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Técnicas de analise de residuos de agrotéxicos em alimentos de origem

vegetal: uma revisao

Ana Paula Gasques Meira!

O objetivo deste artigo foi realizar a revisao bibliografica dos principais métodos de analise de agrotdxicos em
alimentos de origem vegetal. A importancia dos métodos de analise de agrotoxicos neste tipo de alimento se da
em decorréncia da ampla utilizacdo desses produtos na producio de alimentos e do consideravel consumo dos
alimentos de origem vegetal. A exposicio dos individuos aos agrotoxicos de forma aguda ou cronica pode
ocasionar diversos tipos de agravos a saide. Ha, portanto, a necessidade de métodos de analise cada vez mais
rapidos, de baixo custo, que utilizem menores quantidades de solventes e em contrapartida, que apresentem
resultados precisos e englobem o maior nimero de compostos possivel em uma Gnica analise. Observou-se
que os métodos de analise de agrotoxicos evoluiram significativamente e atualmente os métodos mais usuais e
que conferem bons resultados sio os métodos Quechers (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safé) para
tratamento da amostra e a cromatografia liquida ou gasosa, acopladas ao espectrometro de massas em série
para separagdo, identificagdio e quantificacdo. As maiores dificuldades apontadas nos estudos analisados
referem-se a complexidade da matriz analisada, as diferencas fisico-quimicas dos compostos a serem
examinados e o alcance da sensibilidade metodologica.
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Techniques of analysis for pesticide residue in plant foods: a review

The purpose of this article was to conduct a literature review of the main pesticide analysis methods in plant foods. The
importance of pesticide analysis methods in this type of food occurs due to the extensive use of these products in food
production and the considerable consumption of plant foods. Population exposure to pesticides of acute or chronic form can
cause a vatiety of health problems. Therefore, there is the necessity for analysis methods increasingly faster, of low cost, using
lower amounts of solvents, on the other hand, that present accurate results and involving the largest possible number of
compounds in a single analysis. It was observed that pesticide analysis methods have evolved significantly and nowadays the
most usual methods and which give good results are QUEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)
for treatment of the sample and liquid or gas chromatography, coupled to a mass spectrometer series for separation,
identification and quantification. The head difficulties identified in the studies analyzed refers to the complexity of the
analyzed matrix, the physicochemical differences of the compounds to be examined and the scope of methodological
sensitivity.
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INTRODUGAO

O uso intenso de agrotoxicos esta relacionado
ao modelo de producio agricola convencional, onde
predominam as monoculturas dependentes desse
tipo de defensivo quimico no combate as pragas,
justificando seu uso principalmente pela garantia de
suprimento alimentar mundial. O Brasil lidera a lista
de paises que mais utilizam este tipo de insumoll.

Alguns estudos apontam que 0s agrotoxicos
podem ocasionar intoxica¢des agudas e/ou cronicas
nos seres humanos, além da contaminacio
ambiental. A ingestdo cronica de agrotdxicos estd
relacionada a diversos tipos de agravos a saude, entre
cles, alguns tipos de cancer, malformacées
congeénitas, distarbios enddcrinos, neurolégicos e
mentais, imunodepressao, mal de Parkinson,
infertilidade, enquanto que a intoxica¢do aguda
associa-se predominantemente a exposi¢io do
trabalhador  rural aos agrotéxicos, podendo
ocasionar sintomas como nauseas, dores de cabeca,
entre outros. Apesar das evidéncias ja disponiveis
dos danos 2 satude, a maioria dos estudos existentes
ainda ocorre em animais 7 vitro e que analisam a
exposi¢iao a um dnico ingrediente ativo, cuja situagao
geralmente nao ocorre no cotidiano das pessoas, que
ingerem mais de um ingrediente ativo em apenas um
tipo de alimento, havendo, portanto, poucos dados
sobre os efeitos da exposicio multipla a baixas
dosesll.

Diante desse cenario, a andlise de residuos de
agrotoxicos apresenta-se relevante, podendo ser
utilizada nos programas de fiscalizacdo do governo e
pesquisas académicas, visando a protecdo da sadde e
do meio ambiente.

