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INTRODUCAO

Agrotodxicos tém sido utilizados na agricultura para controlar pragas e doengas,
a fim de aumentar a produtividade. Entretanto, o uso abusivo destes produtos pode
deixar residuos no ambiente e causar efeitos adversos aos ecossistemas e aos seres hu-
manos. Além dos agrotdxicos, a presenca de residuos de drogas veterinarias utilizadas
na pecudria e contaminantes emergentes (firmacos, horménios, nanoparticulas, mi-
croplasticos, dentre outros) sio também de grande preocupacao e devem ser avaliados.
Para determinar os niveis de residuos e contaminantes em amostras ambientais, que
sdo da ordem de mg Kg™ (ou mg L") - ng Kg” (ou ng L"), é necessario o desenvolvimento
e avalidagdo de métodos analiticos que sejam confiaveis e sensiveis. De forma geral, as
analises de residuos envolvem as seguintes etapas: extragdo dos analitos de interesse,
remocao dos interferentes da matriz, pré-concentragao do extrato, detec¢io e quan-
tificagdo por técnicas instrumentais. Para que o método seja considerado confiavel e
adequado para a finalidade em que sera utilizado, ha a necessidade de realizar a sua
validagao utilizando guias fornecidos pelas agéncias reguladoras nacionais e interna-
cionais, e atingir niveis, sempre que houver, abaixo dos Limites Maximos de Residuos
(LMR) permitidos. Assim, este capitulo descreve uma revisao sobre os principais mé-
todos de extragao e técnicas instrumentais (com énfase nas cromatograficas) utilizadas
na determinacao de residuos e contaminantes em amostras ambientais e de alimentos,
bem como os protocolos de validagdo utilizados. Serao incluidas também aplicagbes
dos métodos analiticos desenvolvidos e validados, tais como programas de monitora-
mento de qualidade de 4gua, estudos de comportamento de xenobidticos no ambiente,
estudos ecotoxicoldgicos (bioconcentragao), seguranca dos alimentos, dentre outras.
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RESIDUOS E CONTAMINANTES NO AMBIENTE

Agrotoxicos

Em geral, o controle de pragas e doencas pré e pds-colheita é feito pelo uso de
agrotoxicos (pesticidas, agroquimicos, defensivos fitossanitarios ou agricolas), e esta
intimamente relacionado com a quantidade e qualidade de alimentos disponiveis
para o crescimento da populacio mundial. A evolu¢ao da produgao agricola e a ex-
pansao da monocultura, associados ao clima tropical, predominante na agricultura
brasileira (na qual o ciclo das pragas néo é interrompido pelo frio), tém levado a uma
intensificacao do uso dos agrotéxicos, e, consequentemente, a uma intensa exposi¢ao
humana a estes compostos, seja de forma ocupacional ou ambiental.

Fatores como os processos de degradacao (fotodegradacio, biodegradagao e hi-
drélise) e volatilizagao que ocorrem com os pesticidas, o modo de aplicagao e as con-
di¢oes climaticas corroboram nao somente com o uso em larga escala, mas também
com a disseminagdo dos pesticidas no ambiente.

O uso indiscriminado e incorreto dos agrotdxicos resulta em significativo im-
pacto econdmico, na existéncia de residuos destas substancias em alimentos acima
dos limites maximos estabelecidos, na resisténcia aos pesticidas desenvolvida por
insetos e micro-organismos fitopatogénicos, e na contamina¢io ambiental (ar, solo,
aguas superficiais e subterraneas), fatores que podem comprometer a sustentabili-
dade da agricultura.

Uma vez no ambiente, os contaminantes estao sujeitos a uma combinagio de pro-
cessos que podem afetar seu destino e comportamento no ambiente. A transferéncia
das moléculas de agrotéxicos dos compartimentos terrestres para os compartimentos
aquaticos é uma dinamica constante, principalmente em areas agricolas. O uso de di-
ferentes moléculas em elevadas quantidades, a erosao do solo em &reas agricolas e
a adesao destas moléculas no solo sdo fatores que determinam a intensidade desta
transferéncia. O conhecimento das propriedades quimicas e fisicas dos contaminan-
tes organicos é necessario para prever onde possivelmente encontraremos as maiores
concentracdes dos agrotoxicos nos diferentes compartimentos ambientais, e assim
avaliar os possiveis impactos no ecossistema de destino (Dellamatrice; Monteiro, 2014).

Uma ferramenta que auxilia no uso correto e seguro dos agrotdxicos é o Agrofit,
Sistemas de Agrotéxicos Fitossanitarios. Trata-se de um banco de dados que retine
informagodes de uso e aplicacdo de todos os agrotdxicos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa). Traz também informagées do Minis-
tério da Satide (Anvisa) e do Ministério do Meio Ambiente (Ibama), e esta disponivel
para consulta publica (https://agrofit.agricultura.gov.br/).
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Drogas veterinarias

Dentre os produtos de uso veterinario, os medicamentos ou drogas veterinérias
sdo substancias utilizadas tanto para a prevengao/tratamento de doengas, como para a
promogcao de crescimento de animais produtores de alimentos. Embora os beneficios
do uso de medicamentos veterinarios sejam importantes, os possiveis efeitos em orga-
nismos nio alvo sdo extremamente preocupantes. Drogas veterinarias sao potencial-
mente contaminantes por apresentarem efeitos bioldgicos em baixas concentragoes,
o que pode resultar em efeitos adversos a satide humana, surgimento e propagacio
de parasitas e bactérias resistentes, em particular as de interesse a medicina humana,
além de prejuizos ao meio ambiente. A pecudria intensiva representa a principal fonte
de contaminagao do solo por drogas veterinarias, enquanto atividades relacionadas a
aquicultura destacam-se pela contaminagao dos corpos aquaticos. Uma vez no am-
biente, as drogas veterinarias podem afetar tanto os organismos vivos de vida aquatica
(bactérias marinhas, algas, crustaceos, peixes, e outros) como terrestres (microrganis-
mos, insetos), além de plantas (Bartikova et al., 2016). Dependendo da espécie, as plan-
tas podem apresentar, frente a drogas veterinérias, tanto fitoxicidade como podem ser
utilizadas na remo¢ao destes contaminantes do ambiente (fitorremediacao).

Outro importante aspecto sobre o uso excessivo e indevido de drogas veterinarias
é a contaminagao de alimentos de origem animal. Uma das maneiras de se garantir
que a exposi¢ao da populagio a essas substincias esteja dentro de niveis aceitaveis é
pelo estabelecimento dos limites maximos de residuos (LMR) de drogas veterinarias
nesses alimentos, e, com isso, reduzir os riscos relacionados a satide publica (Ji et al.,
2021). No Brasil a Instrugdo Normativa n° 51, de 19 de dezembro de 2019, estabelece,
entre outros, a lista de limites maximos de residuos (LMR) de medicamentos veteri-
narios em alimentos de origem animal.

Contaminantes emergentes

Contaminantes emergentes, ou contaminantes de preocupacgio emergentes, sao
compostos quimicos que tém sido detectados nos diferentes compartimentos am-
bientais, e que sdo predominantemente de origem antropica, provenientes de efluen-
tes domésticos (farmacos e produtos de higiene pessoal), industriais (bisfenol A, al-
quilfendis, bifenilas policloradas, ftalatos, compostos perfluorados e retardantes de
chama bromados), atividades agricolas (pesticidas) e pecuarias (drogas veterinarias),
sendo amplamente encontrados nos corpos aquaticos.

Nio se trata apenas de novos compostos, mas também de compostos que vém
sendo utilizados ha tempo. Mas apenas com o advento de novas técnicas analiticas
foi possivel a quantificagao de tais compostos em valores de ug L™ ou ng L. As subs-
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tancias sdo potencialmente toxicas, cujo efeito ou presenca no meio ambiente ain-
da sao pouco conhecidas, sendo ainda necessarios estudos para avaliacao de riscos
a saide humana. Sao compostos que geralmente nao estio incluidos em programas
de monitoramento da qualidade de rotina pelos 6rgaos de meio ambiente e satide, e
tampouco sio legislados.

No Brasil, apesar do grande niimero de agrotéxicos registrados no Mapa, e con-
siderando que os pesticidas configuram um importante grupo de contaminantes de
preocupacio emergente, aproximadamente 30 sao incluidos em normativas: Portaria
MS n° 2.914/2011, e/ou nas Resolugbes CONAMA n° 357/2005 (dgua superficial) e n°
396/2008 (agua subterranea). Segundo Montagner e colaboradores (2017), inimeros
pesticidas sdo encontrados em aguas superficiais, subterraneas e tratadas, incluindo
5 dos 8 ingredientes ativos mais vendidos no Brasil durante o ano de 2016: glifosato,
2,4-D, atrazina, carbendazim e imidacloprido, sendo que a atrazina é incluida na lista
de substancias proibidas pela Unido Europeia. Assim, pesticidas configuram um im-
portante grupo de contaminantes de preocupacdo emergente.

METODOS PARA EXTRAGCAO, LIMPEZA E/OU PRE-
CONCENTRAGAO DOS ANALITOS EM DIFERENTES MATRIZES

Extracao liquido-liquido

A extracao liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid Liquid Extraction) é conhecida
como extrag¢do por solvente ou parti¢do, técnica empregada para separar um ou mais
componentes de uma mistura heterogénea de liquidos, baseada em suas diferentes
solubilidades em dois liquidos imisciveis, normalmente 4gua e um solvente organi-
co. Os solventes mais utilizados sao: hexano, éter dietilico, diclorometano e cloro-
férmio. O composto mais hidrofilico se desloca para a fase aquosa, e o mais hidro-
fobico para a fase organica. A extragdo consiste em adicionar um solvente organico
imiscivel 4 amostra em um funil de separacao e agitar. Apds a separacio das fases,
recolhe-se o solvente contendo o analito, e o processo é repetido por mais vezes, a
fim de aumentar a eficiéncia de extragio (Borges et al., 2015). As vantagens da LLE
sdo a simplicidade do método, baixo custo e possibilidade de utilizar varios tipos de
solventes, com ampla faixa de polaridade. Porém possui desvantagens, como ser um
processo longo, possibilidade de ter perda do analito durante a extra¢ao, formacao
de emulsdes, uso de grandes volumes de amostras e de solventes toxicos, e dificulda-
de na automacao (Queiroz et al., 2001).
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Extragao em fase solida

A extracdo em fase solida (SPE) é uma das técnicas de extragao mais utilizadas
hoje em dia. Nela, os analitos de interesse presentes em uma amostra aquosa sio ex-
traidos, com os compostos interferentes, apds passarem por um cartucho contendo
um material retido/empacotado, denominado sorvente, entre dois filtros. Um sorven-
te organico seletivo é geralmente utilizado para remover os interferentes, e outro sor-
vente é usado para lavar os analitos de interesse.

