017). However, with the advance-
ment of polar compound analysis techniques, their inspec-
tion was intensified (Bauer et al. 2018).

Ethephon (2-chloroetylphosphonic acid) is an organo-
phosphorus plant growth regulator used in grapes dur-
ing the thinning of the bunches, restriction of branch
growth, intensification of the grape’s colouration, increas-
ing of the anthocyanin pigment of the wine grapes, and
anticipation of maturation of the fruit (Hirai 2001). It also
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helps the acquisition of the appropriate and homoge-
neous berry colouration, important characteristics, since
it can easily be associated with a ripe and flavourful fruit
(Fracaro et al. 2004). The versatility of this compound
brought considerable gains in the production of grapes
in terms of productivity and quality, being currently
widely used in the cultivations of several fruits.

The fungicide fosetyl (ethyl hydrogen phosphonate)
is used directly under the fungus or indirectly inducing
the defence mechanism of the plant (Nemestothy and
Guest 1990; Di Marco et al. 2011). The fosetyl variant
used in the formulated products is the aluminium fose-
tyl. In the plant, fosetyl is hydrolysed in ethanol and in
phosphonic acid (Pelegri et al. 1993), the latter can stay
in the vegetal tissue for several years. Due to fosetyl
metabolisation and the toxicological relevance of the
phosphonic acid, the evaluation of residues must
include both compounds (EFSA 2015).

The European Union established an MRL for ETH in
grapes of 10 mg kg™ (EC 2017a). In Brazil ETH is
authorised for use in the production of grapes as
a defoliant and its MRL is set at 0,1 mg kg™". The residue
definition for fosetyl, according to the EC n"832/2018
resolution, includes the “sum of fosetyl, phosphonic acid
and its salts, expressed as fosetyl”, with MRL established
of 2.0 mg kg" (EC 2018). However, in Brazil, fosetyl is
prohibited in the mangoes and when authorised, the sum
of its parental compounds is not included (ANVISA 2016).

Even though multiresidue methods are most
appropriate for test laboratories, the introduction of
specific methods is needed due to the chemical nat-
ure of polar ionic compounds (Alves et al. 2016;
Adams et al. 2017). The new polar analyte method
of extraction developed by Anastassiades et al. (2017)
known as QuPPe-Method allowed the use of a same
extraction procedure for a large number of polar
ionic compounds analysed by the LC-MS/MS techni-
que recommended to use isotopically label-deutered
internal standards (ILIS) which increases, consubstan-
tially, the cost of individual analysis. In Brazil, there
are six accredited laboratories for ETH residue analysis
nevertheless, for fosetyl residue analysis, no labora-
tories can be found in INMETRO test laboratories
accredited network (INMETRO 2018).

The purpose of this study was to investigate the
presence of ETH and fosetyl in mangoes produced in
the SMSF. Optimisation of the chromatographic
method from the proposed QuPPe procedure was
implemented and validated, using a matrix/com-
pound combination without internal standard for
both the analysis of ETH and fosetyl with metabolite
phosphonic acid.

Materials and methods
Reagents, standard and materials

Acetonitrile and methanol grade pesticides were acquired
from J. T. Baker Chemical (Philipsburg, USA). Formic acid
was purchased at Sigma (5t. Louis, USA). Ultrapure water
with 182 M cm™ resistivity was obtained from Milli-Q water
systern at Millipore (Bedford, USA). All reference standards
were (IS0 GUIDE 34) certified with =98% purity, ETH was
acquired from AccuStandards® (New Haven, USA) in an
acetonitrile solution at 100 pug mL™"; Fosetyl and phospho-
nic acid were purchased from Chem Service® (West Chester,
USA). For the preparation of individual stock solutions of
fosetyl and phosphonic acid, 10 mg of the standard powder
was weighed with dilution, in water/methanol (3:1, vw/v) and
methanol, respectively, in order to obtain stock solution at
a 1 mg ml™" concentration. The solutions were stored at
—20°C. Working solutions were prepared by diluting the
stock solutions in 1% formic acid in water.

