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RESUMO

Determinacado de pesticidas em amostras de Lactuca sativa var. crispa (alface
crespa) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-

EM). Heivila Monique da Silva Alexandre; Sécrates Golzio dos Santos

Os pesticidas séo utilizados como principal estratégia no combate e prevencéo de
pragas agricolas, a fim de garantir uma maior producdo de alimentos para a
populacdo. Em paises emergentes como o Brasil, cujos maiores rendimentos na
economia dependem da exportacdo agricola, o uso de agroquimicos € demasiado.
Especialmente em culturas de alface, a contaminacéo por residuos de pesticidas tem
sido alvo de constante preocupacao devido a elevada toxicidade associada a estas
substancias. Logo, torna-se evidente a necessidade de monitorar a qualidade dos
alimentos produzidos, no intuito de prevenir possiveis danos a satde do consumidor
decorrentes da exposicdo a esses agentes toxicos. Diante disso, esse estudo teve
como objetivo avaliar a presenca de residuos de agrotéxicos em amostras de Lactuca
sativa var. crispa através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). As amostras foram obtidas das feiras livres de Oitizeiro, mercado
central de Mangabeira, mercado central e CEASA, todas estas localizadas no
municipio de Jodo Pessoa, Paraiba. A analise foi realizada em duplicata, e a
preparacao das amostras foi processada através da extracdo com acetato de etila e
hexano mais sulfato de sédio, estas foram submetidas a uma centrifugacdo de 300
rpm durante trés horas. Visando a deteccao dos residuos toxicos em diferentes picos
de verificacdo, condi¢cdes cromatograficas ideais foram adotadas no CG-EM. Diante
do exposto, espera-se que os resultados deste trabalho sirvam de referéncia para a
elaboracdo de métodos e programas de supervisdo de agrotdxicos e gestao de risco,

seja este ambiental ou para a saude humana.

Palavras-chave: Pesticidas; CG-EM; Lactuca sativa; Alface



ABSTRACT

Determination of pesticides in Lactuca sativa var. crispa (crisp lettuce) by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Heivila Monique da Silva

Alexandre; Sé6crates Golzio dos Santos

Pesticides are used as the main strategy in the combat and prevention of
agricultural pests in order to ensure greater food production for the population. In
emerging countries like Brazil, whose major income in the economy depends on
agricultural exports, the use of agrochemicals is too much. Especially in lettuce crops,
contamination by pesticide residues has been a constant concern due to the high
toxicity associated with these substances. Therefore, the need to monitor the quality
of the food produced becomes evident, in order to prevent possible damage to
consumer health from exposure to these toxic agents. Therefore, this study aimed to
evaluate the presence of pesticide residues in samples of Lactuca sativa var. crispa
through gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The samples
were obtained from the open markets of Oitizeiro, Mangabeira central market, central
market and CEASA, all located in the municipality of Jodo Pessoa, Paraiba. The
analysis was performed in duplicate, and the preparation of the samples was
processed through extraction with ethyl acetate and hexane plus sodium sulfate,
these were submitted to a 300 rpm centrifugation for three hours. Aiming at the
detection of the toxic residues at different peak checks, optimal chromatographic
conditions were adopted in GC-MS. Given the above, it is expected that the results of
this work will serve as a reference for the development of methods and programs for
pesticide supervision and risk management, whether environmental or for human
health.

Keywords: Pesticides; GC-MS; Lactuca sativa; Lettuce



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Componentes de um cromatdgrafo gasoS0 .........ccceeeeeeeriveeeviiiiiiieeeeneeennnns 23
Figura 2- Esquematizacao do processo de preparacao das amostras .................... 26
Figura 3- Cromatograma referente a elui¢éo utilizando Acetato de etila como solvente

Figura 4- Cromatograma referente ao mix de padrdes injetados em Lactuca sativa
V22 Lol 11T o I F PP PP PP 30
Figura 5- Cromatogramas referentes aos tempos de retencdo de cada padrdo
utilizado em amostra de Lactuca sativa var. CrSP@.............uuuuuummmmmmmmmmmiiiiiniieiininnnnnnns 31