Esta técnica de extracao foi desenvolvida em meados da década de 1970 (Langas,
2004), baseando-se em uma técnica de separacao liquido-sdlido que utiliza mecanis-
mos de separagao da cromatografia liquida de baixa pressao. Desta forma, a coluna
contendo a fase sélida (sorvente) realiza a separa¢iao quando a solu¢io colocada no
cartucho é aspirada utilizando-se um pequeno vacuo. Apds a drenagem do liquido da
amostra, o analito retido no cartucho é extraido em sorvente submetido para posterior
andlise por técnicas cromatogréficas instrumentais, como a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia ou Cromatografia Gasosa. E importante ressaltar que a SPE pode
ser facilmente automatizada e tem a capacidade de extrair muitas amostras simulta-
neamente. As etapas envolvidas na SPE incluem: (1) ativagio e condicionamento do
cartucho, (2) adig¢ao da amostra, (3) remocao dos interferentes e (4) elui¢ao do analito,
que pode estar na concentracio adequada para detecgao ou quantificagdo, ou, se nao
estiver, deve se adicionar uma etapa de concentragao. Os mecanismos envolvidos na
separagao podem ser: (a) adsorcao; (b) particao (fase normal e fase reversa); (c) troca
ionica; (d) exclusdo por tamanho (Langas, 2004).

Micro extra¢ao em fase s6lida

O sistema de micro extragio em fase sélida (SPME) foi desenvolvido por Pawlis-
zyn e Arthur (1990) no inicio da década de 1990, e baseia-se na adsor¢ao dos analitos
em uma fibra de silica coberta com uma camada de sorvente. O dispositivo basico de
SPME consiste em um bastao de fibra 6tica de silica fundida (FS) de 100 mm de dia-
metro, com 10 mm de uma extremidade recoberta com um filme fino de um polimero,
isto é, poli-dimetilsiloxano (PDMS) poliacrilato (PA), ou Carbowax, podendo também
ser um s6lido adsorvente, como o carvio ativo microparticulado (Carboxen) (Valente;
Augusto, 2020). Esta fibra fica acondicionada em uma microsseringa, que a protege
quando nao esta em uso. Posteriormente, os analitos sdo dessorvidos termicamente,
no injetor do cromatdgrafo a gas (GC). A SPME preserva todas as vantagens da SPE,
tais como simplicidade, baixo custo, facil automagao, e facilidade de amostragem em
campo, e, a0 mesmo tempo, elimina desvantagens da SPE, como o entupimento do
cartucho e o uso de solventes.
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A SPME envolve algumas etapas, como: (1) introdugao da fibra; (2) exposi¢ao da
fibra; (3) retragdo da fibra para dentro do dispositivo; (4) acomodagao do dispositivo;
e (5) exposicio da fibra no injetor de um GC. Ap6s todas essas etapas, por dessor¢cao
térmica, os analitos vao para o sistema cromatografico quando a coluna é aquecida,
conforme o programa de temperatura realizada para a separacao destes. Observou-se
que muitas variaveis influenciam no processo de extracao, como o tempo de exposicao
da fibra na solugao a ser analisada, a presenca de interferentes, os parimetros de vali-
dacao, como seletividade, linearidade, reprodutibilidade, recuperagao, entre outros. Os
modos de operagdo em SPME sdo a extra¢ao via: (A) headspace: o recobrimento da fibra
(fase sélida) nao entra em contato direto com a amostra, e os analitos sdo volatilizados
através de uma barreira de ar até atingirem a fibra; (B) extracao direta: o recobrimento
da fibra é inserido diretamente na amostra quando os analitos possuem caracteristicas
de volatilidade média e baixa; (C) extracao indireta: recomendada apenas quando o
modo direto ou headspace nao sao adequados, com analitos com caracteristicas de vola-
tilidade baixa. Utiliza-se uma membrana protetora sobre a fibra para prote¢ao no caso
de analise de amostras complexas e sujas, como os fluidos biolégicos. Durante o desen-
volvimento do método, é importante padronizar o controle de algumas variaveis expe-
rimentais, como temperatura e tempo de extragao, escolha do revestimento da fibra,
velocidade de agitacao, pH e forca i6nica do meio, e tempo de dessor¢io (Langas, 2004).

QuEChERS e QUEChERSER

Em 2003, Anastassiades e colaboradores desenvolveram o método “rapido, facil,
barato, eficiente, robusto e seguro”, em inglés, “quick, easy, cheap, effective, rugged and
safe”, que forma o acrénimo QuUEChERS. O método foi desenvolvido para a deter-
minacao de residuos de agrotéxicos em amostras de alimentos e tornou-se o método
oficial da European Committee for Standardization (CEN - EN 15662)'.

Basicamente, a extracao é subdividida em trés etapas: extracao, particao e limpeza,
e possui trés principais versdes: original, citrato e acetato (Anastassiades et al., 2003;
Paya et al., 2007; Prestes et al., 2009). Nos tltimos anos, 0 QUEChERS sofreu muitas mo-
dificagbes e tornou-se bem estabelecido em diversas aplica¢des analiticas, tais como:
a) residuos de agrotoxicos (Ferreira et al., 2016); b) residuos de drogas veterinarias (Zao
et al., 2021); e ¢) residuos de pesticidas em solo argiloso (Dacal et al., 2021). Desde o
seu desenvolvimento, o QUEChERS representou um grande avancgo frente aos outros
métodos tradicionais, que utilizam grandes quantidades de reagentes e solventes,

' Disponivel em: https://www.en-standard.eu/csn-en-15662-foods-of-plant-origin-multimethod-for-the-de-
termination-of-pesticide-residues-using-gc-and-lc-based-analysis-following-acetonitrile-extraction-parti-
tioning-and-clean-up-by-dispersive-spe-modular-quechers-method
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além de reduzir o tempo de analise e custos. Esse avan¢o vem propiciando anélises
com bons resultados quando realizadas usando a cromatografia liquida e gasosa (LC e
GC) acopladas a espectrometria de massas (MS), que sdo sensiveis e seletivas (Hrynko
et al., 2021). Recentemente, Monteiro e colaboradores (2014) desenvolveram um novo
método baseado em QUEChERS, intitulado QUEChERSER Mega Método, cuja prin-
cipal proposta foi simplificar a extragao reduzindo algumas das etapas para amostras
como carnes (Monteiro et al., 2021) e peixes (Ninga et al., 2021). QUEChERS foi reava-
liado e otimizado em um protocolo de extragio genérico, denominado QUEChERSER.
Considerado “mega método”, o processo une diversos tipos de andlises e é capaz de
identificar, a0 mesmo tempo, um grande niimero de compostos, de pesticidas a drogas
veterinarias e contaminantes ambientais. A principal inovaco é a automatizagio de
parte destas etapas através do uso de robds, além do aperfeicoamento de todo processo.
O método utiliza dois tipos de anélises cromatograficas ao mesmo tempo, liquida e ga-
s0sa, 0s quais quantificam mais de 250 principios ativos, por isso é chamado de “mega
método”. QUEChERSER se mostrou eficaz para a analise de 85% dos 259 contaminan-
tes testados, uma porcentagem significativa para metodologias do tipo multirresiduos.
A tecnologia do QUEChERSER ainda nao esté disponivel no Brasil (Almeida, 2021).

O QuEChERSER ja tem se expandido para amostras como cidnhamo (Cannabis
sativa) e seus derivados (Michlig et al., 2021). Presume-se que o desenvolvimento de
muitos outros trabalhos seja encorajado com o método QUEChERSER, pois sao pra-
ticos e rapidos, com respostas satisfatorias.

Técnicas miniaturizadas

Os métodos convencionais utilizam grande quantidade de reagentes, solventes e
amostras, e demandam muito tempo de anélise. Atualmente tém sido desenvolvidas
técnicas miniaturizadas de extragdo, com consumo minimo de reagentes e baixa
geracdo de residuos. Alguns exemplos de técnicas miniaturizadas comumente
utilizadas sdo: a) microextragao liquido-liquido dispersiva (Dispersive liquid-liquid
microextraction, DLLME), b) extragao sortiva em barra de agita¢do (stir bar sorptive
extraction, SBSE), ¢) microextragao em sorvente empacotado (microextraction by packed
sorbent, MEPS), d) microextracao em fase liquida (liquid-phase microextraction, LPME),
e) microextracao em gota suspensa (single drop microextraction, SDME), entre outras.

Microextragao liquido-liquido dispersiva (Dispersive liquid-liquid microextraction
-DLLME)

A técnica foi proposta em 2006 (Rezaee et al., 2006) e consiste em uma extragao
baseada em um sistema ternario de solventes: dispersor, extrator (fase orginica) e fase
aquosa. Essa técnica apresenta como principais vantagens a miniaturizacao, baixo
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custo, rapidez, alta eficiéncia de extragio e pré-concentracio, bem como potencial
para aplicagao direta em campo.

A extracao ocorre pelo processo de particao dos analitos entre duas fases liquidas
imisciveis: o solvente extrator e a fase aquosa, sendo governada pela polaridade. O ter-
ceiro solvente é o dispersor, soltivel tanto na amostra aquosa quanto na fase orgénica,
para favorecer a formagdo da dispersao. A extracdo consiste na inje¢io rapida de um
jato do solvente extrator em uma mistura de solvente dispersor e da amostra aquosa
contendo os analitos, formando uma dispersao de microgotas do solvente organico na
fase aquosa. A extragao dos analitos da fase aquosa para a fase organica é rapida devi-
do a grande area superficial entre o solvente extrator e a amostra aquosa, favorecendo
o processo de particdo e a extragao. Apés a extragao, a dispersao é centrifugada e a fase
organica ¢é transferida para a inje¢do no sistema cromatografico para a quantificagao
dos analitos (Martins et al., 2012).

Extragao sortiva em barra de agitagao (stir bar sorptive extraction — SBSE)

E uma técnica que integra extragio e concentracio do soluto em etapa tinica e em
um dispositivo extrator reutilizavel, o qual pode ser introduzido no cromatdgrafo a gas,
reduzindo a perda do soluto e o tempo da analise. A barra de agitagao magnética é um
pequeno tubo magnético encapsulado por vidro (10 mm a 20 mm de comprimento),
revestida com 25-125 uL (0,3-1,0 mm espessura) de polidimetilsiloxano (PDMS). Esta
fase polimérica caracteriza-se por apresentar propriedades apolares que promovem
intera¢des hidrofébicas com os analitos alvo, no qual o mecanismo de retengao ocorre
principalmente através de forcas de “Van-der-Waals”, embora ligagdes de hidrogénio
também possam ter lugar (Nogueira, 2012).