Residuo de pesticida e Limite Maximo de
Residuos siao definidos respectivamente, como:

Substancia ou mistura de
substincias remanescente ou
existente em alimentos ou no meio
ambiente decorrente do uso ou da
presenca de agrotéxicos e afins,
inclusive,  quaisquer  derivados
especificos, tais como produtos de
conversio ¢ de  degradacio,
metabolitos, produtos de reacio e
impurezas, consideradas
toxicolégica e  ambientalmente
importantes?I®2),

E a quantidade méaxima de residuo
de agrotoxico ou afim oficialmente
aceita no alimento, em decorréncia
da aplicagdo adequada numa fase
especifica, desde sua producio até o
consumo, expressa em partes (em
peso do agrotéxico e afim ou seus
residuos por milhdo de partes de
alimento ppm ou mg/kg)A®D,

Conforme defini¢do, o nivel de residuos de
um pesticida no alimento ndo deve ultrapassar o
LMR (Limite Maximo de Residuo) na medida em
que o produtor segue todas as indica¢Oes contidas
no rétulo dos produtos e as Boas Praticas Agricolas
(BPA) e, a0 menos em principio, o consumo de
alimentos contendo residuos de pesticidas até o
LMR nao deve significar um risco para a saude
humana, porém nio deve ser considerado como

uma forma de prote¢io a saude humanal®4l.

Ainda ha escassez de analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos no Brasil e sao poucos os
laboratérios que publicam resultados de suas
analises, sendo os principais programas nacionais de
monitoramento de residuos de pesticidas em
alimentos, o Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA), coordenado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC), coordenado
pelo  Ministério da  Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA)B!.

Também ha poucos dados sobre intoxica¢oes
por agrotoxicos, devido o fato do pafs ndo possuir
um sistema adequado de registro, capaz de
identificar ~ especificamente ~ os  agrotdxicos
envolvidos nos casos de intoxica¢des agudas e
cronicasbPl,

O presente trabalho teve como objetivo
realizar revisdo de literatura sobre as técnicas de
analise de agrotéxicos em alimentos de origem
vegetal e desse modo, comparar os métodos de
analise propostos, identificando aquele com maior
grau de otimizacdo. Objetivou ainda verificar os
fatores que influenciam nos métodos de analise de
agrotoxicos e pontuar as principais dificuldades no
processo de escolha da técnica de analise.
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TECNICAS DE ANALISE DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM ALIMENTOS DE
ORIGEM VEGETAL

No processo de escolha por um método
analitico mais conveniente para a andlise a que se
propde fazer é importante considerar fatores como:
presenca de matrizes complexas, visto que 0s
alimentos possuem teores variaveis de lipideos,
carboidratos, proteinas, pigmentos e umidade, o que
exige muitas vezes, multiplas etapas de purificagdo
da amostra; a exigéncia de alta sensibilidade, ou seja,
a necessidade de se isolar e medir exatamente
quantidades muito pequenas dos compostos
(residuos de agrotdxicos), o que acarreta no uso de
solventes e reagentes com alto grau de pureza, bem
como cuidados especiais na descontaminagdo do
material utilizado; a definicdo do residuo a ser
determinado, que pode ser o proprio composto ou o
composto mais os seus metabdlitos especificos; a
diversidade de propriedades fisico-quimicas dos
agrotoxicos. Em geral, a analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos engloba as seguintes
etapas: tratamento da amostra, que tem por
finalidade isolar os compostos de interesse e a
determinacdo dos analitos, que inclui a identificacao
e a quantificagio dos agrotoxicos [l

Tratamento da amostra

Esta etapa objetiva o isolamento de
substancias quimicas especificas, no caso, o0s
agrotoxicos. Muitas vezes a adaptacio de
metodologia é necessaria conforme aparecam
incompatibilidades da amostra e¢/ou dos analitos.
Segundo Lichon!” o tratamento da amostra ¢é
considerado complexo e envolve etapas como:

* Amostragem: obtencdo da amostra para o
laboratério;

* Homogeneiza¢do da amostra: obtencio de
pequenas  porcOes-testes  (aliquotas)  para
serem analisadas;

* Tratamento da amostra propriamente dito:
inclui  pesagem, dilui¢do, concentragao,
hidrélise, separacio, extracdo, purifica¢do e
derivacio.

Para Lichon!"l apesar destas etapas auxiliarem
na exatiddio da analise, também podem ser
responsaveis por inser¢ao de erros, os quais podem
ser reduzidos ou quantificados por meio da
constante observacio em todas as suas fases,
replicacdo das analises, testes de recuperacgdo, uso de
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materiais de referéncia e emprego de padroes
interno e/ou externo.

Em se tratando de residuos, que sdo
amostragens pequenas e que sofrem influéncia de
diversos fatores, a obtencdo da amostra ¢ a sua
correta homogeneizacido sdo partes imprescindiveis
para o sucesso da anilise e estdo relacionadas aos
conceitos de validade e representatividade,
respectivamente. Deste modo, a amostra ¢
considerada valida quando selecionada de maneira a
assegurar que cada unidade do material tenha a
mesma  probabilidade de ser analisada, e
representativa quando apresenta um tamanho e uma
composicio  que  permita que todos  0s
procedimentos sejam efetivamente realizados!®8l.