Figura 6- Cromatogramas referentes as amostras de Lactuca sativa var. crispa.....32



LISTA DETABELAS

Tabela 1- Pesticidas utilizados no cultivo da alface no Brasil, de 2017 a 2019,
SEGUNAO ANVISA .ottt e e e e e e e et e aa e e e e e e e e e eeananannes 20
Tabela 2- Agrotoxicos ndo autorizados utilizados no Brasil, de 2017 a 2019, em

culturas de alface, Segundo ANVISA.........oiiiii e 21



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CG-EM Cromatografia Gasosa acolada a Espectrometria de Massas

CGL cromatografia gas-liquido

CGS cromatografia gas-solido

DL50 Dose Letal Para 50% de uma populagéo teste

GABA Acido gama-aminobutirico

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
LMR Limite Maximo de Residuo

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

PARA Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos

RDC Resolucao da Diretoria Colegiada

SNC Sistema Nervoso Central



11

SUMARIO
1 INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt ettt ettt e st e e e seeanes 12
2 REFERENCIAL TEORICO ....cooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee et 13
2.1 PESTICIDAS: DEFINICAO E CLASSIFICACAO ........ccooeeeeeeeeeeeeeeeee e, 13
2.2 EFEITOS TOXICOS DOS PESTICIDAS ....coovveveeeeeeeeeeee e eees e 16
2.3. PESTICIDAS NO BRASIL .....o.ovevieeeeeeeieeee et eees st 17
2.4, PESTICIDAS E ALFACE .......cooioeieeeeeeeeee et n e 19

2.5. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AESPECTROMETRIA DE MASSAS

(CGEM) oottt 22
3 OBUIETIVOS ..ttt e e e e e e e r e e e aee 24
3.1 OBJIETIVO GERAL.....ee e e e e e e eees 24
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 24
4 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt 24
4.1 AMOSTRAS .ottt e et e et e e e e e e e aaee 24
4.1.2 1dentificag8o das AMOSIIAS ........coiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 24
4.1.3. Preparo da @mMOSIIA ......cooeeeieeeeiiiieie e ee e e e e e e et e e e e e e e 25
4.1.3. Preparo e injeGa0 dOS PAAIOES ........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee et 26
4.2. PRDUTOS QUIMICOS E REAGENTES......ccuiiiioitieeeee e 27
4.3 INSTRUMENTAGCAO ......ooieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 28
S RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e 28
6 DISCUSSAD ..ottt 33
7 CONCLUSOES ..ottt 35

REFERENCIAS ... e ettt e, 36



12

1 INTRODUCAO

O uso de pesticidas para combater pragas, aumentar rendimento e diminuir
perdas dos produtos agricolas € uma prética antiga, importante e bem estabelecida
na agricultura (AL-SALEH, 1994). Em contraste com os efeitos benéficos para as
plantacdes, os pesticidas geram um impacto ambiental negativo, e 0 uso excessivo
dessas substancias quimicas pode destruir a biodiversidade e gerar danos a
sustentabilidade do meio ambiente (MAHMOOD et al., 2016).

Além disso, ha uma crescente preocupagcdo com os residuos gerados pelos
agrotoxicos que sado comercializados, pois o uso destes podem gerar efeitos
adversos, prejudiciais e potencialmente toxicos para os seres humanos. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é recomendado que as
concentracfes de agrotdxicos ndo excedam o limite maximo de residuos (LMR), uma
vez que cada substancia tem seu LMR especifico. (BONNER; ALAVANJA, 2017,
ANVISA, 2019; KUMARI; JOHN, 2019)

Nesse sentido, as hortalicas sdo consideradas alimentos reguladores pois sédo
ricas em vitaminas, minerais, fibras e agua, que auxiliam na digestdo e absorcao dos
nutrientes, melhorando o funcionamento do intestino. Entretanto, esses alimentos
costumam portar um alto nivel de pesticida em virtude da elevada expectativa em sua
gualidade visual e pelo costume geral de consumi-las “in natura”. Nesse aspecto,
esses vegetais merecem uma atencéo especial (EMBRAPA, 2012; YUSHANANTA et
al, 2020).