Sampling and sample preparation

All samples were from the Submiddle of S3o Francisco
Valley located in the states of Bahia and Pernambuco
(Figure 1). This region has an important role in the
Brazilian export in natura agribusiness. The climate is
semiarid and a predominant irrigated agricultural activ-
ity. Sampling was performed in field by producers them-
selves and fruits were delivered in the laboratory from
January to December through the years of 2016, 2017
and 2018. Sample packing and shipping to the labora-
tory were in boxes containing approximately 6 bunches
of grapes or 10 units of mangoes and quartered accord-
ing to the Codex Alimentarius procedures (FAO/WHO
1999). Samples were homogenised in  Stephan®
(Hameln, Germany) and two 100 g portions of each
were stored in polypropylene flasks. One 100 g portion
was used immediately for extraction and the other one
was stored in a freezer (—22°C) for reanalysis when neces-
sary. Around 1048 samples of grapes for ETH during
three consecutive years and 109 mango samples were
analysed for fosetyl/phosphonic acid in 2016.

Extraction of samples

The extraction was according to the QuPPe-method
only without use of ILIS. Ten grams of homogenised
sample was weighed into 50 mL polypropylene centri-
fuge tubes. Acidified methanol (1% formic acid) was
added. The tube was homogenised in Geno/Grinder *
2010 (Metuchen, USA) for 2 min at 1000 rpm, followed
by centrifugation at 5000 rpm for 5 min. Supernatant

120



Submiddle of 530 Francisco Valley

am -n -

FOOD ADDITIVES & CONTAMINANTS: PART B @ 3

o3 areea
7% Federative Unils
B High 530 Francisce
9 Low Sio Francison
P Middie Sio Francisco
P& Submiddie Shio Francisco
Muricpalities with analyzed sampies.

T T
m - -

Figure 1. Map of surveyed Sao Francisco Valley region.

was filtered with cellulose syringe filter (0.44 pm) and
final extract diluted 5 times with formic acid solution
1% (v/v) before UPLC-MS/MS analysis.

Instruments and conditions of analysis

All analyses were performed in a high-performance
liguid chromatography Acquity | Class system
coupled to a mass spectrometer (triple quadrupole
QQQ) Xevo TOQ-XS with an Electrospray source
(ESl) - Z spray® by Waters Corporation (Milford,
USA). The column was a Hypercarb (100 x 2.1 mm,
5 um of the size of a particle) by Thermo Scientific
(Waltham, USA). The isocratic mobile phase (A) con-
sisted of acetic acid (1%, w/v) in water at the flow-rate
of 0.25 mL/min with total running time of 5 min,
temperature of 40°C and sample injection volumes
of 10 pl. During the chromatographic conditions'
optimisation, a mobile phase (B) acetic acid (1%, v/
v) In methanol and a gradient profile of mobile phase
A and B based on an official QuPPe Method were
compared.

Initially, the parameters for operation of the ESI
source were adjusted to maximise the intensity of
the ion signal formed for the compound of interest
using individualised standard solutions' infusion 0.1
ug. mL™". All solutions were prepared in formic acid
(0.1%, w/v) in water and infusion flow was 10 pL

min~", negative (ESI) source polarity and capillary
voltage of 3 KV. Nitrogen gas source was produced
by Peak Genius model NM32LA (Inchinnan, UK) sys-
tem, cone gas flow was 50 L Hr' and the desolva-
tion gas flow was 800 L Hr'. Temperatures of the
source and desolvation were, 150°C and 500°C,
respectively. The next step consisted of adapting
the parameters of the mass analyser in order to
obtain the lon products. The compounds were
detected in the Multiple Reaction Monitoring
(MBRM) mode and Argon was used as the collision
gas at a 0.15 mL min~'". To determine the com-
pounds in the MS/MS, the cone’s voltage parameters
were also optimised, collision energy of each of the
compounds was analysed and the two more intense
fragments (ion products) were used in confirmation
and quantification of the chemical substances of
interest (Table 1). The data were obtained with
Mass Lynx V 4.2 and processed in the Target Lynx
XS of Waters (Manchester, UK).