A SBSE, quando comparada aos métodos convencionais de extracao, apresenta
uma série de vantagens, tais como: nao utiliza solvente organico; integra a extragao
e concentragio do soluto em etapa tnica e em um dispositivo extrator reutilizavel, e
permite a introducao deste dispositivo no sistema analitico.

Microextracao em sorvente empacotado (microextraction by packed sorbent - MEPS)

A técnica foi desenvolvida em 2004, e consiste na miniaturizagao dos volumes dos
dispositivos sortivos da extragao em fase solida, na qual os volumes das amostras e
dos solventes foram reduzidos de mililitros para microlitros. Na MEPS, uma microco-
luna, contendo de 1 mg a 2 mg de sorvente de 50 um e porosidade 60 A, é conectada
a agulha de uma microsseringa de 100 uL a 250 uL. A MEPS possui a vantagem de
reutilizar de 50 a 100 vezes as microcolunas, nao sendo necessario descarta-las, como
na SPE. Porém, a desvantagem é que a extrac¢ao é realizada manualmente, sendo de
dificil automacao. As etapas da extracdo por MEPS consistem em: 1) Adicionar o sol-
vente para ativar a fase extratora para o condicionamento; 2) Adicionar o analito na
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fase extratora da microcoluna por ciclos aspirar/dispensar a amostra (20—250 uL); 3)
Lavar a fase s6lida (clean-up) para a remogao de interferentes; e 4) Eluir o analito com
aliquotas (2050 uL) de solvente organico ou de fase movel e injetar no sistema ana-
litico (Queiroz, 2011).

Microextra¢ao em fase liquida (liquid-phase microextraction - LPME)

Trata-se de uma minituarizagio da extragao liquido-liquido, que combina o
conceito de extracdes com membranas ao uso reduzido de razdes solvente organico/
fase aquosa, conservando os principios observados na LLE convencional (Santos et
al., 2018). A LPME néo necessita de nenhum aparato especifico para sua implanta-
¢ao, podendo ser empregada em duas configuragdes principais: configuragao em
“U”, que utiliza duas microsseringas conectadas a fibra (mais empregada), e confi-
guragao tipo “haste” (“rod-like”), em que uma microsseringa € utilizada para injetar
e coletar a fase aceptora (Magalhaes et al., 2009). A LPME pode ser utilizada de dois
modos: em duas ou trés fases, de acordo com as caracteristicas do analito em estudo
(Oliveira et al., 2008).

Microextra¢ao em gota suspensa (single drop microextraction - SDME)

Foi introduzida em 1996, por Jeannot e Cantwell (1996), e consiste em utilizar uma
microgota de solvente organico imiscivel em 4gua (~50 pL) imersa na solugao da
amostra através de um dispositivo de politetrafluoretileno (PTFE). Apéds a extracao
sob agitacao, o dispositivo era retirado da amostra, e a fase organica injetada no cro-
matdgrafo a gs. Os analitos de alto coeficiente de particao podem atingir altas con-
centragdes, ja que sao transferidos por difusao de um volume alto de amostra (1-5 mL)
para um microextrato (5-50 puL). Como desvantagem, a SDME nao é tdo robusta, pois
pode ocorrer perda de solvente durante a extracdo, durante a etapa de agitagio, e
amostras viscosas ou particuladas precisam passar por pré-tratamento (Pedersen-B-
jergaard et al., 2005).

Extracao em ponteira

A técnica de extragdo em ponteira descartavel (DPX) veio de uma patente
(n° US6566145 B2), desenvolvida pelo Dr. William Brewer, da Universidade da Caroli-
na do Sul, Estados Unidos, em 2003 (Pinto, 2015), e surgiu como alternativa de extra-
¢ao em fase sélida. A técnica DPX é uma técnica baseada no equilibrio de sor¢io do
analito com o sorvente, e utiliza uma ponteira (1 mL ou 5 mL) em que uma pequena
quantidade de sorvente esta contido livremente entre dois filtros, posicionados nas
extremidades superior e inferior. O filtro inferior é permeéavel, para permitir a pas-
sagem de fluido na aspiracao e dispensacao, e o filtro superior é impermeéavel, para
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impedir a passagem da amostra para o interior da pipeta. As etapas da extracdo por
DPX consistem em: 1) Condicionar a fase extratora com um solvente apropriado para
ativacdo dos sitios de ligacoes; 2) Aspirar a amostra para o interior da ponteira e mis-
tura-la a fase extratora por meio da aspiragdo de ar, o qual promove a reten¢ao do
analito no sorvente, formando uma suspensao e permitindo uma extragao rapida e
eficiente; 3) Dispensar a amostra e aspirar um solvente para a remogao dos interferen-
tes; 4) Aspirar o solvente de eluicao, seguido da aspiracao de ar, vérias vezes, para uma
completa dessor¢ao dos analitos. O eluato pode ser injetado no sistema cromatogra-
fico ou evaporado e reconstituido. As vantagens da DPX sio a rapidez, simplicidade,
volume reduzido de amostra, de solvente orginico e uma menor massa de sorvente,
sem necessidade de utilizar o vacuo, como na SPE (Pinto, 2015).

METODOS INSTRUMENTAIS

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série
(LC-MS/MS)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas é, atualmente, a téc-
nica que possibilita a analises de diversas substancias com ampla caracterizacao de
polaridade e massa molecular. Na cromatografia é feita a separa¢do dos componentes
de uma mistura entre duas fases: uma fixa e de grande area superficial, denominada
fase estaciondria, e um fluido que interage com a fase fixa, chamado fase mével. As
partes principais de um cromatdgrafo sdo a bomba, o injetor, a coluna e o detector.
O acoplamento da cromatografia liquida LC a espectrometria de massas MS foi um
processo muito complexo, porque a LC é utilizada para compostos nao volateis, sendo
a fase mével um liquido e, neste estado da matéria, era impossivel introduzir os com-
postos em um analisador MS, que funciona a base de ions na fase gasosa.

LC-MS/MS combina o poder de separacdo do sistema HPLC, e, no ponto de fases
liquidas méveis que saem da coluna, a amostra liquida é pulverizada para produzir
microgotas. Estas evaporam rapidamente, liberando as moléculas de analito ioniza-
das, que podem, entao, ser separadas via MS. Sprays de fluxo de grandes dimensdes
podem se beneficiar de atomizagao adicional ou nebuliza¢io usando alto fluxo de um
gés inerte como o nitrogénio. As principais aplicacdes sdo na pesquisa farmacéutica,
andlise ambiental, analise de alimentos e medicina forense (Bustillos, 2020).

A espectrometria de massas vem sendo largamente utilizada nas 4reas biolégi-
ca e alimenticia devido a algumas caracteristicas da técnica, tais como alta detecta-
bilidade, que permite que concentragdes baixas de substincias sejam detectadas e
analisadas, baixo volume de amostras e uso de interfaces apropriadas para pequenos
volumes, possibilitando a utilizacido de quantidade muito pequena de amostras, pos-
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sibilidade de associacdo com técnicas de separagio, e a utilizacao de misturas agua/
solvente na ionizac¢do, que faz com que a técnica seja ideal para o acoplamento de
sistemas de separa¢ao como HPLC.

A espectrometria de massas é uma técnica para analise a nivel de tragos, espe-
cialmente dos compostos organicos. Entretanto, os analitos devem ser previamente
ionizados. Portanto, este analisador possui, basicamente, uma fonte de ionizagao, um
analisador, detector e sistema de dados.

Na fonte de ions, os componentes de uma amostra sao convertidos em ions. Pela
acao de um agente ionizante, os ions positivos ou negativos sao imediatamente ace-
lerados em direcdo ao analisador de massa. cuja fungdo é separar tais ions de acordo
com a sua relagdo massa-carga (m/z).

No sistema LC-MS/MS, é necessario utilizar uma interface, pois as vazoes utili-
zadas em HPLC sao altas (cerca de 1,0 mL min?), e ndo podem ser bombeadas dire-
tamente ao interior do espectrdmetro, que opera a baixas pressoes (1,3 10 Pa). Essa
interface é uma fonte de ionizacdo, que deve remover grande parte da fase mével e
realizar a ionizag¢ao do analito.

Fontes de Ionizag¢ao

a. lonizagao por eletronebuliza¢ao (ESI)

Na ESI, é emitido um feixe de elétrons de alta energia a partir de um filamento
aquecido, que atinge o fluxo das moléculas. Estas moléculas interagem com os elé-
trons emitidos por um filamento de W ou Re, aquecidos e acelerados por meio de
um potencial de 70 V entre o filamento e o anodo. A colisdo causa uma fragmenta-
¢ao significativa de ions moleculares. O padrao de fragmenta¢ao de um composto
é reproduzivel, e estao disponiveis muitas bibliotecas de dados. Isso permite que
se compare o espectro de massa de um composto da amostra com milhares de
dados em uma biblioteca espectral em questio de segundos, o que simplifica o
processo de determinagao ou confirmag¢ao de um composto. Uma desvantagem é
que a amostra deve ser relativamente volatil, e isso dificulta a analise de compos-
tos de peso molecular alto e da maioria das biomoléculas (Chiaradia et al., 2008).

b. Ionizagdao Quimica (CI)

Na CI-MS, as moléculas da amostra sio combinadas com um fluxo de gas reagente
ionizado, presente em grande excesso quando comparado com a amostra. Quan-
do ocorre a colisao, algumas moléculas sdo ionizadas por varios mecanismos,
como transferéncias de protons, transferéncias de elétrons e formagao de adutos.
Os gases mais utilizados sdo metano, amonia, isobutano e metanol. A escolha do
gés deve ser feita com cuidado, para adequar melhor a afinidade protonica do gas
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a da amostra, a fim de garantir uma ionizagao eficiente sem fragmentacao excessi-
va. A principal vantagem é a producao seletiva de ions quase moleculares [M+H]*
intactos. Como a amostra deve ser rapidamente vaporizada, impede a anélise de
compostos de peso molecular alto e de muitas biomoléculas (Bustillos, 2020).

c. Ionizagao por eletrospray (ESI)

A ionizagao por electrospray é uma técnica usada em espectrometria de massa
para produzir ions usando um electrospray, no qual uma alta voltagem é aplicada
aum liquido para criar um aerossol. Embora seja normalmente considerado uma
fonte de ionizagao, o electrospray é, na realidade, um processo de transferéncia
de ions pré-existentes em solu¢ao para a fase gasosa. De qualquer forma, é facil
entender porqué uma técnica que permite a transferéncia de ions de uma solu¢ao
para a fase gasosa para analise por espectrometria de massas teve, em tdo pouco
tempo, um impulso tdo grande: isto se deve ao fato de a maioria dos processos
quimicos e bioquimicos ocorrerem em fase liquida, envolvendo, muitas vezes, es-
pécies pouco volateis (Chiaradia et al., 2008).