Dentre as hortalicas verdes, a alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica folhosa
gue pertence a familia Asteraceae. Apresenta uma série de nutrientes como a pro-
vitamina A, luteina, vitamina B2, vitamina B5, vitamina B9, vitamina C, vitamina K,
célcio, ferro, magnésio e potassio. Além disso, € exemplo de hortalica comercializada
algumas vezes com o LMR excedido. Logo, é necessario encontrar alternativas que
reduzam a concentracdo destes residuos agrotoxicos, sem que haja prejuizos a
produtividade do cultivo vegetal (EMPRAPA, 2012; EMBRAPA, 2013; BARRIERE et
al., 2014; BLANKSON et al., 2016).
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Diante disso, variadas técnicas estao disponiveis para uso em processos de
extracdo de amostras, contudo, a determinagdo de residuos de agrotoxicos é
realizada, preferencialmente, por cromatografia gasosa acoplada a um
detector/analisador. Tendo em vista que este método possibilita a quantificacdo de
substancias volateis e produtos de degradacdo, mesmo quando em quantidades
inferiores aos limites maximos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), além disso, permite a quantificacdo de um grande numero de
matrizes simultaneamente (LIGEIRO et al., 2009).

Portanto, o objetivo desse estudo foi identificar os pesticidas presentes em
amostra de Lactuca sativa L. var. crispa (alface crespa) obtidas em feiras livres do
municipio de Jodo Pessoa, Paraiba, através de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PESTICIDAS: DEFINICAO E CLASSIFICACAO

Pesticidas, agrotoxicos, praguicidas ou defensivos agricolas sao
denominacfes dadas a produtos destinados ao controle de pragas que afetam a
agricultura. Estas substancias possuem elevada toxicidade e potencial de
bioacumulacao, e sdo apontados como causadores de danos a saude humana e ao
meio ambiente, quando manuseados de maneira inadequada (PERES; MOREIRA,
2003).

Neste sentido, os pesticidas podem ser especificados em diferentes classes
de acordo com o seu grupo quimico, finalidade, ou toxicidade, e seus mecanismos
convergem no sentido de promover a letalidade através do bloqueio de processos
metabdlicos vitais aos organismos para 0s quais sao toxicos (SOUZA et al., 2016).

Em relacéo a finalidade os pesticidas recebem uma denominacao baseada no
organismo sobre o qual atuam, sendo os herbicidas, inseticidas e fungicidas os mais
utilizados no controle de ervas daninhas, insetos e fungos. Além destes, fazem parte

dessa classe os fumigantes, algicidas, avecidas, nematicidas, moluscicidas,
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acaricidas, reguladores de crescimento, desfoliantes e dissecantes (QUADRO 1)

(SILVA; FAY, 2004).

Quadro 1 - Denominacdes de pesticidas para o organismo a ser eliminado

Grupo Praga controlada
Acaricida Acaros
Avecida Aves
Bactericida Bactérias
Carrapaticida Carrapato
Columbicida Pombo
Cupinicida Cupim
Desfoliantes vegetais
Dessecantes vegetais
Formicida Formiga
Fungicida Fungos
Inseticida Insetos
Herbicida Ervas daninhas
Raticida Roedores
Nematicida Vermes
Larvicida larvas

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: quadro relacionando grupo de pesticida e 0s respectivos alvos sobre os

guais atuam.

Na classificagdo quanto ao grupo quimico, considera-se a semelhanca entre a
estrutura das moléculas que constituem o principio ativo. Estdo contidos nesta classe
os carbamatos (derivados do acido N-metilcarbamico), os piretroides (inseticidas

sintéticos derivados das piretrinas), os organoclorados (agrotoxicos organicos
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sintéticos clorados), e os organofosforados (derivados do acido fosférico e
tiofosférico) (MENDES et al., 2019).