Table 1. MRM acquisition parameters of the target compounds
at a cone voltage of 20 V. CE = collision energy.

Quantification CE Qualification CE

Compound mfz transition m mfz transition v
Fosetyl 109 = 6285 15 109 = 808 o
Phosphonic acid 809 > 790 14 809 = 63.1 12
Ethephon 1429 = 1069 27 107.1 = 79.1 mn
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Analytical quality control

A validation study was performed in accordance with
the criteria set out in the SANTE Guidelines (European
Commission SANTE/11813/2017) (EC 2017b). Linearity
was evaluated for each compound individually by
external standardisation using five calibration levels
0.05; 0.1; 0.2; 1.0; 2.0 mg kg™". In order to evaluate
matrix effect, the calibration solutions were prepared
using organic extracts of blank grape and mango,
obtained from Quppe-extraction of ETH and fosetyl/
phosphonic acid, respectively. Solvent calibration
curve was prepared exactly the same way using for-
mic acid (1%, v/v) in water as diluting solvent. Matrix
effect was determined comparing the calibration
curve slope for standards in the matrix and in solvent,
the results were calculated according to equation: %
ME = ((slope matrix/slope solvent)-1) x 100.

The accuracy and precision of the method were
assessed using spiked blank samples. Recoveries were
determined for five replicates at two spiking levels of
0.05 and 0.1 mg kg™'. The precision intra-day (repeat-
ability) and inter-day (intermediary precision) was esti-
mated by the relative standard deviation (RSD%). The
sensitivity of the method was calculated in terms of
practical limit of quantitation (LOQ), corresponding the
lowest spike concentration meeting performance
acceptability criteria for recovery (70-120%) and RSD
(=20%). Uncertainty of measurement was estimated
according to “top-down” approach on the basis of the
data obtained in the validation study. Combined uncer-
tainty was calculated from the measurement uncertainty
of the lowest spiking level and the highest spiking level
by using a coverage factor k = 2 at a confidence level of
95% (Kmellar et al. 2008; Medina-Pastor et al. 2011; Li
et al. 2018). For monitoring the performance of the
extraction method, within each analysis batch, 1 blank
(non-spiked) sample and 1 spiked samples at LOQ were
included as control samples.

Statistical analyses

Mon-parametric  statistical procedures were used
because of the heterogeneous distribution of the data.
The Kruskal-Wallis test was applied to verify significant
differences in the three monitoring years among the

mean compound level, while the Mean-Whitney test
was used for pair-wise comparison between the mean
of all possible pairs. Statistical analyses and box plots
were performed by using the program Statsoft
Statistica ®12.1 (CA, USA).

Results and discussion
Method quality assurance

Optimisation of the mobile phase was accomplished by
investigating the chromatography in gradient and iso-
cratic modes. The starting point was the QuPPe
Protocol (Method 1.3) in which a gradient elution pro-
gram using mobile phase A and B was necessary to
obtain a satisfactory chromatogram in a total running
time longer than 30 min. The objective, firstly then, was
to reduce chromatographic run time. Alves et al. (2016)
used Hypercarb® (graphitised carbon column) and
a gradient of mobile phase A and B for optimum
separation of the compounds giving a total running
time of 10 min. In our study, compounds were analysed
under isocratic conditions using only a mobile phase A.

A shorter analysis run time was achieved without com-
promising the method selectiveness and a mobile phase
flow of in 0.25 mL min~" was established reducing the
total chromatographic run time to 5 min. These satisfac-
tory results led to the method validation step.