A principal vantagem do electrospray sobre estas outras técnicas é que a dessol-
vatagao ocorre gradualmente em temperaturas relativamente baixas (tipicamente,
em temperatura ambiente até 80 °C), de forma a nao gerar fragmentos e moléculas
ionizadas. Assim, muitos dos ions gerados na fase gasosa mantém exatamente a
mesma estrutura e carga das espécies em solucio, o que é perfeito para analise de
espécies nao volateis e para estudos de especiacido (Crotti et al., 2006).

A técnica de electrospray permite a analise de compostos com peso molecular de até
200.000 Da em equipamentos com pequeno alcance de massas (30 u a 3000 u). Isto
porque, no electrospray, moléculas com alto peso molecular podem ter multiplas car-
gas, que podem ser adquiridas pela ioniza¢do da macromolécula em diversos pontos
da cadeia, ou, mais comumente, pela incorporagao de espécies ibnicas pequenas que
estejam presentes na solugio. Este é o caso, por exemplo, da incorporagiao de NH4*
ou Na* no modo ions positivos, ou de HCOO  ou OH" no modo ions negativos. Obvia-
mente, com a incorporac¢ao destas espécies, além do aumento de carga, ha também
o aumento de massa. Espectrometria de massas com ionizagio por electrospray é
aplicada ao estudo de espécies inorginicas e organometalicas (Moraes; Lago, 2003).

d. Ionizagao Quimica a Pressao Atmosférica (APCI)

Na APCI, o eluente da coluna cromatografica passa por um nebulizador pneuma-
tico, no qual gotas sdo geradas e dessolvatadas. O spray formado passa por uma
regido aquecida na qual o vapor é seco, formando espécies neutras que passam
através de uma corona de descarga. Um campo suficiente para gerar ionizagao
é aplicado na corona. Como o solvente encontra-se em maior concentra¢ao no
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spray do que o analito, este é ionizado, preferencialmente, e passam a ocorrer re-
agdes entre estes ions em fase gasosa e as moléculas neutras do analito, o que da
origem aos ions do analito (Chiaradia et al., 2008). APCI-MS é muito utilizado nas
andlises quimicas de macromoléculas, além de ser a primeira se¢io do espectro-
metro de massas a ser liberada da dependéncia de um sistema de vacuo.

Apbs aionizagao, os ions sdo analisados pelo analisador de massas de acordo com
sua razdo massa/carga (ESI-MS). Varios tipos de amostras podem ser analisadas:
Substancias de polaridade e massa molecular mediana, tais como Hidrocarbo-
netos Policiclicos Aromaticos (PAH), Bifenilas Policlorados (PCBs), 4cidos graxos,
esteroides e ftalatos, substancias sem sitios 4cidos ou basicos, ureias e carbamatos.
As substéncias a serem evitadas s3o as instaveis a temperaturas mais altas e massa
molecular elevada.

Analisadores

Alguns espectrometros de massas combinam varios tipos de analisadores. Os mais
comuns incluem dois ou mais dos seguintes: Quadrupolos, TOF (time of flight), e Ion
trap. Em geral, o primeiro analisador separa os ions, e uma célula de colisao é usada
para os ions do fragmento, separados do fragmento por um segundo analisador.

a. Analisador Quadrupolo

Um analisador de quadrupolo consiste em quatro barras paralelas, arranjadas em
dois pares opostos, com potencial elétrico aplicado. Com a aplicacao de voltagens,
a trajetoria centralizada dos ions é afetada, e somente ions com uma razdo m/z de-
terminada irdo atravessar no centro do quadrupolo, enquanto os outros serao des-
viados da trajetéria central. O espectro de massas é obtido a partir da realizagao
da variagao das voltagens do quadrupolo, de maneira a se realizar uma varredura
em toda a faixa de m/z desejada.

No sistema LC-MS/MS, o triplo quadrupolo é o mais utilizado nas anélises de re-
siduos e contaminantes. A amostra é introduzida e retida inicialmente na coluna,
pela qual a fase mével é bombeada, fazendo com que o analito migre de acordo
com as interac¢des entre as fases movel e estacionaria. Na coluna, estes compostos
sdo separados e eluidos com determinados tempos de retengao (TR). Apés a elui-
¢ao, eles sdo introduzidos no espectrometro de massas na fonte de ionizacgdo, onde
ocorre a ionizagdo e evaporagao do solvente. Formados os ions, estes seguem para
o primeiro analisador, em que os ions precursores, [M+H]* ou [M-H], sao deter-
minados segundo a razao massa/carga (m z?). Apds a determinagao da m z* dos
ions precursores, estes sao encaminhados para uma célula de colisdo, onde se lo-
caliza o segundo quadrupolo, que, através da colisao com o gés argoénio (mais utili-
zado), forma fragmentos que sao determinados no segundo analisador, o terceiro
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quadrupolo. Este processo é chamado de Multiple Reaction Monitoring (MRM), que
permite o monitoramento entre os ions precursores e ions produtos selecionados,
aumentando a sensibilidade nas analises (Bustillos, 2020).

Esse analisador de massas apresenta trés principais vantagens: ele tolera pressoes
relativamente altas, os quadrupolos tém uma significativa escala de massa, com a
capacidade de se analisar uma taxa m z"' de 4000, que é uitil porque a ionizagao por
electropray de proteinas e outras biomoléculas comumente produz distribui¢des
de carga a partir de taxas de mz" de 1000 e 3500. Finalmente, espectrometros de
massas de quadrupolos sdo instrumentos de relativamente baixo custo.

b. Analisador de tempo de v6o - TOF

O TOF-MS baseia-se na medida do tempo que um ion leva para atravessar a fon-
te de ions até chegar no detector. Ao entrar no TOF, todos os ions recebem um
pulso de energia e sao acelerados de maneira diferente, em fun¢io de suas m z.
Assim, os ions chegam ao detector em tempos diferentes. Os ions com menor
m z"'possuem maior velocidade e chegarao primeiro ao detector. Pode-se analisar
compostos de massa baixa e até macromoléculas. TOF é mais sensivel do que o
quadrupolo, pois tudo que entra no analisador chega ao detector. No quadrupolo,
apenas 25% dos ions conseguem atingir o detector.

c. Analisadores de captura de ions (ion trap)

E uma combinagio de campos elétricos ou magnéticos que captura ions em uma
regido de um sistema de vacuo ou tubo de vacuo. Existem dois tipos de espectro-
metros de massas de captura de ions: captura de ions por quadrupolos tridimen-
sionais (também chamada de captura dindmica), e de ressonincia em ciclotron
(captura estatica). Ambas funcionam acumulando ions no seu interior, manipu-
lando correntes alternada e de radiofrequéncia simultaneamente. A captura per-
mite a libera¢do controlada de ions, o que permite analisar sua separa¢io con-
trolada, com uma resolu¢ao muito grande. A possibilidade de capturar ions por
periodos que variam de milissegundos a dias permite a anélise de reacbes de frag-
mentagio extremamente incomuns, dando origem a espectros de massas que nao
podem ser obtidos através de nenhuma outra técnica.

Vantagens desse analisador: alta sensibilidade, na qual os ions sdo pré-concen-
trados e sucessivamente analisados; permite a realizacdo de EM em multietapas,
baixo custo, simplicidade, robustez e dimensao pequena (~ 5 X 5 x 5 cm). As des-
vantagens sao: ineficiente para se medir abundancia relativa dos ions; sujeito a
interferéncia por espécies carregadas e rea¢des intermoleculares; necessidade
de otimizag¢ao simultanea de varios pardmetros para a obten¢ao de dados de boa
qualidade; e baixa resolugao (resolugao “unitaria”).
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Na Embrapa Meio Ambiente foram realizados diversos trabalhos relacionados
ao desenvolvimento e validacao de metodologia para analise de residuos de pestici-
das utilizando a LC-MS/MS em vérios tipos de matrizes: peixes (Ferracini et al., 2014;
Hashimoto et al., 2012; Shiroma et al., 2019; Nunes et al., 2018), solo (Assalin et al.,
2014), cebola (Silva et al., 2017), 4gua (Monteiro et al., 2014), efluentes (Assalin et al.,
2016), soro de cordeiro (Batista et al., 2017), frutas e legumes (Queiroz et al., 2012), man-
ga (Ferracini et al., 2011), 4gua de coco e albamen (Ferreira; Queiroz, 2021), forrageiras
(Assalin et al., 2020), feijao (Concenco et al., 2020), papinha de bebé (Petrarca et al.,
2017), vinho (Miele et al., 2016) e suco de uva (Miele et al., 2015).

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em série
(GC-MS/MS)

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em série
tem permitido uma maior confiabilidade e seletividade nas analises de residuos de
pesticidas em diferentes matrizes. Para seu uso, o pesticida tem que ser volatil e ter-
micamente estavel. Apesar de hoje ser muito utilizada a técnica LC-MS/MS, alguns
pesticidas, como os organoclorados e piretrbides, sdo mais sensiveis a8 GC-MS, e um
numero significativo de pesticidas é detectado em baixas concentra¢es em ambas as
técnicas (Pico et al., 2020). A espectrometria de massas com uso de triplo quadrupolo
(QqQ) garante uma maior sensibilidade, utilizando monitoramento de rea¢oes mul-
tiplas (MRM). Geralmente sdo monitoradas duas transi¢oes: uma para quantificagao,
e outra para confirmagao. A combinacio do tempo de retengio e transicdes MRM (2
ions produtos) sao excelentes pardmetros para correta identificagio e confirmagao do
pesticida em estudo. A introdugao do extrato da amostra ocorre, geralmente, em inje-
tores SPL (split/splitless), ou vaporizagdo por temperatura programada (Programmable
Temperature Vaporizing - PTV), em que sao injetados volumes maiores. A separacdo
cromatografica ocorre em uma coluna que esta inserida em um forno com programa-
¢ao de temperatura.