Ademais, no Brasil, os agrotoxicos podem ser classificados quanto ao grau de
toxicidade, utilizando o indicador de letalidade DL50, dose capaz de matar 50% dos
individuos de uma populacéo teste, estabelecido através de estudos em laboratorios
regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Neste sentido, a ANVISA, 6rgao responsavel pela classificagdo toxicologica
dos produtos no Brasil, através da RDC n°294, de 29 de julho de 2019, determina que
estes apresentem, em seus roétulos, uma faixa colorida advertindo a classe
toxicoldgica a qual pertencem. Sendo assim, 0s agroquimicos estédo subdivididos em
seis categorias, nas quais estdo representadas na categoria |, faixa vermelha, as
substancias que sado extremamente toxicas, na categoria Il, faixa vermelha,
substancias altamente téxicas, categoria lll, faixa amarela, moderadamente toxicas,
na categoria IV, faixa azul, substancias pouco toxicas, categoria V, as que sdo
improvaveis de causar dano agudo, por fim, representados pela faixa verde, estdo os
produtos que ndo foram classificados em nenhuma das categorias mencionadas
anteriormente (QUADRO 2) (ANVISA, 2019).

Quadro 2 Categorias da classificagdo toxicoldégica e suas respectivas cores
representativas, segundo Anvisa (2019)

Classe toxicologica Cor da faixa

Categoria | Extremamente toxico vermelha

Categoria Il Altamente téxico

Categoria lll Moderadamente toxico

Categoria IV Pouco téxico
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Categoria V Improvavel de causar dano
agudo
N&o classificado Produto ndo classificado

Fonte: adaptado de ANVISA (2019)

Legenda: quadro relacionando as categorias da classificacdo toxicologica dos
pesticidas no Brasil, e suas respectivas cores. Categoria |, extremamente toxico, faixa
vermelha, categoria |l, altamente toxico, faixa vermelha, categoria I,
moderadamente toxico, faixa amarela, categoria 1V, pouco toxico, faixa amarela,
categoria V, improvavel de causar dano agudo, faixa azul, ndo classificado, faixa

verde

2.2 EFEITOS TOXICOS DOS PESTICIDAS

O uso demasiado e incorreto dos pesticidas representa elevado risco para a
saude e o meio ambiente, afetando o homem direta ou indiretamente. Isso porque
possuem elevado potencial de bioacumulacgéo, e seus residuos sdo encontrados em
compartimentos aquaticos, terrestres e atmosféricos, provocando sérios
desequilibrios biologicos através da degradacdo de recursos naturais de forma
irreversivel (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; MENEZES FILHO, 2010).

Nesse sentido, a auséncia de mecanismos eficientes na degradacdo dos
praguicidas leva ao acimulo destes nos organismos vivos, favorecendo sua insergéo
nos niveis tréficos da cadeia alimentar. Prova disso sdo os organoclorados, cuja
volatilidade permite que sejam transportados por longas distancias e se depositem
em matrizes sobre as quais ndo foram aplicados diretamente (JARDIM et. al., 2009)

Além disso, devido a sua lipofilicidade, os organoclorados podem ser
absorvidos por diferentes vias, tais como respiratdria, dérmica e digestoria,
depositando-se preferencialmente no tecido adiposo. Ainda, estimulam o sistema
nervoso central (SNC) e promovem alteragbes no sistema enddcrino. As
manifestagdes clinicas decorrentes da intoxicagédo variam de acordo com a via e 0
tempo de exposi¢cdo, mas estdo comumente associadas a convulsdes, cefaleia e
tremores, podendo evoluir para 6bito (DOMINGUES, 2007; PAVANI, 2016).
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Em relagéo aos carbamatos e organofosforados a via de exposi¢ao favorecida
€ a respiratdria e cutanea, todavia, podem ser absorvidos pelo trato digestivo. Estas
substancias possuem uma rapida distribuicdo pelo organismo, e sdo metabolizadas
preferencialmente pelo sistema hepatico. Atuam inibindo a acetilcolinesterase, e
consequentemente possuem como sinais clinicos de intoxicagdo a sindrome
colinérgica caracterizada por apresentar visdo turva, hiperatividade parassimpética,
disfuncdo neuromuscular, taquicardia e fraqueza muscular (DOMINGUES. 2007;
PAVANI, 2016).