Linearity was achieved (solvent and matrix-matched)
over the concentration range of 0.05 mg Kg™' - 0.2 mg
Kg~' and determination coefficients (r®) were higher than
0.998.

The calibration curve using matrix-matched standard
compared to the solvent standard indicated ion
enhancement for ETH and fosetyl, while for phosphonic
acid the matrix effect indicated an ion suppression
(Table 2). In this work, the absence of ILIS did not affect
the accuracy of the method and this procedure lowered
significantly the costs to test laboratories. Recovery and
the RSD calculated for spiked samples were in the
range of 70-120% and =<20%, respectively, in accor-
dance with the SANTE 11813/2017 guideline. The sen-
sitivity was enough to meet MRL requirements for ETH
and fosetyl/phosphonic acid with a LOQ of 0.05 mg
Kg™'. On Table 3 a summary of the results for method
validation is presented.

Table 2. Calibration curves in solvent and matrix, Iz, matrix effect (ME) and retention time (Rt).

Salvent Matrix
Compound LOG (mg Kg™") Range (mg Kg™") Calibration curve I Calibeation curve IS ME (3%) Rt (min.)
Ethephon 005 0.05-2 26300-105 96 099 427662463208 099 63 23
Fosenyl 0.05 0.05-2 3I69177x+164826 099  6271.04-9.02791 099 70 22
Phosphanic acid 0.05 0.05-2 68900.9x+400.731 099  479299x-342465 099 30 18
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Intra-day (n = 5) Intra-day (n = 5)
Day 1 Day 2

Compound Matrix Spiked level Rech R5D% Fecl% R5D% Inter-day RSD % (n = 10) Uncertainty (%)
Ethephan Grape 0.05 97 58 102 6.1 (] 13.2

05 104 28 105 29 7
Fosetyl Mango 0.05 102 74 105 10.6 BE 16.3

o5 106 36 107 74 56
Phosphonic acid Mango 0.05 104 59 103 13 9.6 121

o5 103 24 m 27 47

Determination of ethephon

A survey on the occurrence of ETH in grapes was rea-
lised during the period 2016-2018. A total of 1048
grape samples were obtained and analysed using
a modified QuPPe method. In 484 samples, (46%) ETH
level was below the LOQ of the method, while 547
samples (53%) contained residues below EU MRL of
10 mg Kg~'. These samples were mainly grapes
exported to Europe, thus violations were detected in
17 samples (2%) of the total. As for the Brazilian regula-
tions, where MRL is 0.1 mg Kg™', 10 times lower than
the European MRL, a total of 420 (40%) of grape sam-
ples did not meet regulatory requirements.

Comparing results of the first monitoring year with
the results from 2017 and 2018, the rate of positive
samples had a slight decrease from 64% then 53%
and 52%, respectively. In the same way, the rate of
samples with EU MRL exceedance decreased from 3%
in 2016 to 2% in 2017 and no violation in 2018. Table 4
report incidence and level of ETH in grapes from SMSF.

The Kruskal-Wallis statistical test with a significant level
{a) of 0.05 was used to compare the mean level of ETH
between the three consecutive years. The null hypothesis
was rejected and the differences for the mean ETH con-
centration were statistically significant (p < .05).

To clarify the observations, the Mean—-Whitney test
was used with a significant level (a) of 0.05 to evaluate
the differences between two independent years. The
results showed that the magnitude between the
means of the ETH levels in the samples was statistically
significant when the first year of monitoring was com-
pared with 2017 or 2018 (p < .05). These differences can
be attributed to a high incidence (64%) of ETH in 2016.
As shown in boxplots (Figure 2), the ETH level in 2016

was more dispersed than in the other years. The differ-
ence between the mean and the median indicates that
there are some samples of grapes with extreme values
that increased the mean. Using the same analysis, but
applied to compare the year 2017 with 2018, no statis-
tically significant differences were found. (p = .05).