As fontes de ionizagao por elétrons (Electron ionization - EI) e a ionizagao por pres-
sao atmosférica (Atmospheric-pressure chemical ionization - APCI) s3o utilizadas na maio-
ria das anélises de pesticidas, sendo a segunda, para GC, utilizada mais recentemente
(Saito-Shida et al., 2020). No entanto, o uso da EI permite a fragmentacao uniforme e
reprodutivel em qualquer equipamento de GC-MS que utilize essa fonte com energia
de ionizag¢ao padrao de 70 eV, permitindo a comparagao dos espectros com as biblio-
tecas existentes, como a NIST (National Institute of Standards and Technology). Outras
técnicas sdo combinadas com essa, como microextragao em fase sdlida (SPME), hea-
dspace (HS) (Li et al., 2018), microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) (Carro
etal,, 2012), as quais trazem vantagens dependendo do pesticida e da matriz analisada.



http://lattes.cnpq.br/1361874284405418
http://lattes.cnpq.br/6614285934767123

Agricultura & Meio Ambiente: A busca pela sustentabilidade

Apesar de serem técnicas em conformidade com o principio da quimica verde, com
reducio do uso de solvente, a metodologia de extragdo QUEChERS, que também inovou
com a redugdo de uso de grandes volumes de solventes na extragao, desenvolvida por
Anastassiades et al. (2003), tem sido amplamente utilizada em conjunto com a técnica
GC-MS/MS, na qual foi possivel, em uma tinica analise, detectar e quantificar diferentes
classes de pesticidas, e, assim, otimizar e validar os métodos multiresiduos. Na GC-MS/
MS, ocorre em muitos casos o uso da metodologia QUEChERS, o efeito matriz. Esse efeito
ocasiona um aumento de resposta do sinal quando constituintes da matriz criam sitios
ativos no sistema cromatografico, causando um aumento de eficiéncia de transferéncia
do analito, aumentando, assim, a resposta do sinal na presenca da matriz. Isso pode ser re-
solvido com o uso de curva de calibragio na matriz (matrix-matched) (Lehotay et al., 2010).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos de desenvolvimento e validagao
de metodologia para anélise de residuos de pesticidas utilizando GC-MS/MS em
amostras diversas: frutas (Tankiewicz, 2019), sedimento (Dutra et al., 2019), agua (Ba-
rizon et al., 2019), solo (Paraiba et al., 2011), cebola (Silva et al., 2017), 4gua de coco e
albamen (Ferreira; Queiroz, 2021), graos de soja (Queiroz et al., 2017), e por GC-MS/
MS (detector tipo Ion Trap) em pélen apicola (Oliveira et al., 2016).

LIMITES M;&XIMOS DE RESIDUOS (LMR) ESTABELECIDOS
PELAS AGENCIAS REGULADORAS

O Limite Méaximo de Residuos (LMR) é a quantidade méxima de residuo de agro-
toéxico ou afins oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicagao adequa-
da em uma fase especifica, desde sua produgao até o consumo. LMR sao expressos em
miligrama de residuo por quilograma de alimento (mg Kg"), estipulados pelos 6rgaos
reguladores nacionais e internacionais. A extrapola¢ao desses limites nos alimentos
pode gerar litigios comerciais entre paises exportadores e importadores, levando a
criacdo de Barreiras Técnicas Comerciais.

O Codex Alimentarius é um Programa Conjunto da Organizag¢ao das Na¢oes Unidas
para Agricultura e Alimenta¢ao (FAO) e da Organizacdo Mundial da Satiide (OMS).
Este documento se tornou um ponto de referéncia mundial para os consumidores,
produtores e elaboradores de alimentos, para os organismos internacionais de con-
trole e comércio de alimentos. Sua influéncia se estende a todos os continentes, e sua
contribuicdo a prote¢io da satide dos consumidores e a garantia de praticas equitati-
vas no comércio de alimentos é incalculavel. O Codex Alimentarius determina Limites
Maéximos de Residuos (LMR) de agrotoxicos nos produtos de origem animal ou vege-
tal destinados ao consumo. No entanto, suas decisdes tém apenas um carater consulti-
vo, e nao deliberativo, o que permite a possibilidade de interpreta¢des divergentes dos
critérios de analise adotados pelas partes interessadas.
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O Codex Alimentarius segue recomendagoes de institutos de pesquisas e grupos de
peritos em agrotoxicos da FAO, da OMS e da Joint Meeting on Pesticides Residues (JMPR).
A legislacao internacional determina LMR para diversos ingredientes ativos (IA) em di-
ferentes commodities, servindo de referéncia para substancias nao contempladas pelas
legislacoes nacionais, e contestagoes sao levadas a Organizacao Mundial do Comércio.

No caso do Brasil, o estabelecimento de LMR esté previsto na legislagdo de agro-
toxicos, mais especificamente no Decreto n° 4.074/2002, sendo esta uma atribui¢io do
Ministério da Agricultura e Ministério da satde. A determinagao de LMR por par-
te do Codex interessa aos paises exportadores, mas nem sempre sio adotadas, espe-
cialmente pelos paises importadores que possuem 6rgaos reguladores consolidados
e regras restritivas para o controle de agrotdxicos. Estes consideram que os padroes
estabelecidos pelo Codex nem sempre sio apropriados para todos os paises (OMC,
2012). Os limites estabelecidos levam em consideragao estudos de residuos em cultu-
ras tratadas e a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA), que é a quantidade méaxima de agro-
téxico que um determinado individuo pode ingerir por dia, durante toda a vida, sem
que sofra danos a satide por tal ingestao.

Dentre as limitacoes dos LMR estabelecidos pelo Codex estao as diferencas edafocli-
maticas regionais, que podem refletir nos resultados dos estudos de residuos, as diferen-
cas das condi¢des na geragio e analise dos estudos de residuos (como praticas agricolas
na conducio do experimento, metodologia e equipamentos laboratoriais para anélise
dos residuos), assim como os habitos alimentares de cada pais, os quais podem significar
maior ingestao diaria de determinados alimentos. Para superar essas limitagGes, a comis-
sdo do JMPR adota fatores de correcao e fatores de incerteza (ambos discricionarios), o
que deixa espago para que paises importadores argumentem pela necessidade de maior
protecdo para os consumidores, enquanto os paises exportadores podem alegar a neces-
sidade de atender as praticas agronémicas de producao (Codex, 2005; 2013).

A Comissao do Codex é composta por varios comités com diferentes finalidades.
Um deles, o Comité sobre Residuos de Pesticidas, é responsavel por: estabelecer e
publicar uma lista dos LMR para cada cultura agricola/agrotoxico; elaborar as listas
prioritarias de agrotdxicos a serem avaliados/reavaliados pelo JMPR (grupo de peritos
da FAO/OMS que presta aconselhamento cientifico ao Comité); e determinar méto-
dos de amostragem e anélise de residuos de agrotoxicos (Hermida et al., 2015).

No Brasil, os padroes de qualidade para os corpos superficiais de dgua sao preco-
nizados pela Resolugao n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente, CONAMA
(Brasil, 2005), que dispde sobre as diretrizes ambientais para o enquadramento de
qualidade de rios e corregos (Ferraz; Andreola, 2019). Nesta resolucao sao estabele-
cidas concentragdes maximas permissiveis de metais e alguns compostos organicos
para aguas doces, salinas e salobras, classificadas segundo seu destino de uso e pre-
servacao das comunidades aquaticas (Brasil, 2005).
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Com relagao as dguas destinadas ao consumo humano, quanto a sua ingestao,
valores maximos permissiveis devem estar de acordo com a Portaria de Consolida-
¢ao n° 05/2017, do Ministério da Satde, e com a resolu¢io da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), RDC n° 275/2005 (Brasil, 2017; Brasil, 2005; Ferraz; An-
dreola, 2019).

PROTOCOLOS PARA VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Para que um método analitico seja confiavel e adequado ao uso pretendido, ha
necessidade de valida-lo por meio de avaliagdo de diversos parimetros, conforme
descritos abaixo. Os parametros, bem como modelos de calibragao, sao elaborados,
otimizados e validados visando uma analise livre de interferéncias nas amostras, a
fim de atingir os LMR estabelecidos pelos 6rgaos normalizadores nacionais e interna-
cionais (Inmetro, 2007; European Commission, 2002; EURACHEM, 2012; European
Commission, 2017, CODEX, 2013).

Seletividade

Ea capacidade do método analitico de distinguir o analito (substancia de interes-
se) dos demais componentes da amostra. Desta forma, certifica-se que a resposta do
analito seja capaz de ser determinada independentemente de todos os componentes
presentes nas amostras, sem quaisquer interferéncias (Ribani et al., 2004).

Efeito matriz

Trata-se de um pardmetro que permite avaliar se a curva analitica deve ser cons-
truida a partir da amostra (matriz ou extrato) ou no solvente. O fendmeno de supres-
sao, ou aumento de ions, ocorre quando se emprega a cromatografia liquida acopla-
da a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), ou a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas sequencial (GC-MS/MS), e podem influenciar
e conduzir a erros na quantificagio dos analitos, bem como a detecgdo, a exatidao e a
precisao do método. Algumas estratégias, como a dilui¢ao da amostra, sao utilizadas
para reduzir o efeito matriz. Quando o efeito matriz indica um aumento ou supressio
de sinal significativamente alto, sugere-se que a determinac¢io do analito seja realiza-
da na curva a partir da amostra (Ferrer et al., 2011).
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Linearidade (faixa linear)

A linearidade é determinada a partir de uma faixa de concentragao do analito,
dada pela variavel (x) estabelecida em uma curva analitica, e a capacidade de obten-
¢ao de resposta do equipamento, dada pela variavel (y), quando produz uma equagio
de regressao linear, a partir dos coeficientes de inclinagao da curva, (a) e (b), de in-
terse¢do da curva com eixo y, quando x=0, dada pela equagio: y=ax+b. Além disso, a
linearidade pode ser calculada utilizando o coeficiente de correlagio (r), bem como
através do coeficiente de determinacio (R?), e os ajustes sdo considerados satisfatorios
quando estdo iguais ou acima de 0,99 (European Comission, 2017).

Exatidao

A exatiddo corresponde aos resultados de um valor de referéncia comparados ao
de um determinado ensaio, mostrando a existéncia de erros sisteméticos e o grau de
concordancia. Existem alguns procedimentos que podem avaliar a exatiddo, como:
materiais de referéncia, adi¢do padrao, comparacio de métodos, e, um dos mais utili-
zados, os ensaios de recuperagao. Os valores aceitaveis de recuperacio podem variar
de 50-150%, com precisao de até + 20% (European Comission, 2017; Lancas, 2004).

Precisao

A repetitividade ou precisao intra-dia avalia a proximidade dos resultados partin-
do de uma mesma amostra, bem como a concordincia entre sucessivas medi¢oes sob
as mesmas condi¢oes de um mesmo método como repeti¢des, procedimento, instru-
mento, local, mesmo analista e mesmo dia. Pode ser calculada utilizando a estimativa
do desvio-padrao relativo, expressa em RSD, e coeficiente de variagao (CV), com va-
lores aceitos de até 20%. Ja a precisdo intermediaria, ou intra-dia, avalia se a mesma
amostra corresponde aos mesmos resultados, utilizando o mesmo laboratério, e va-
riando condi¢des como tempo, analistas e equipamentos (Ribani et al., 2004).