Os piretroides e piretrinas possuem a via oral como predilecdo a exposicao,
contudo, podem ser absorvidos em pequenas concentracbes através da pele.
Possuem como mecanismos de intoxicacdo o antagonismo ao &cido gama-
aminobutirico (GABA), além disso, afetam os canais de sodio, aumentando o tempo
de abertura. O quadro clinico esta associado a sintomas leves a moderados, a
depender das caracteristicas da exposicdo. O individuo afetado pode apresentar
congestéo nasal, falta de ar, sonoléncia e coma (PAVANI, 2016).

Os neonicotindides sdo agonistas dos receptores nicoticos, e a intoxicacao
pelos pesticidas pertencentes a essa classe é caracterizada por sinais clinicos como

convulsdes, tremores, desorientacao e colapso do sistema nervoso (PAVANI, 2016).

2.3. PESTICIDAS NO BRASIL

A agricultura proporcionou o surgimento das primeiras civilizagdes. Durante
anos esteve dependente de condigcdes ambientais, no entanto, a necessidade de
combater as pragas que afetam a produtividade agricola levou a criacdo de técnicas
gue concedem ao homem autonomia no processo produtivo, dentre as quais pode-
se citar o desenvolvimento dos agrotoxicos (DE ALMEIDA BARBOSA, 2004;
PAVANI, 2016).

Nesse contexto, os defensivos agricolas sdo substancias que, quando
aplicadas em concentracbes adequadas, sdo capazes de reduzir populacbes de
pragas, diminuindo, com isso, os danos decorrentes de perdas de culturas. Todavia,
apesar do incremento na producgédo, o uso indiscriminado destas substancias leva ao

acumulo de residuos nos compartimentos ambientais, favorece o aparecimento de
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pragas resistentes, e pode comprometer a saude humana sequente a sua elevada
toxicidade (KIM et al.,2003; COSTA et al., 2004; AGUIAR-MENEZES, 2005).

Nesse aspecto, o advento da revolugdo verde na década de 1960 e o
predominio de monoculturas extensivas nos paises agroexportadores, como o Brasil,
fomentou a utilizagdo destes agroquimicos nas lavouras, de tal modo que essa
realidade incide até os dias atuais, uma vez que, no cenario mundial, o pais desponta
como um dos maiores consumidores de agrotoxicos, estando O seu processo
produtivo agricola intrinseco a estas substancias (MOREIRA et. al., 2002; PRESTES
et. al., 2009).

Diante disso, o Brasil destaca-se ndo apenas pelo consumo elevado dos
agrotoxicos, mas também pela elevada comercializacdo destes. Vasconcelos e
Rocha (2014) destacam que, na ultima década, o pais expandiu em 190% o mercado
de agrotéxicos, colocando-se em primeiro lugar no ranking mundial de consumo
desde 2008. Ademais, segundo o0 GREENPEACE Brasil (2022), nos ultimos trés
anos, mais de 1.550 novos produtos foram liberados, fato este que sera agravado
com a aprovacédo do Pacote do Veneno (PL 1459/2022).

Contudo, apesar dos beneficios trazidos em relacdo ao aumento da
produtividade e reducéo de gastos, os pesticidas oferecem elevados riscos tanto ao
ambiente, devido a persisténcia dos seus residuos, quanto ao homem, impactando
ndo apenas na saude dos individuos que aplicam esses produtos nas lavouras, mas
também dos que consomem o0s alimentos contaminados por estes residuos (BRITO;
MELLO; CAMARA, 2009).