A complexidade da composicio dos
alimentos ocasiona dificuldades para a determinacio
dos agrotoxicos, tornando necessaria a etapa de
clean-np (limpeza) do extrato, apds extragdo com
solvente. F nesta ctapa que os interferentes sio
eliminados ou reduzidos, bem como o efeito matriz,
além de diminuir a necessidade de manutencio
técnica do sistema cromatografico®!%.

O destaque ¢ dado para as técnicas
miniaturizadas de preparo de amostra, pois nao
necessitam de grandes quantidades de amostra ¢ ao
mesmo tempo utilizam menor volume de solvente,
quando comparadas a0s métodos
convencionais!h12l,

As técnicas mais utilizadas no tratamento da
amostra sao baseadas em processos fisicos, extracOes
por solventes organicos, solido-liquido, com fluido
superctitico, assistida por microondas, por liquido
pressurizado, ultrassonica, técnica de derivagao
quimica e microextragoes.

A técnica por processos fisicos abrange a
destilagio por arraste a vapor e a destilagio por
arraste a gas. A destilacio a vapor é aquela em que
ocorre a destilagio de uma mistura heterogénea,
onde as substdncias ndo sio solaveis entre si e 0s
compostos razoavelmente volateis e de peso
molecular relativamente baixo sao arrastados com o
vapor e isolados de forma mais efetiva. Para o
fracionamento dos constituintes da amostra esta
técnica pode auxiliar na recuperacio desses
constituintes, porém apenas se estiver combinada
com extragdes por meio de solventes organicos ou
em fases solidasl!>6l,
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A destilagio por arraste a gas ¢ indicada para
isolar  residuos de agrotéxicos de amostras
gordurosas, feita através da passagem de um gis
carreador pela amostra e altas temperaturas que
dispersam a gordura, facilitando a liberacio dos
componentes mais volateis, os quais serdo coletados
numa fase sélida que deve ser eluida com solvente
organico fornecendo um extrato livre de lipideos e
tornando-se adequado para ser injetado diretamente
no cromatografol®l.

Técnicas de extracdo por solventes organicos
podem ser feitas de duas maneiras, a descontinua,
através da obtencdao do equilibrio entre duas fases
imisciveis, que tem como exemplo mais comum a
parti¢ao liquido-liquido, e apesar de simples, recebe
especial aten¢do no que se refere a formagio de
emulsdes (devido a presenca de proteinas e/ou
carboidratos  hidrossoluveis), contamina¢io dos
solventes e vidrarias e perdas devido a adsorcdes; e a
continua, na qual o equilibrio nio é necessariamente
alcancado, representada por extratores do tipo

Soxchlef,

A eficiéncia destes tipos de extracOes ird
depender da afinidade do soluto pelo solvente, da
relacdo entre volumes do solvente e da amostra e do
ntmero de extracoeslOl.

Os métodos de extragao liquido-liquido e por
Soxhlet exigem uma grande quantidade de amostra,
sorventes e solventes organicos de alta qualidade,
além de muita manipulagio dos extratos. Sdo
considerados métodos caros, em termos de tempo e
de consumo de materiall'4.

A extracio solido-liquido é um procedimento
geralmente adotado como técnicas de separagdo e
purificacdo de amostras complexas, e na
concentra¢gdio de amostras de 4gua. Empregam
colunas contendo fases solidas e sdo técnicas que se
baselam nas diferencas de polaridade, tamanho
molecular, ou capacidade de troca ibnica entre
analito(s), interferentes e/ou fase solida. Estas
técnicas tém como vantagens a reducio no tempo
de analise, economia de solventes, processos mais
simples, possibilidade de automatiza¢aol®l.

A técnica de extracdo soélido-liquido com
particio em baixa temperatura (ESL-PBT) ¢
bastante utilizada para extracio de agrotéxicos de
matrizes complexas e oferece bons resultados. E
uma metodologia considerada simples e eficiente,
baixo consumo de solventes, além de reduzir etapas

de evaporagio e troca de solventes (clean-up)!'>).

O método inclui as etapas: colocar a amostra
liquida ou sélida em contato com um solvente
extrator, miscivel em 4dgua, menos denso que a agua
e que se mantenha liquido a -20 °C (acetonitrila,
acetato de etila, metanol e acetona, por exemplo);
agitar a amostra com o solvente e levar ao freezer
por um perfodo minimo de seis horas; filtrar a parte
superior (solvente e agrotoxicos extraidos) utilizando
sulfato de sédio anidro para eliminar possivel
presenca de 4gua; analisar a amostra por
cromatografiallsl,

A técnica de extragdo com fluido supercritico
geralmente ¢ utilizada em métodos combinados
onde um micro-extrator ¢ acoplado diretamente a
cromatografos a gas, a liquido de alta eficiéncia ou a
fluido superctitico. Geralmente o fluido superctitico
empregado é o didxido de carbono, 6xido nitroso e
hexafluoreto de enxofre. As principais vantagens
deste método sobre as extragdes com liquidos ¢é a
maior velocidade de extragao dos solutos (a baixa
viscosidade e auséncia de tensio superficial dos
fluidos supercriticos facilita a passagem do solvente
nos intersticios da amostra) sem os problemas de
contaminacdo associados ao uso de grandes volumes
de solventeslfl.