Limite de detec¢iao (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ)

O limite de detecgao (LOD) determina a menor concentragao do analito que pode
ser detectada pelo equipamento, enquanto o limite de quantificagao (LOQ) corres-
ponde a menor concentracio que pode ser quantificada e obtida experimentalmente
utilizando o método, desempenhado com veracidade e precisao. O LOD e LOQ po-
dem ser calculados considerando trés métodos: parimetros da curva analitica, visual
ou relacao sinal ruido (European Commission, 2017; Ribani et al., 2004).
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Limite de decisao (CCa) e capacidade de detecgao (CCP)

Sao parametros definidos que medem o desempenho do procedimento analitico
considerando a incerteza da medig¢do no nivel de concentra¢io no qual se toma algu-
ma decisio, o chamado nivel de interesse (CE 657, 2002). O CCa é o limite a partir do
qual se pode concluir que uma amostra nao é conforme, com uma probabilidade de
erro de a. O erro o é a probabilidade de uma amostra analisada ser conforme apesar
de se ter obtido um resultado nao conforme (falsa decisdo nao conforme). O CC é o
teor mais baixo de substancia que pode ser detectado, identificado e/ou quantificado
em uma amostra com uma probabilidade de erro de B. Esses parametros sao utiliza-
dos para reportar os dados sobre residuos em produtos de origem animal. Em caso de
substancias em que nio esta definido um limite permitido, a capacidade de detec¢io
é a concentragao mais baixa a que o método é capaz de detectar nas amostras real-
mente contaminadas com uma certeza estatistica de 1 - 8. No caso de substincias com
um limite permitido estabelecido, a capacidade de detecgdo é a concentracdo a que
o método é capaz de detectar concentragdes nele com uma certeza estatistica de 1 - p.

Para obter o CCa e 0 CCP, sdo realizadas analises de 20 amostras da matriz branco
fortificada com o analito no valor do LMR. De acordo com a Comunidade Europeia,
para o calculo do CCP deveriam ser fortificadas 20 amostras da matriz branco no va-
lor de CCoa.. Porém, para simplificar o método, o Mapa adotou calcular os dois para-
metros com a fortificacdo de 20 amostras da matriz branco também no LMR, visto
que os valores de LMR e CCa sdo muito proximos. Os parametros sao calculados com
as Equacoes1e 2:

CCa=LMR +1,64 G (D
CCB=CCoa+1640G (2)
em que: ¢ = Desvio-padrao das 20 medidas.

Esses dois pardmetros foram introduzidos pela Comunidade Europeia, sendo que
o CCP é mais utilizado para triagem, quando se quer processar muitas amostras em
pouco tempo para detectar a presenca do composto e eleger amostras nao conformes.
Nos métodos de confirmacio, sio exigidos tanto o CCa quanto o CCB. O CCa. é mais
importante, pois determina a concentracao a partir da qual se considera uma amostra
como nao conforme, com uma probabilidade de erro de a. O erro o é a probabilidade
de uma amostra analisada ser conforme apesar de se ter obtido um resultado nao con-
forme (falsa decisdo nao conforme). Os erros a. e B estao apresentados na Tabela 15.1.
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Tabela 15.1. Teste de hipétese para residuos e contaminantes e a presenga de falsos positivo e negativo.

Residuos e Contaminantes
Ausente

Teste de Hipotese

Resultado  Negativo Verdadeiro negativo Falso negativo (Erro [3)
do Teste Positivo Falso positivo (Erro o) Verdadeiro positivo

APLICACOES DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINAGAO DE RESIDUOS E CONTAMINANTES

Comportamento dos xenobiéticos no ambiente

Xenobidticos sao produtos estranhos ao ambiente. Contém anéis aromaticos e
aliciclicos, ou seja, produtos derivados de benzeno ou do petréleo, incluindo os pes-
ticidas e, destes, os cloroaromaticos, como cloroanilinas, cloroacetamidas e triazinas
representam classes de pesticidas mais utilizadas mundialmente, estando em um ex-
tremo de persisténcia no ambiente. Dentre as cloroanilinas, citam-se os seguintes pes-
ticidas: linuron, diuron, propanil, alachlor, procimidone, que tém como metabdlitos
comuns 3,4 ou 3,5-dicloroanilina (Melo, 2021).

Pesticidas sao substancias biologicamente ativas projetadas para interferir nos pro-
cessos metabolicos e controlar pragas, doengas e plantas daninhas. Como geralmente
possuem algum grau de toxicidade, é importante compreender o destino ambiental des-
tes compostos, e avaliar sua exposi¢ao potencial e riscos associados para a satide humana
e o meio ambiente. A aplicacio de pesticidas em areas agricolas pode levar ao transporte
de uma fragao destas substancias para outros compartimentos ambientais. A compreen-
sdo dos processos quimicos, fisicos e bioldgicos que controlam os comportamentos dos
pesticidas no ambiente é fundamental para identificar e desenvolver estratégias capazes
de reduzir possiveis impactos adversos a ele e a saiide humana (Rice et al., 2007).

O destino e o comportamento de um pesticida no solo e 4gua sao governados por
uma variedade de fatores fisicos, quimicos e biolégicos, muitas vezes complexos e
dindmicos. Estes incluem sor¢ao-dessorcao, volatilizagao, degradacdo quimica e bio-
légica, absorgao pela planta, escoamento superficial e lixiviagao. O transporte de pes-
ticidas do solo para a 4gua, ar ou alimentos é controlado diretamente por esses pro-
cessos. A sor¢ao/dessor¢ao e degradacio (bidtica e abidtica) sdo considerados os mais
relevantes, ja que a maior parte dos pesticidas aplicados é retida por constituintes do
solo, organicos e inorganicos, e/ou degradada por processos quimicos ou microbiolé-
gicos (Arias-Estévez et al., 2008; Wauchope et al., 2002).

A sor¢ao é um processo importante que regula a acessibilidade de pesticidas a
organismos-alvo e seu potencial para atingir organismos néo-alvo, por exemplo, por
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meio da contaminagao da agua. Por sor¢ao, nos referimos ao processo fisico-quimico
pelo qual um pesticida presente na solugao do solo se liga as particulas deste. A maté-
ria organica e os minerais de argila sdo os principais constituintes do solo envolvidos
na sor¢do dos pesticidas. No entanto, diferentes mecanismos de sor¢o, incluindo tro-
ca i6nica, ponte catidnica, transferéncia de carga, ligacdo de hidrogénio e interagdes
de Van der Waals, podem ocorrer em solos, dependendo das propriedades de superfi-
cie dos sorventes e das caracteristicas de carga dos pesticidas (Weber, 2018).

A transformacao e degradacio dos pesticidas é fundamental para atenuar os seus
niveis de residuos no solo. Este processo é influenciado por fatores abidticos e bidti-
cos, e pode seguir caminhos complexos, envolvendo uma variedade de intera¢des en-
tre microrganismos, constituintes do solo e a molécula. Assim, as taxas de degradagao
dependem de muitas propriedades microbioldgicas, fisicas e quimicas do solo, bem
como das propriedades do pesticida (Arias-Estévez et al., 2008; Fenner et al.,, 2013).

Estudos cinéticos revelaram vérias interagdes entre sor¢io e degradagao. E comu-
mente aceito que os produtos quimicos sorvidos sio menos acessiveis aos microrga-
nismos, e que a sor¢ao consequentemente limita sua degradagio, bem como seu trans-
porte. No entanto, embora mais lenta do que em solugao, a degradacdo dos produtos
quimicos sorvidos nao é necessariamente desprezivel, e um aumento na sor¢io nio
necessariamente acarreta uma reducao proporcional na degradacao (Lewis et al., 2016).

Os pesticidas aplicados no solo podem mover-se para as aguas superficiais por
meio do escoamento e da erosdo do solo, para as aguas subterraneas por lixiviagdo, e
para a atmosfera por volatilizagao e deriva. O transporte de pesticidas pelo escoamen-
to superficial e seu impacto na qualidade da agua é uma das principais preocupagoes
relacionadas ao uso destas substancias (Yang et al., 2016).

A Embrapa Meio Ambiente tem participado de pesquisas com o objetivo de com-
preender os fatores que impactam o transporte de pesticida das areas agricolas para
outros compartimentos ambientais, com especial aten¢do para os processos mais
relevantes em ambientes tropicais. A manutenc¢io da palhada na superficie do solo,
pelo plantio direto de graos ou colheita mecanica da cana de agticar, além de trazer
intimeros beneficios para a conservagao do solo e da dgua, também tem grande influ-
éncia no escoamento superficial dos agrotoxicos. Trovato et al. (2020) demonstraram
que a influéncia da palhada sobre o transporte em superficie de pesticidas depende
das caracteristicas fisico-quimicas das moléculas. A fragao de pesticidas transportada
via escoamento superficial foi maior na presenca de palhada para moléculas com alta
solubilidade em 4gua. Ja para moléculas com menor solubilidade, a palhada auxiliou
na reducao das perdas pelo transporte na superficie do solo.

Pesquisa semelhante foi conduzida por Vaz et al. (2021), que concluiu que os resi-
duos vegetais mantidos na superficie do solo com o advento da colheita mecanizada
na cultura de cana-de-agtcar nao foram capazes de reduzir as perdas por escoamento
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superficial de moléculas com alta solubilidade em agua. Por outro lado, a partir da ma-
nutencao de 50% da quantidade de palhada na superficie do solo (7 t ha"), foi possivel
reduzir substancialmente as perdas das moléculas com menor solubilidade em agua.
Tal resultado é de grande relevancia para o setor sucroenergético, pois indica a quanti-
dade de palhada que pode ser removida do campo para geracdo de energia sem com-
prometer os beneficios ambientais oriundos de sua manutengao na superficie do solo.

Programas de monitoramento da qualidade de agua

Os agrotdxicos sdo substancias utilizadas no controle de pragas na agricultura, e
por esta razao sao considerados de grande importancia para a obten¢ao dos elevados
niveis de produtividade observados nesta atividade nas tiltimas décadas. No entanto,
o uso dos agrotdxicos tem levado a uma série de questionamentos relacionados a sat-
de humana e ao meio ambiente (Gerénimo et al., 2014; Dellamatrice; Monteiro, 2014;
Hunt et al., 2016; Laabs et al., 2007; Ogbeide et al., 2015).