Nesse sentido, o consumo e comercializacdo destes defensivos agricolas, &
regulamentado pelo Ministério do Meio Ambiente e Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, mediante aprovacgao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos naturais renovaveis (Ibama), Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), apés
a avaliacao dos riscos ao meio ambiente, agronomia e a saude, respectivamente.

Dito isso, a ANVISA determina o limite maximo de residuos (LMR) que podem
ser encontrados nos alimentos. Estes valores séo estabelecidos para cada

ingrediente ativo usado em determinada cultura. Todavia, é valido ressaltar que,
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mesmo que a concentracdo do residuo no alimento ndo ultrapasse o limite maximo
fixado, os dados sobre a exposi¢ao cronica sdo desconhecidos, uma vez que essas
informacgdes sdo obtidas de estudos de toxicidade aguda (JARDIM et. al., 2009;
PASTRELLO, 2012). Logo, evidencia-se a necessidade constante de monitoramento

do uso de pesticidas mediante a boas praticas de producao agricola.

2.4. PESTICIDAS E ALFACE

O Brasil destaca-se como um dos maiores agroexportadores do mundo com
cerca de 300 milhdes de hectares ocupados por culturas, florestas e pastos, dos quais
1 milh&o é destinado ao cultivo de hortalicas, sendo a alface a mais produzida e
comercializada (ALVES et al., 2014).

A alface, Lactuca sativa var. crispa, € uma hortalica pertencente a familia
Asteraceae. E consumida mundialmente “in natura” na forma de salada, sendo fonte
de uma variedade de nutrientes, dentre os quais pode-se citar vitaminas, sais
minerais e ferro. Devido a facilidade de producdo e obtencdo desta hortalica, €
possivel cultiva-la o ano inteiro (OLIVEIRA, 2004).

No Brasil, a alface € a hortalica folhosa mais aceita pelo consumidor, estando
na quarta posi¢do entre as mais importantes, quando analisada a relacdo entre a area
cultivada pelo valor da producdo. Todavia, possui acentuada perecibilidade e
consequente curta vida pos-colheita, além de elevada suscetibilidade a doencas,
fator este limitante da producédo, sendo necessario realizar o controle de pragas
durante todo o cultivo (YURI, 2002; MELLO et al., 2003).

Diante disso, o uso de agroquimicos tem sido cada vez maior neste tipo de
cultura, e apesar de permitido, € necessario que esteja dentro dos limites maximos
de residuos (LMR) estabelecido pela ANVISA. Atualmente, no Brasil, estdo
disponiveis para uso em culturas de alface 54 agrotoxicos, entretanto, 0 uso
demasiado dos pesticidas ndo autorizados tém sido alvo constante de preocupacéo
para os orgaos fiscalizadores (ANVISA, 2022).

Nesse sentido, de acordo com o relatério de 2017 a 2019, realizado pelo

Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), foram
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detectados 51 agrotoxicos, dentre os 195 pesquisados, em 286 amostras de alface.
Os dados mostram que 31 amostras apresentaram residuos acima do LMR
estabelecido pela Anvisa, sendo os mais encontrados o imidacloprido, cipermetrina e
penicicurom (TABELA 2). Apesar da importancia do PARA no monitoramento na de
residuos de agrotoxicos em alimentos, estas andlises ndo séo realizadas pelo
programa desde o ano de 2020 (ANVISA, 2019).

Tabela 1- Pesticidas utilizados no cultivo da alface no Brasil, de 2017 a 2019,
segundo ANVISA

Agrotoxicos DeteccOes irregulares Numero total de
(%) deteccdes

Imidacloprido 4,55 89
Difenoconazol 1,40 40
Ditiocarbamatos 1,40 40
Tiametoxicam 0,35 40
Pencicurom 1,75 23
Azoxistrobina 0,35 17
Iprodiona 0,35 14
Lambda-cialotrina 0,35 14

Fonte: Adaptado de ANVISA (2019)
Legenda: nome dos pesticidas mais utilizados em cultivo de alface entre 2017-2019
no Brasil, seus respectivos niumeros de deteccdes irregulares em porcentagem e

namero total de deteccbes
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Além disso, outras 48 amostras analisadas pelo PARA apresentaram residuos
de agrotoxicos ndo autorizados para cultura de alface, dentre os quais o acefato,

clofenarpir e carbendazim foram os mais detectados (TABELA 3).