An explanation for the higher incidence and mean ETH
levels in 2016 could be a consequence of the initial ETH
monitoring peried by the producers. Systematic analyses
should be performed to find out the effects of ETH pre-
harvest treatments on the quality of grapes (Fracaro et al.
2004; Ferrara et al. 2016; Kok and Bal 2017). Probably, in
subsequent harvests, producers made efforts to decrease
the amount of ETH present in the grapes. In fact, as
discussed above, the years 2017 and 2018 showed
a comparable reduction in the ETH level, indicating
a focus on continuous prevention of non-compliant ETH
residues in grape samples after the year 2016.

In Tunisia, studies on the occurrence of pesticide
residues showed a high rate of contamination of table
grapes produced in that country. Almost 50% of the
samples were positive for residues of more than one
pesticide. In addition, 94% at harvest period showed
unsatisfactory results due to exceeding MRLs (Bouagga
et al. 2019). A survey conducted in Algeria on fruit and
vegetable contamination by pesticide residues in 13
different types of crops showed detection rates of
57%, but the rate of non-compliant samples was
12.5% (Mebdoua et al. 2017).

As a growth regulator, literature shows that there are
no studies of the presence of ETH in fruits from SMSF and
data are limited to monitoring programmes’ reports.
Generally, these reports belong to specific regions and
cover national and imported fruit commodities (Poulsen
et al. 2017). An example of these reports is the 2012

Table 4. Incidence and ethephon residues in grapes during 2016, 2017 and 2018.

No. of samples Ethephon (mg kg-1)
Monitoring year positive/total Pasitive (%) = 0,mgkg > EU MRL >BR MRL Mean Median Max
2016 185/288 &4 21 7 156 0,25 0,14 1,88
207 153/310 53 41 10 112 0,16 0,0 153
2018 233/450 52 i) o 152 0,11 0,05 0,96

EU MRL = 1,0 mg/Kg; ER MRL = 0,1 mg/Kg.
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Figure 2. The distribution of ETH in grape samples of different monitoring years. The box bottom and top define the 25th and 75th
percentiles, the horizontal line within the box corresponds to the median value and the vertical lines are an index of data variability.

European Food Safety Authority (EFSA) which mentioned
that ETH was analysed in 393 grape samples and detected
19% of the samples. Two of them exceeded the MRL, one
from south Africa and another from an unidentified
region (EFSA 2014). Following these investigations, in
2015, EFSA also reported 475 residue analyses of ETH in
which 20% of the samples showed ETH residues and in six
of the cases, they exceeded the EU MRL (EFSA 2017). Also,
in 2016, according to EU Reference Laboratory for single
methods (CVUA), among 99 grape samples analysed,
none of them presented MRL exceedance for ETH
{Scherbaum et al. 2016).

In Brazil, since 2001 national surveillance agency
{ANVISA) implemented the first monitoring programme
for Pesticide Residue Analysis in Food (PARA). Samples
were collected for residue monitoring In local super-
markets and food distributors (Jardim et al. 2018). This
Programme is a rolling programme and so not all com-
modities are analysed every year which is similar to the
procedure used by the EU monitoring programmes
(Poulsen et al. 2017).

The most recent data published by ANVISA on ETH in
grape samples are from 2009, with 165 samples of
grapes collected in the Brazilian states. In 22.4% of the
samples, ETH residues were detected and the highest
concentration found was 1.12 mg Kg-1. The report is
not clear on how many samples exceeded the BR MRL.

In summary, the occurrence of ETH residues in
grapes observed was in accordance with the data
found in previous monitoring reports. It can therefore
be concluded that the incidence of ETH residues in

grapes from SMSF analysed prior to its import was
higher than EU monitoring reports for imported grapes.
Other studies for ETH cited here were based on
imported samples collected on arrival at the port of
distribution, supermarkets and vegetable distribution
centres. A peculiarity of the present study was to eval-
uate the fresh fruits collected by the producer at the
site of fruit production. In this respect, the levels and
incidence of compounds found in fruits should be
higher, as polar compounds such as ETH have an opti-
mal pre-harvest period to be applied in order to avoid
residues’ exceedances, since the residual concentration
decreased rapidly until harvest (Ferrara et al. 20186).