A contaminacao dos recursos hidricos por agrotéxicos tem sido registrada em di-
ferentes paises e regides no mundo (Iturburu et al., 2019; Papadakis et al. 2015; Zhou et
al., 2020). O transporte dos agrotdxicos das areas de agricultura até os corpos d”agua
se da principalmente pelo escoamento superficial (Vaz et al., 2021), fluxo subsuperfi-
cial no perfil do solo, deriva e fontes pontuais de contaminagao (Tang et al., 2012).

Diante deste cenario, é fundamental que se monitorem os niveis destes compostos
quimicos nas aguas, possibilitando o estabelecimento de tendéncias espago-tempo-
rais que, por sua vez, possam subsidiar acoes e politicas publicas que visam mitigar
eventuais situacoes de risco a populagio e ao meio ambiente.

No Brasil, os agrotoxicos tém sido detectados principalmente em aguas superfi-
ciais. No entanto, os estudos disponiveis sdo escassos e concentrados em poucas re-
gides de relevincia agricola. Na maioria destes estudos, os herbicidas sao a classe de
agrotoxicos com maior frequéncia de detecgao, seguidos dos fungicidas e inseticidas,
cujas proporcdes sdo aproximadas. Em rela¢ao aos riscos, os inseticidas sdo as subs-
tancias que trazem maior preocupacio a biota aquatica (Albuquerque et al., 2016; Ma-
chado et al., 2016).

Com o objetivo de monitorar a qualidade dos mananciais utilizados para o abas-
tecimento da populagdo, o Ministério da Satde coordena o Programa Nacional de
Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (Vigiagua). Os dados de
qualidade de agua, incluindo a quantidade de agrotdxicos, sao inseridos no Sistema
de Informagio de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (Sisa-
gua) por estados e municipios, ou ainda pelas empresas prestadoras de servigo de
abastecimento de dgua. Até 2021, o Vigiagua monitorava um total de 27 ingredientes
ativos. Com a publica¢ao da portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021, 0 programa
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passou a monitorar um total de 54 substdncias, entre as moléculas de agrotéxicos e
alguns de seus metabdlitos (Brasil, 2021).

A participagao dos municipios no Vigiagua ainda é pequena, mesmo com o au-
mento gradual observado ao longo dos anos, e esta relacionada ao nivel de desenvol-
vimento econémico da regido. O niimero de municipios participantes do Vigiagua é
maior nas regides sul e sudeste, e muito baixa na regiao norte. Além disso, a padroni-
zagao insuficiente da expressdo dos resultados analiticos torna dificil a interpretagio
do conjunto de dados disponiveis no sistema, inconsisténcia que pode ser atribuida a
falhas no preenchimento do Sisagua, uma vez que cada usuario é responsavel por esta
atividade (Barbosa et al., 2015).

A Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (Cetesb) é responsavel por uma
rede de monitoramento da qualidade da 4gua, incluindo os agrotéxicos. Em parceria
com a Embrapa Meio Ambiente, a Cetesb coordenou um projeto de pesquisa com o
objetivo de aprimorar o seu programa de monitoramento de agrotdoxicos. Além das
moléculas legisladas, foram incluidos também compostos nao legislados, mas rele-
vantes em termos toxicoldgicos ou de quantidade utilizada. Os resultados indicaram
que o consumo de agua oriunda dos mananciais monitorados no estado de Sao Paulo
nao acarreta riscos para a populacgdo. Por outro lado, concentracdes acima de critérios
nacionais e internacionais para prote¢io da vida aquética foram observadas para os
agrotoxicos 2,4-D, clorpirofés, fipronil, imidacloprido e malation. (Cetesb, 2021).

Em um trabalho realizado por Monteiro et al. (2014), alguns residuos de herbici-
das, como ametrina, atrazina, simazina e tebutiuron, foram determinados em niveis
entre 0,01-10,3 g L™. Em 2010, analises fisico-quimicas e ecotoxicologicas também fo-
ram utilizadas para avaliar a qualidade de amostras da 4gua do rio Corumbatai, (4gua
bruta - RW; filtrada - FW; e tratada - TW), processadas pela Estacao de Tratamento de
Agua (ETA) de Piracicaba, SP. Da mesma forma, trihalometanos, tais como clorofér-
mio e bromodiclorometano, produzidos como resultado do processo da ETA, foram
também encontrados em concentragdes que nao prejudicam a satide ambiental ou
humana. Concentragdes de cloro livre elevadas foram encontradas nas amostras de
adgua FW e TW, e foram os provaveis responsaveis pelos efeitos de toxicidade observa-
dos na alga Pseudokirchneriella subcapitata e no microcrutaceo Dapnhia magna.

Por outro lado, resultados dos testes de toxicidade realizados com Hydra attenuata
mostraram que este organismo é resistente a dgua clorada, sendo um organismo po-
tencial a ser utilizado para avaliagdes ecotoxicologicas em 4guas tratadas. O trabalho
mostrou que estes testes de toxicidade simultdneos com analises quimicas sdo tteis
para descobrir relaces de causa-efeito existentes entre supostos resultados toxicos,
fisicos e quimicos, e, desse modo had uma melhora na interpretacao de dados de qua-
lidade da agua.
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Estudos ecotoxicoldgicos (bioconcentra¢io)

A bioconcentracio é um fenémeno que ocorre quando a velocidade de absor¢ao
de um composto é maior do que a velocidade de eliminagdao do mesmo, resultando
em seu acimulo no organismo do animal, sendo a forma mais direta de avaliar o
actimulo de substancias em organismos aquaticos. E um fenémeno importante para
prevenir a contaminagao de peixes utilizados como alimentos para o consumo huma-
no, para proteger o ambiente aquatico e observar a manifestacao de efeitos subletais
do composto em organismos nao alvo (Jonsson, 1991).

A bioconcentragao é estimada pelo fator de bioconcentragao (FBC), que é calcula-
do de acordo com a Equagao 3, sendo uma relacio entre a concentracio da substincia
no tecido do peixe (Cf) e a concentrag¢ao na agua (Cw), quando se atinge o equilibrio
aparente durante a fase de acimulo do composto (Jonsson, 1991):

FBC = Cf/ICw 3

Quando uma determinada concentragao de um agente toxico (antibiéticos, agro-
toéxicos, metais pesados) é adicionada a 4gua em que os peixes sao criados, podem ser
realizados ensaios de bioconcentragio. Voogt et al. (1990) estudaram o acimulo de
agrotoxicos como dibenzodioxinas policloradas em peixes e outras espécies aquati-
cas, Como crustaceos.

Esses estudos de bioconcentragao também ja foram realizados para avaliar inse-
ticidas como cipermetrina clorpirifés (Bonansea et al., 2017), endolsulfan (Jonsson,
1991), fArmacos como ibuprofeno em peixe boi de cabeca chata e bagre americano
(Nallani et al., 2011), de sulfonamidas, fluoroquinolonas, macrolideos e cloranfenicol
em 4gua, sedimento, produtos marinhos e utilizados na alimentagao, como camarao,
ostras e caranguejo (Zhang et al., 2018), e metais pesados como merctrio (Cember et
al., 1978). Na Embrapa Meio Ambiente foi verificada também a bioconcentra¢io dos
herbicidas ametrina, diuron, hexazinone e tebutiuron utilizados em cana de agticar
em tilapia (Jonsson et al., 2019), cana de a¢ucar (Cerdeira et al., 2015), milho (Paraiba,
et al., 2010), e sulfametazina em tilapia (Nunes et al., 2018).

Avaliar a bioconcentragao é relevante para confrontar os dados de acimulo de um
composto em determinado organismo com os valores de IDA propostos pela OMS.
Por meio deste ensaio, pode-se também estudar a redugiao do composto dos tecidos
do organismo quando cessa a exposi¢ao e calcular o tempo de deplecao de residuos
dos peixes (Jonsson, 1991). Com essas informagdes, podem-se estabelecer recomen-
dagdes técnicas aos produtores, a fim de obter um produto seguro para consumo e
potencialmente comerciavel.
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Seguranca dos alimentos

Os alimentos desempenham fun¢ées importantes no fornecimento de energia e
nutrientes, contribuindo para o desenvolvimento e satide do ser humano e do animal.
Contudo, a agdo antropogénica no tratamento contra doengas, pestes e 0 aumento
para a producio de alimentos tém como consequéncia a introducio de medicamen-
tos veterinarios e agrotoxicos em matrizes alimentares de origens animal e vegetal.
Algumas dessas substincias ainda foram pouco estudadas e o conhecimento sobre
elas é escasso. Sdo recentes as descobertas dos riscos da presenca dessas substancias
nos alimentos, por isso sdo caracterizadas como contaminantes (Almeida, 2011; Pres-
tes et al., 2009).

A garantia de seguranca e qualidade do alimento é uma preocupagio dos consu-
midores, que tém se atentado a possibilidade de contaminagao em varios setores do
processo produtivo, e isso tem se tornado um dos grandes desafios no controle quan-
do associados as misturas de contaminantes. Adicionalmente, o nimero desses conta-
minantes introduzidos nos alimentos tem preocupado em decorréncia da capacidade
de sofrerem bioacumulagdo, podendo se transformar em substincias mais nocivas, e
o numero desses compostos inseridos na alimentagao, de forma acidental ou inten-
cional, vem aumentando exponencialmente (Sousa et al., 2010; Ajikumar et al., 2010).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) realiza, desde 2001, o Progra-
ma de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (Para), uma a¢do do Siste-
ma Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), coordenado pela Anvisa, em conjunto
com 6rgaos estaduais e municipais de vigilincia sanitéaria e laboratérios estaduais de
saude publica. A anélise consiste em identificar os tipos de agrot6xicos presentes nos
alimentos, verificar se sdo autorizados para aquela cultura, e se estao dentro do limite
méximo de residuos (LMR) permitido pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2016).