Ha ainda técnica de Extragdo Assistida por
Microondas (Microwave-Assisted Exctraction - MAE)!,
na qual a amostra ¢ imersa num frasco aberto ou
fechado contendo solvente e ¢é irradiada com
microondas. A principal limitacio da técnica é o uso
de solventes que absorvam energia de microondas,
pois solventes ndo polares nio absorvem essa
energiall 7181,

A Extragio por Liquido Pressurizado
(Pressurised Liguid Extraction - PLE)1%2] que também
pode ser chamada de Extracdo Acelerada por
Solvente (Accelerated Solvent Extraction - ASE), é
aquela na qual a amostra e solvente sio aquecidos e
submetidos a alta pressio em uma cela fechada.
Com a pressio e temperatura elevadas, muda a
viscosidade do solvente, aumentando a extracao dos
analitos. . uma técnica de extracdo rapida e que
reduz consideravelmente a quantidade de solvente, e
por meio da otimizacdo de alguns pardmetros como
temperatura, pressio e polaridade do solvente ¢
possivel obter boas recuperagdes. A desvantagem
incide no fato de diferentes propriedades fisico-
quimicas dos analitos dificultarem o emprego em
analises multirresiduol!®21-231,
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Na Extracao Ultrassonica (Ultrasonic Extraction
- USE), a amostra com solvente é submetida ao
banho com ultrassom e tem sido associada a outras
técnicas como a MSPD. A Dispersdo da Matriz em
Fase Sélida (Matrix Solid Phase Dispersion - MSPD)
envolve a mistura da amostra (viscosa, sélida ou
semissolida) com um sorvente, ha a transferéncia da
mistura para um cartucho e uma ctapa de eluigdo
com um solvente adequadol!82+27],

A técnica de derivagdo quimica é considerada
como tratamento da amostra por ser realizada para
adaptar as propriedades do composto ao sistema de
deteccio e ¢ utilizada normalmente quando a
detecgdo ¢ feita por cromatografia a gas. Este tipo
de técnica melhora as propriedades cromatograficas
(aumenta a volatilidade e aumenta a sensibilidade ou
seletividade de detecgio)©.

As microextracGes ou técnicas de preparo de
amostra miniaturizadas sio cada vez mais
valorizadas para analises de residuos de agrotéxicos
e tém como principais exemplos a microextracio em
fase solida (SPME), a extracdo sortiva em barra de
agitacio (SBSE) e a microextracio por sorvente
empacotado (MEPS)[M.

A técnica MEPS pode ser considerada uma
miniaturizacio da SPE, por necessitar de menores
quantidades de amostra, solvente de eluigio e
material sorvente (1-10mg), além de permitir a
realizagdo de varios ciclos de aspiracio, lavagem e de
cluicio da amostra. Esta técnica ainda é pouco
utilizada na  determinacio de residuos de
agrotoxicos. No desenvolvimento da técnica ¢
aconselhavel avaliar as seguintes variaveis: pH, forca
ionica, solvente de elui¢io (dessorcao) e seu volume,
além do numero de ciclos de aspiragio, lavagem e
eluicio da amostrallll,

Os solventes utilizados no método de MEPS
podem ser os mesmos da SPE (So/id-Phase Extraction)
convencional, como silica com a superficie
modificada (C2, C8, C18), trocadores ionicos,
copolimeros e polimeros molecularmente impressos
(MIP) e materiais de acesso restrito, além do
grafenol!ll.

Outro método bastante utilizado, considerado
uma técnica multirresiduos é o OuECHERS (Quick,
Eagy, Cheap, Effective, Ruged and Safe). Publicado em
2003 pelos pesquisadores Anastassiades et al.l?8l) ¢é
do tipo Dispersio de Matriz em Fase Solida (Marrix
Solid-Phase Dispersion - MSPD) e foi elaborado com o
objetivo de superar limitagoes praticas dos métodos

multirresiduos de extracdo, apresentando vantagens
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como rapidez, facilidade de aplicagdo, economia,
efetividade, robustez e seguranca, podendo ser
aplicado em qualquer laboratério?). O método
utiliza pequena quantidade de amostra e de

solventelY,

Este método surgiu para gerar extratos que
pudessem ser analisados por cromatografia liquida
e/ou  cromatografia  gasosa,  acopladas a
espectrometria de massas em série (GC-MS/MS e
LC-MS/MS)10:281,