Determination of fosetyl and phosphonic acid

During 2016, in total 109 mango samples from SMSF were
analysed, for the presence of parent compound fosetyl
and their metabolite phosphonic acid. In 20 of the sam-
ples {18%), phosphonic acid was detected in concentra-
tion ranging from 0.12 to 3.2 mg Kg~' and none of the
samples were positive for fosetyl. The EU MRL refers to the
sum of fosetyl and phosphonic acid and their salts, all
expressed as fosetyl. In fruit trees, the metabolism of
fosetyl has already been investigated, phosphonic acid
being the main product of toxicological importance
(Brancato et al. 2018). Given this context, five samples
(5%) presented values above EU MRL of 2 mg Kg™'.
Figure 3 shows results obtained for positive mango sam-
ples in this study.
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Figure 3. Phosphonic add in mango samples.

Those results were compared with similar investiga-
tions that the EU has done. According to Bauer (2013),
the average rate of pesticides in the grapes increased
10 times in 2012, due to the inclusion of fosetyl mon-
itoring, levels between 0.028 and 45.5 mg kg-1 were
detected. Also, on the basis of their results, fosetyl
residues were found even in organic production and
were related to the use of fertilisers. Similar studies
were carried out with other products of plant origin.
Wieland et al. (2014) analysed 2340 samples of fruits
and vegetables and found fosetyl residues in 40% of
them. According to the author, 95% of the samples
showed phosphonic acid and 5% fosetyl. Therefore, as
found in the present survey, it can be concluded that
the high content of phosphonic acid is recurrent in
plant products.

The fruits produced in SMSF have a strict control
over the use of pesticides authorised for the crop. Due
to the importance in the process of certification of the
fruits is essential to demonstrate the safety and trace-
ability of their products until consumption (Dérr and
Grote 2009). Brazilian Regulator Board, ANVISA, does
not authorise fosetyl in mango and has no official
MRL for phosphonic acid, consequently the phosphonic
acid residues found suggest possibly resulting from the
use of fertilisers, which could mimic the treatment with
fosetyl (EFSA 2017). Despite this fact, phosphonic acid
may be used as a fungicide in food crop (Thao and
Yamakawa 2009). In Germany, it was no longer included

as a foliar fertiliser due to its predominant action as
a fungicide (Wieland et al. 2014). The present study
provided important evidence for updating the defini-
tion of fosetyl residues in Brazilian legislation, consider-
ing the occurrence of phosphonic acid, irrespective of
its origin, as discussed above. The absence of phospho-
nic acid among the products to be monitored may
compromise the evaluation of exported foods, becom-
ing a barrier to the commercialisation of Brazilian fruits.

Conclusion

In this study, method optimisation showed a significant
reduction in chromatographic runtime to as low as 5 min.
The extraction for Fosetyl, phosphonic acid and ETH with-
out the use of ILUS was optimised to only one step. This
change did not impact in method accuracy. Due to sim-
plification and rationalisation of procedures, the proposed
method could be considered useful in routine analysis.

Out of a total of 1157 fruit samples intended for
export, only 1.9% reported EU MRL exceedance.

The results obtained indicated a relevant good agricul-
tural practice in the use of ETH for grape production in the
SMSF. A decrease in the incidence and mean ethephon
levels was observed from 2016 to 2018, demonstrating
the correct use of this plant grow regulator in grape crops.

The monitoring of fosetyl, together with phosphonic
acid, meets EU export requirements but also shows the
importance of reporting phosphonic acid to assist the
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Brazilian regulatory board in reviewing the definition of
fosetyl residues.
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