Ao longo dos 15 anos do Para, detectou-se ingredientes ativos nao autorizados para
a cultura ou nao autorizados no pais, sendo que a partir do ano de 2007 ocorreu um
aumento deste percentual, chegando, em 2008, proximo de 90% dos ingredientes
ativos detectados (Lopes et al., 2021). O resultado apresentado pelo Para serve para
subsidiar as acoes de fiscalizagio da vigilancia sanitaria e dar suporte a uma estima-
tiva de exposi¢ao alimentar aos agrotdxicos, o que é imprescindivel na reavaliagao
dos ingredientes ativos ja registrados, além de fornecer informagées ao Ministério da
Agricultura para orientar as a¢des de fiscalizagao no campo. Outro avango proporcio-
nado pelos resultados do Para foi a criagao de legislagoes especificas para o controle
e a fiscalizacdo da rastreabilidade de hortifrutis em toda a cadeia produtiva desses
alimentos, possibilitando aos fiscais mapear e penalizar os responsaveis por casos de
amostras irregulares.
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O fato de o perfil de irregularidades prevalentes nos alimentos ser de ingredientes
ativos ndo autorizados para a cultura, ou nao autorizados no pais, traz uma preocupa-
¢ao ainda maior quanto ao risco existente, ja que estas substincias nao estio incluidas
nos calculos da ingestao diaria aceitavel (IDA). O préprio procedimento utilizado para
o célculo da IDA também é bastante questionavel, em decorréncia da fragilidade das
evidéncias cientificas que o sustenta. Além disso a IDA desconsidera os efeitos sinér-
gicos de outras drogas ou outros fatores intervenientes do préprio agrotdxico ou da
sua agao sinérgica a outros produtos quimicos (Carneiro et al., 2015)

Novos estudos sdo necessarios para a compreensdo da permanéncia ou do aumen-
to da presenca de agrotoxicos, autorizados ou nio, nos alimentos comercializados no
pais, diante da farta evidéncia dos prejuizos que acarretam a satide. Destaca-se a exis-
téncia do monitoramento e a identificacdo da presenca de residuos de agrotoxicos
proibidos no pais ou para a cultura, ou acima dos limites permitidos, possibilitando
um alerta ainda maior para a sociedade.

Outras aplicagGes - Wetlands

Contaminantes emergentes que abrangem diversos produtos quimicos, como co-
rantes, firmacos, estrogénios, polimeros e outros, acabam de diversas maneiras con-
taminando corpos d’agua. Esses produtos sdo um grande problema para as empresas
de tratamento de 4gua das grandes cidades.

Um sistema natural de tratamento de 4dgua, conhecido por wetlands, que utiliza
plantas aquéticas (macroéfitas) para remover poluentes, mostrou-se eficaz na elimi-
nacao de moléculas de dificil remogao. Esse estudo foi realizado em escala laborato-
rial para a remog¢ao dos hormonios etinilestradiol (EE2) e levonorgestrel (LNG), e o
composto quimico bisfenol A (BPA), todos considerados contaminantes emergentes
e de grande preocupagio nas estagdes de tratamento de agua. A maior eficiéncia de
remogao dos interferentes foi obtida em um sistema que combinou minipapiro com
carvao de bambu (Campos et al., 2019).

A tecnologia desenvolvida apresentou resultados muito promissores e tem gran-
de potencial de aplicagao, inclusive em comunidades rurais isoladas. No entanto, as
wetlands ainda ndo sdo muito empregadas no Brasil (Campos et al., 2019).

Bioindicadores de contamina¢ao ambiental

A simples mensuragdo dos niveis de substancias quimicas presentes no ambien-
te nao é suficiente para revelar os reais efeitos adversos da contaminagao. Torna-se
necessaria a avaliacao dos efeitos biol6gicos da contaminagio em diversos niveis hie-
rarquicos. A utilizacdo de uma bateria de bioindicadores nos permite avaliar e for-
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mular um retrato detalhado dos diferentes efeitos das diversas formas de polui¢iao
nos organismos aquaticos, sendo possivel diferenciar o efeito dos agrotéxicos. Esses
bioindicadores sio definidos como componentes bioldgicos, células, processos bio-
quimicos, estruturas e fungdes bioldgicas, alteradas quando em contato com compos-
tos xenobiéticos. Indicadores em diferentes niveis de organizagao bioldgica fornecem
informacoes complementares, necessarias para a analise de risco ecolégico. A incor-
poracao dos bioindicadores nos programas de vigilancia e controle da contaminag¢io
ambiental do meio aquatico proporcionarda um conhecimento mais preciso da quali-
dade ambiental (Arias et al., 2007).

Torna-se necessario investigar as possibilidades de definir e utilizar uma abor-
dagem integrada para avaliar o efeito téxico de substancias poluentes em ecossis-
temas aquaticos, através do desenvolvimento e aplicagdo de uma bateria de bioin-
dicadores com quatro niveis de complexidade (comunidade, individual, celular e
molecular), e, assim, determinar o grau de impacto causado no ecossistema de uma
determinada érea, utilizando peixes e macroinvertebrados como indicadores de
efeitos bioldgicos (Arias et al., 2007).

Uma pesquisa descrita por Oliveira et al. (2016) avaliou o potencial do pdlen
apicola como bioindicador de contaminag¢ao ambiental por agrotdxicos. Para isso,
dois métodos analiticos foram desenvolvidos e validados por QUEChERS e GC-
-MS/MS para quantificacdo de agrotdxicos, sendo um para 26 pesticidas, e o ou-
tro para 19. Nas amostras provenientes da esta¢ao experimental da Embrapa Meio
Ambiente nao foram quantificados nenhum dos pesticidas, porém foram detec-
tados abaixo dos limites de quantificacdo dos métodos os pesticidas bioaletrina,
em 4 amostras, e pendimetalina, em 18. Os pesticidas alacloro, aldrin, bioaletrina,
endossulfan alfa, fempropatrim, permetrina e trifluralina foram detectados em 7
das 21 amostras provenientes de apicultores de Ribeirao Preto, SP. Como as abe-
lhas percorrem longas distancias, o pélen mostrou ser um possivel bioindicador
de contaminagdo ambiental.

Processos Oxidativos Avancados (POA “s)

Os Processos Oxidativos Avangados (POA’s) sao baseados na geragao de radicais
livres, principalmente o radical OH, com alto poder oxidante e que pode promover a
degradacdo de varios compostos poluentes (Fioreze et al., 2014). Os POA’s podem ser
utilizados em conjunto com tratamentos biologicos, a fim de aumentar a biodegrada-
bilidade de compostos recalcitrantes, diminuindo, assim, o tempo requerido para o
tratamento via processos bioldgicos tradicionais (Morais; Zamora, 2005). Esses pro-
cessos tém obtido grande aten¢io devido ao aumento da complexidade e dificuldade
no tratamento de aguas residuarias, o que tem sido motivo para a busca de novas
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metodologias visando a remedia¢do desses rejeitos, as metodologias de tratamento
via Oxidagdo Avangada, dentre as quais estdo: processos envolvendo H O, sistemas
Fenton e Foto-Fenton, Fotocatalise Heterogénea e sistemas fundamentados na utili-
zagao de ozdnio (Fioreze et al., 2014).

As principais vantagens destes processos estio em sua inespecificidade, podendo
ser utilizados para degradar substratos de qualquer natureza quimica, na possibilida-
de de emprego para degradar poluentes cuja concentragao seja muito baixa (ug L) e
na nao geracao de residuos. Algumas desvantagens sao observadas, como os custos,
que podem ser elevados, e a formacao de subprodutos de reacdo (Fioreze et al., 2014).

No trabalho realizado por Assalin et al. (2016), a fotocatalise heterogénea solar uti-
lizando TiO2 imobilizado foi aplicada no tratamento de efluentes agricolas decorren-
tes da aplicacdo de formula¢des comerciais de metil paration. Por meio de anélises
por LC-MS/MS, o desaparecimento do ingrediente ativo, bem como a formagao de
seu metabdlito, foram monitorados, ao passo que a eficiéncia de mineralizagao foi
monitorada por medidas de carbono organico total (COT). O microcrustaceo Arte-
mia salina foi utilizado nos estudos. A eficiéncia de remoc¢ao de COT pelo processo
fotocatalitico foi de 48,5%. Apds 45 minutos de tratamento, a eficiéncia de remogio do
metil paration foi de 90%, sendo completamente mineralizado ao final do tratamento.
Durante o processo fotocatalitico foi observada a formacao e remog¢ao do metabdlito
metil paraoxon. O tratamento fotocatalitico resultou em um aumento da mobilidade
do microcrustaceo, indicando diminui¢io da toxicidade aguda, mostrando que esta
tecnologia é eficiente para a degradagao deste tipo de efluente.

No trabalho realizado por Martinez et al. (2015) foi estudada a degradagao do hor-
monio 17-8-estradiol presente em um efluente sintético de industria de medicamen-
tos farmacéuticos de uso veterinario, pelo processo fotoxidativo H202/UV. A degra-
dacio do 17-B-estradiol, assim como a reducio da carga organica do efluente, foram
avaliadas. Varios ensaios foram realizados com varia¢do da concentracao de perdxido
de hidrogénio, pH, e presenca de radiacio UV. Os melhores resultados foram obti-
dos em pH 5, concentragdo de H202 de 10 mg L" e com dose fixa de radiacdo UV de
250,1 mWs (cm?)™. Nessas condi¢des, a eficiéncia de remogao do 17-B-estradiol foi de
aproximadamente 60% em 60 minutos, e a eficiéncia na remoc¢ao de COT foi de 45%.
A principal contribuigao foi que os resultados mostraram que o POA H O /UV se apre-
senta como uma tecnologia viavel para o tratamento de efluentes contendo estradiol.

CONSIDERAGOES FINAIS

A Quimica Analitica vem avancando cada vez mais no desenvolvendo e/ou aper-
feicoamento das técnicas analiticas, principalmente as cromatograficas, aliadas aos
métodos de preparo de amostras eficientes, rapidos e robustos, como o QUEChERS,
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para a determinacéo de residuos e contaminantes em niveis muito baixos em diversos
tipos de matrizes. De forma geral, essas recentes abordagens incluem as seguintes
etapas: preparagio da amostra, separago, e detecgio para posterior quantificacio dos
analitos de interesse.

Essas novas estratégias tém mostrado serem capazes de atender as normas exigi-
das pelas agéncias reguladoras, que sao responsaveis pelos programas de monitora-
mento de residuos de contaminantes em alimentos e em amostras ambientais. So-
mente por meio de métodos sensiveis e confidveis é que se torna possivel assegurar a
qualidade e seguranca dos alimentos e assim proteger a saide dos consumidores. As
técnicas analiticas por meio da analise de alimentos possuem grande importancia em
toda a cadeia produtiva, pois atuam em varios segmentos do controle de qualidade,
que envolve desde a produ¢ao do alimento no campo até a mesa do consumidor (in
natura ou processado). Além disso, inimeros métodos analiticos desenvolvidos e va-
lidados vém sendo aplicados com sucesso em estudos envolvendo o comportamento
de pesticidas no ambiente, programas de monitoramento de qualidade de agua, estu-
dos ecotoxicolégicos, bioindicadores de qualidade ambiental, dentre outros.

As pesquisas apresentadas neste capitulo representam a atual situagdo em termos
de analises de residuos e contaminantes. Para que se mantenha neste patamar, é ne-
cessario que Embrapa continue reconhecendo a importincia destes temas e mante-
nha os incentivos para a aprovagao de projetos de pesquisa, parcerias com univer-
sidades, centros de pesquisas e empresas, além de programas de capacitagao para
aprimoramento na formacao da equipe técnico-cientifica.
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