O método original consiste na extragdo de 10
gramas de amostra, adicionando-se 10 mL de
acetonitrila e agitando-se por 1 minuto. Em seguida
adiciona-se uma mistura de 4 gramas de sulfato de
magnésio e 1 grama de cloreto de sédio (parti¢ao),
agita-se novamente por 1 minuto. Na etapa
porterior, para 1 mL de extrato é adicionado 150 mg
de sulfato de magnésio e 25 mg de sorvente. Agita-
se por 30 segundos e centrifuga-se novamentel?%3,

A escolha de acetonitrila como solvente
permite a extragdo de uma menor quantidade de co-
extrativos lipofilicos provenientes da amostra, por
exemplo, ceras, gorduras e pigmentosBl. A
acetonitrila permite a extragio de uma ampla faixa
de pesticidas com diferentes polaridades e, quando
acidificada, permite excelentes recuperacdes de
pesticidas que geralmente apresentam problemas de
estabilidade. Apresenta como vantagem ainda o fato
de ser mais adequada para LC-MS/MS do que
acetona e acetato de etila e pode ser utilizada
também na andlise por GC-MS/MSI!0.28,32],

Outra vantagem nao menos importante é que
o procedimento de agitacio manual ou com Vortex
possibilita a realizacgdo da extracdo a campo,
diferente da agitacio mecanicall’l.

O MgSO4 foi escolhido devido a sua maior
capacidade de remover agua quando comparado a
outros sais e também em decorréncia de sua
hidratacio  ser  exotérmica, resultando em
aquecimento entre 40 °C e 45 °C da amostra durante
as etapas de extragio/particio, o que facilita a
extracao, principalmente dos compostos

apolares!!®-28,

O método QOnECHERS foi desenvolvido para
analise de residuos de pesticidas em matrizes com
baixo teor de gordura, porém alteracbes na
metodologia original podem ser realizadas de

maneira a permitir analises em matrizes com elevado
teor de gordura, bem como de pigmentos,

Seguranca Alimentar e Nutricional, Campinas, 22(2):766-777, 2015



Analise de residuos de agrotoxicos. Meira.

carotendides e clorofilaP¥33l. Nestes casos podem
ser utilizados na etapa de limpeza o carbono
grafitizado (eficiente na remocdo de pigmentos) e o
C18 (remove interferentes nio polares). O tamanho
de particula do sorvente C18 mais utilizado é o de
40 uml8l,

O clean-up feito no método QuECHERS -
extracio em fase solida dispersiva (Dispersive Solid-
Phase Extraction - d-SPE) permite que a limpeza de
interferentes e a redugdo de agua residual sejam
efetuados de forma rapida e simultinea. Deste
modo, ocorre a remogio de dgua, que proporciona
um extrato final de menor polaridade, o que facilita
a precipitacio de co-extrativos ou interferentes
polares e permite a inje¢do direta do extrato final
nos equipamentos de CG ou CLI%36. Dependendo
da composi¢do da amostra, pode-se optar por
sorventes com caracteristicas diferentes ou misturas
desses, como amina primaria secundaria (Primary
Secondary Amine - PSA) ou propiletilenodiamina,
carbono grafinitizado (Grafitized Carbon Black -
GCB), octadecilsiloxano (C18), entre outros®’l.

O sorvente PSA possui uma estrutura
bidentada, o que conduz a um elevado efeito
quelante, resultando na retencdo de acidos graxos
livres e de outros compostos polares presentes na
matriz!!%.

No estudo de Moura Andradel®® foi realizada
a analise multirresiduos de pesticidas em tomates
por meio da téecnica LC-MS/MS. Foram
selecionados 61 pesticidas de diferentes classes
quimicas que sdo frequentemente investigados em
programas de monitorizagio. Além da otimiza¢io do
espectrometro de massas, o acoplamento ao sistema
cromatografico foi efetuado para a otimiza¢do da
separacdo cromatografica e em decorréncia da
seletividade do detector, foi mnecessario apenas
otimizar um gradiente que garantisse uma maior
detectabilidade  dos  pesticidas  analisados e
possibilitasse que o equilibrio da coluna fosse
restabelecido entre inje¢cSes consecutivas, para que
os tempos de retencio fossem reprodutiveis.
Colunas recheadas com particulas menores de 2 um
foram utilizadas, o que permite expressiva eficiéncia
de separacio dos analitos, e ainda, a vazao foi
otimizada para 0,35 mL min"! e volume de inje¢io
de 2 pl. O método de preparagio da amostra
utilizado foi o OuECHERS.