Tabela 2- Agrotoxicos ndo autorizados utilizados no Brasil, de 2017 a 2019, em
culturas de alface, segundo ANVISA

Agrotoxicos Deteccdes irregulares Numero total de
(%) deteccdes

Acefato 6,29 18

Clorfenapir 5,94 17

Carbendazim 3,85 11

Cipermetrina 1,40 11

Metalaxil-M 3,50 10
Abamectina 3,15 9
Ciromazina 2,80 8
Espinosade 2,80 8
Ciflutrina 2,10 6
Deltametrina 2,10 6

Fonte: Adaptado de ANVISA (2019)
Legenda: nome dos pesticidas ndo autorizados mais utilizados em cultivo de alface
entre 2017-2019 no Brasil, seus respectivos numeros de deteccdes irregulares em

porcentagem e numero total de deteccgdes,
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Diante disso, fica evidente a necessidade de monitorar as préaticas de producéo
agricola a fim de garantir a seguranca da comunidade, para isso, é essencial a
utilizacdo de métodos de analises que possuam elevada sensibilidade, sendo

capazes de detectar quantidades cada vez menores destes residuos.

2.5. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(GC-MS)

A cromatografia corresponde ao método de separacédo de maior aplicabilidade
nos dias atuais, e baseia-se na separacdo de misturas através da distribuicdo em
duas fases: estacionaria e mével, podendo esta Ultima ser constituida por um gas
inerte, um liquido ou um fluido, a depender do processo cromatografico utilizado
(PAVUK et al., 2007).

A cromatografia gasosa é uma das mais importantes técnicas de separacdo
de compostos volateis, possuindo um elevado poder de resolucdo que permite
identificar uma variedade de matrizes. Além disso, classifica-se quanto a natureza da
fase estacionaria em cromatografia gas-sélido (CGS) ou cromatografia gas-liquido
(CGL), sendo a CGL mais versatil e seletiva, devido a variedade de fases liquidas
disponiveis (PENTEADO, MAGALHAES, MASINI, 2008).

O equipamento utilizado nas andlises cromatograficas gasosas € o0
cromatégrafo a gas, que é constituido pelo gas de arraste (1), controlador de fluxo
(2), injetor (3), coluna (4), forno (5), detector (6), sistema de obtencéo de dados (7),
conforme Figura 1 (NASCIMENTO et al., 2018).
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Figura 1- Componentes de um cromatografo gasoso

Controlador de fluxo (2)

Injetar (3)

Sist. Dados (7)

Forno (5

Gas de Arraste (1)

Fonte: NASCIMENTO et al., (2018)

A corrida cromatografica inicia-se a partir da injecdo da amostra por um injetor
previamente aquecido, com o auxilio de uma micro-seringa, em seguida a amostra é
vaporizada e transferida para a coluna até um forno pré-aquecido, com o auxilio de
um gas de arraste. Os componentes da amostra séo eluidos e conduzidos em direcao
ao detector, este, por sua vez, emite um sinal elétrico que é registrado em graficos
sob a forma de picos (PENTEADO, MAGALHAES, MASINI, 2008).