Os resultados apontatam que dos 61
pesticidas inicialmente estudados utilizando método
de preparacio de amostras QOuECHERS, 57

apresentaram fragmentacdo adequada, dos quais 11
nao apresentaram valores de recuperagdes e
coeficiente de variagcdo conforme o recomendado. O
método pode ser considerado linear, seletivo, preciso
e exato para 46 pesticidasl.

Em outro estudo de Ivanoff®l o autor teve
como objetivo geral avaliar a viabilidade de utilizar o
método QuECHERS no LACEN  (Laboratério
Central de Sadde Publica — RS) para andlise de
agrotoxicos em hortifrutigranjeiros. O
desenvolvimento nos ultimos anos de agrotoxicos
polares tornou necessaria a criagio de novas
metodologias de andlise de agrotéxicos, visto que, a
maioria desses novos compostos nao apresentam
uma boa resposta quando analisados por
cromatografia a gas (GC)BY. O método adotado
pelo LACEN utiliza a GC para separagio,
identificacdo e quantificagdo e¢ o método de Van
Zoonen para preparo da amostra.

O estudo comparou o método QuECHERS
com o de Van Zoonen. O método QuECHERS inclui
processo de limpeza (clean-up) e utiliza um volume
pequeno de solventes e um padrio interno,
enquanto que o método Van Zoonen ndo utiliza
procedimento de limpeza, porém faz uso de volume
maior de solventes, além de ndo contar com padrio
internolP'l.

O estudo apontou também que o método
QOuECHERS se destaca  no que se refere aos
parametros como: limite de detec¢do, recuperagao e
influéncia do efeito da matriz e pode ser utilizado
para GC e LC, porém com desempenho melhor
quando ¢ usado em LC. Destaca-se ainda, quando
comparado ao Van Zoonen, tempo de analise menor,
calculado em 60 minutos de tempo ganho, além da
ampla aplicabilidadel®l.

Determinagao do analito

A escolha pela técnica utilizada na deteccio
dos agrotéxicos no alimento de origem vegetal
dependera de alguns fatores, por exemplo, a
estrutura quimica do composto a ser analisado e a
finalidade da analise (sensibilidade e especificidade).
As técnicas cromatograficas sao as preferidas para a
deteccao de residuos de agrotéxicos em alimentos.
Os métodos de analise que utilizam técnicas
espectrofotométricas e  imunolégicas  também
podem ser adotados, porém apresentam baixa
especificidade, fato que os tornam pouco

utilizadoslel.
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A cromatografia é uma metodologia que
objetiva a separacio de componentes presentes em
uma amostra, pela distribuicdo entre fase
estacionaria (FE) e uma fase movel (FM), conforme
as propriedades fisico-quimicas/®?).

Nas analises multirresiduos de agrotéxicos
em alimentos, ou seja, analises de amostras que
possuem uma mistura de varios componentes em
uma matriz complexa, utilizam-se para detec¢ao dos

residuos de agrotéxicos tradicionalmente a
cromatografia ~ gasosa ou a  cromatografia
liquidal?401.

A cromatografia em fase gasosa (CG)
combina velocidade, resolucio e sensibilidadell.
Consiste no emprego de FM (fase movel) gasosa,
que transporta os componentes da mistura através
FE (fase estacionaria) liquida ou sélida. Os
componentes da mistura devem ser termoestaveis,
volateis, dissolver-se na FM e apresentar temperatura
de ebulicio de até 300 °CH1,

A fase estacionaria é “empacotada” em uma
coluna de metal ou de vidro, colocada dentro do
forno do cromatégrafo, onde a temperatura ¢
termostaticamente  controlada. Por meio da
passagem dos componentes volatilizados pela
coluna é que acontece a particdo entre a fase
estacionaria e a mével (gas). A partir da eluigdo dos
componentes, estes passam pelo detector e sio
registrados em gréificos!*?l.

As  condigbes  cromatograficas
Aragjol*? contemplam aspectos como:

segundo

* Tipo de coluna (empacotadas ou capilares);

e Tempo de reten¢do (medida da interacio
entre os componentes da amostra ¢ a fase
estacionaria);

* Polaridade da fase estaciondtia/composi¢io
(conforme a polaridade da amostra a ser
analisada);

* Diagmetro interno (DI) das colunas capilares
* Tipo de injecdo da amostra;
* Temperatura da coluna;

* Fluxo de gias ou velocidade do gas
carreador, relacionado com a resolucdo.
Fluxos de gas muito baixos comprometem a
resolucio;

* Volume da amostra injetada, que ird variar
conforme o diametro da coluna.
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A cromatografia em fase liquida (LC) é uma
técnica que possibilita a determina¢io de moléculas
termolabeis e n3o volateis, diferentemente da GC,
possibilitando  que os analitos permanecam
solubilizados, favorecendo a determinacio de 80%
dos compostos sintéticos*l.

Pode ser utilizada na analise de substiancias
soluveis no solvente utilizado na fase movel. As
colunas utilizadas na LC geralmente sio de aco
inoxidavel com tamanho varidvel de 10-30 cm de
comprimento e 3,0 a 10,0 mm de diametrol*?l.

As fases estacionarias variam conforme as
interacdes que devem ocorrer com 0s componentes
da amostra (interacao hidrofilica, hidrofébica e troca
ionica). O C18 (Octadecil), por exemplo, ¢é
considerado fase estaciondria altamente nao-polarl*2.

A fase movel pode ser composta por agua,
tampao, acetonitrila, hexano, cloroférmio, propanol,
entre outros. A combinacdao de solventes misciveis ¢
geralmente utilizada. F recomendado o uso de
solventes com alto grau de pureza e deve apresentar
caracteristicas como capacidade de dissolver a
amostra, compatibilidade com o detector e ser
bombeado a uma velocidade de 1,0-5,0 mL/min/*2.

A cromatografia  liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) tornou-se uma
ferramenta bastante utilizada na deteccio de
pesticidas em alimentos e para superar algumas
desvantagens deste método, foi elaborada a técnica
MS/MS, com detectores acoplados, que apresenta
como  vantagem  maior  detectabilidade e
sensibilidade do que o quadrupolo tnico, pois
garante que o fon precursor selecionado fragmente
nos fons produtos, o que possibilita a analise de
varios tipos de pesticidas simultaneamente e a
deteccio e confirmagio desses compostos em
concentragdes pequenassl.

Outros tipos de cromatografias utilizadas sio
a supercritica (SFC), que pode ser utilizada quando a
fase mével ¢ um fluido. Esta técnica ¢ util porque
pode ser mais efetiva no processo de separacao do
ponto de vista do nimero de pratos teéricos efetivos
ou da velocidade de separacio quando comparada
com as outras técnicas cromatograficas, além de nao
degradar os analitos termossensiveis como na CG;
ha ainda a cromatografia em camada delgada ou de
camada fina (TLC), utilizada quando a fase movel ¢é
um liquido de baixa viscosidade e a fase estacionaria

sélidalol,
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Sistema de deteccao

A escolha do sistema de detec¢do dependera
do tipo de substancia a ser analisada, ou seja, quais
elementos estio presentes nos ingredientes ativos
dos agrotoxicos*’l. O mais utilizado atualmente e
que apresenta melhores resultados em termos de
eficiéncia, ¢ a espectrometria de massas.

Quando se faz o acoplamento da
cromatografia com a espectrometria de massas
obtém-se o chamado cromatograma de massas.
Trata-se de um cromatograma constituido de todos
os fons produzidos pelo espectrometro de massas
ou apenas pelos fons de interesse produzidos por
estel.

E através de um campo elétrico ou magnético
que ocorre a selecio de um fon pela sua razao
massa/carga  (m/z — mass fo  charge  ratio),
identificando o analito de origem. Por meio da m/z
se estabelece a composi¢do quimica elementar e
estrutural de compostos, pela formacio do fon guasi-
molecular e pelas fragmentagdes controladas e
reprodutiveis na cela de colisio por dissociacdo
induzida por colisio (CID)P.

A vantagem do emprego da cromatografia
com deteccio por espectrometria de massas
acoplada a espectrometria de massas é que por meio
dessa técnica ¢é possivel obter uma grande
quantidade de informacgdo estrutural acerca do
analito, fato que assegura sua identificagdo com
maior exatiddo, ao contririo de quando ela é feita
apenas com base nas caracteristicas de reten¢do dos
compostos analisados. Além disso, quando existem
compostos que ndo podem ser totalmente separados
pela técnica cromatografica empregada, usando
espectrometria de massas MS/MS ¢ possivel
detecta-los individualmente se possuirem diferentes
massas molares ou gerarem diferentes espectros de
massasl*3-40,

Os efeitos da interferéncia de componentes
da matriz sobre o sinal obtido também podem ser
minimizados, proporcionando maior simplificagao
no preparo da amostral*‘l.

Outro sistema de deteccdo que pode ser
aplicado é o indice de refragdo, considerado o
quociente do angulo de incidéncia e do angulo de
refracdo, e varia conforme a temperatura, pressao e
o fluxo. Utilizado para compostos que nao possuem
absorcio e fluorescéncia significativa. Todas as
substancias possuem o seu indice de refracdo

caracteristicol*2.

Ja a deteccio por absorbancia utiliza um
espectrofotometro UV/VISiVEL, operando na
faixa de 190 a 700 nm e toma-se a leitura a um
comprimento de onda fixol*l.

Sistema de validagdo de metodologia

A validacao devera seguir normas conforme a
agéncia reguladora do Brasil e/ou de outros paises,
por meio de seus guias de orientagdes oficiais
contendo as diretrizes a serem adotadas no processo
de validagio®#l. Os parimetros analiticos de
validacdo (ou figuras de mérito) mais usados para
avaliar métodos de separacio sdo: seletividade,
linearidade, sensibilidade, precisio, limite de
deteccdo, limite de quantificacio, exatiddo e
robustez>->2,

A seletividade ¢ a capacidade de um método
quantificar com exatiddo o analito na presenca de
interferentes presentes na amostra e, conforme o
documento n? SANCO/12495/2011 da Unido
Européia, a seletividade é a capacidade da extracio,
do clean-up, da derivatizagio, do sistema de separagao
e do detector de discriminar entre o analito e outros

compostos #4931,

As maneiras para avaliar a seletividade podem
ser por meio de comparagdo entre a matriz isenta
dos pesticidas com a matriz adicionada com os
padrdes dos pesticidas ou utilizando-se detectores
como o arranjo de diodos e espectrometros de
massas!*>0,

O parametro de linearidade é a capacidade do
método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragio da substincia em
exame, dentro de uma determinada faixa de
concentracdo. & obtida por padronizacio interna ou
externa, por meio de padrdest>l.

A precisio é o grau de concordancia entre os
resultados analiticos independentes obtidos através
da aplicacio do procedimento experimental sob
condi¢Oes previamente definidas e é expressa pelo
cocficiente de wvariagdo (CV%). O parametro
repetitividade esta relacionado a caracteristica da
dispersao dos resultados e pode ser determinado por
meio da analise de padroes, material de referéncia ou
adicdo do analito ao branco da amostra, em varias
concentracoesP848:49],
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A exatiddo é o grau de concordincia entre o
resultado do teste e do verdadeiro, ou aquele aceito
como valor de referéncia®*l. Ha o intervalo
aceitivel de recuperacio para analise de residuos,
que deve variar de 70% a 120%, com precisao de até
mais ou menos 20% 849521,

O limite de detec¢io (LD) é a menor
concentra¢do de um analito em uma matriz e pode
ser calculado por método visual, método relacdo
sinal-ruido e método baseado em parametros da
curva analitical?0:52],

Por fim, o limite de quantificacio (LQ)
considerado como a menotr concentracio de um
analito em uma matriz, utiliza os mesmos métodos
do LD, porém em proporcoes de 10:1143:50:521,

CONSIDERACOES FINAIS

Pontua-se a importincia dos métodos de
analise de agrotoxicos dada a ampla utilizagdo desses
compostos na producio de alimentos no Brasil e
nos demais pafses mundo e a relagdo apontada em
algumas pesquisas da exposicao aguda e/ou cronica
com alguns agravos a saude humana. Verificou-se
por meio da revisao bibliografica que os métodos de
analise evoluiram significativamente, com técnicas de
tratamento da amostra, deteccio e quantificacdo
cada vez mais precisas.

Os métodos de tratamento da amostra
recomendados sdo aqueles que incluem técnicas
miniaturizadas de preparo da amostra, por utilizarem
menor volume de solvente, contribuindo para a
protecio ambiental, além de serem considerados
multirresiduos. Neste contexto, o método Quechers
para tratamento da amostra foi o mais citado na
literatura atual, sendo considerado um método ficil,
rapido, que utiliza pequena quantidade de amostra e
solvente, além de ser um método multirresiduo. O
método obteve otimiza¢cbes posteriores a sua
elaboragiao, de modo a ajustar o pH da fase de
particio com o pH da amostra, por meio da
utilizacio de acetato e citrato. F um método que
pode ainda ser utilizado para amostras com alto teor
lipidico e/ou tica em pigmentos.

Os métodos cromatograficos, apesar do custo
mais elevado, foram os mais utilizados para
identificacio e quantificacgio de residuos de
agrotoxicos, em especial a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas MS/MS,
recomendada apds tratamento da amostra pelo
método Quechers e a cromatogratia gasosa.
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As principais dificuldades apontadas nos
estudos analisados referem-se a complexidade da
matriz analisada, as diferencas fisico-quimicas dos
compostos a serem analisados e o alcance da
sensibilidade metodoldgica, uma vez que as analises
sao efetuadas para residuos.

Os métodos de andlise de agrotéxicos
deverdo ser validados, de modo a garantir e
comprovar a qualidade das medi¢cGes quimicas.
Estudos que utilizaram o método Quechers associado
as técnicas de cromatografia liquida e gasosa
obtiveram bons resultados no processo de validagio.
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