A separacdo dos analitos presentes na amostra ocorre pela diferente
distribuicdo destes em uma fase estacionaria dada pela temperatura, que pode ser
sélida ou liquida, e uma fase mével, constituida por um gas inerte, gas de arraste,
cuja funcd@o é eluir a amostra através da coluna (fase estacionaria), desse modo,
guanto menor a interacdo dos compostos com a fase estacionaria, maior a velocidade
de eluicdo. Essas informacdes sdo detectadas e, apés o processamento de dados,
gera-se um cromatograma que relaciona o tempo de eluicdo pela concentracdo de
analitos na amostra (NASCIMENTO et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Identificar os residuos de pesticidas em amostras de Lactuca sativa var. crispa

através do método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Coletar amostras em feiras abertas em Jodo Pessoa;
2 - Testar solventes extratores;
3 - Desenvolver método de identificacao;

4 - |dentificar os pesticidas na matriz trabalhada.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Foram avaliadas oito amostras de alfaces, duas de cada local, obtidas nas
feiras livres de Oitizeiro, Mercado Central, CEASA, e Mercado Central de
Mangabeira, todas localizadas no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba. Para a
pesquisa de residuos de pesticidas, foram escolhidos como padrdes os principios
ativos Lufenurom, Clorfenapir, Indoxacarbe, Quizalofope-p-etilico, Metomil, e
Abamectina, devido a possivel deteccao pela técnica empregada de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). O preparo e extracdo das
amostras foi realizado no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analises
(LMCA) na Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.1.2 ldentificagcdo das amostras

As amostras foram identificadas e analisadas em duplicata, desse modo, as

primeiras amostras, obtidas do Local A, foram identificadas como alface crespa Al-
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Hexano, Alface crespa Al- Acetato, Alface crespa A2-Hexano, Alface crespa A2-
Acetato. O mesmo padrao de identificag&o foi utilizado para as amostras obtidas nos
outros pontos de coleta, sendo as amostras 3 e 4, obtidas do Local B, amostras 4 e

5, do Local C, e as amostras 7 e 8 do Local D, conforme mostra a Tabela 4.

Quadro 3- Identificacdo das amostras de alface e respectivos locais de coleta

Locais de coleta Identificacdo das amostras
LOCAL A Al. crespa Al-Acetato Al. crespa A2- Acetato
LOCAL B Al. crespa A3-hexano Al. crespa A4 -hexano
Al. crespa A3- Acetato Al. crespa Ad- Acetato
LOCAL C Al. crespa A5-hexano Al. crespa A6-hexano
Al. crespa A5- Acetato Al. crespa A6- Acetato
LOCAL D Al. crespa A7-hexano Al. crespa A8-hexano
Al. crespa A7- Acetato Al. crespa A8- Acetato

Fonte: Dados da autora (2022)
Legenda: locais de coleta, identificacdo das amostras e soventes utilizados, Hexano

e Acetato de etila.

4.1.3. Preparo da amostra

Cerca de 2 gramas de Lactuca sativa var crispa foram cortados, pesados,
identificados (1) e adicionados a dois tubos tipo Falcon 15 mL, em seguida adicionou-
se um volume de 10 mL de Acetato de etila mais 3 gramas de sulfato de sédio anidro
a um tubo (2) e ao outro 10 mL de Hexano mais 3 gramas de sulfato de sédio anidro
(3), o material (4) foi submetido a uma centrifugacdo com velocidade de 300 rpm

durante trés horas (5). Apos a centrifugacao, coletou-se 1000 pL do sobrenadante de
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cada amostra para um vial limpo (6, 7) para injecdo em duplicata (8), conforme
representado na Figura 2.

Figura 2- Esquematizacdo do processo de preparagédo das amostras

7\

(8) (7) (6)

Fonte: elaborado pela autora (2022)

A preparacdo dos padrdes Lufenurom, Clorfenapir, Quizalofope-p-etilico,e
Metomil (QUADRO 3) foi realizada em duas etapas representadas pela diluicao
destes em Hexano, e ocorreu da seguinte forma:

I.  Solucéo padrédo 1: 1 yL de cada pesticida foi adicionado separadamente a seis
tubos tipo Falcon contendo 10 mL de Hexano

Il. Solucéo padréo 2: 1 pL de cada solucdo padrdo 1 foi adicionado a seis tubos
contendo 5 mL de hexano

Em seguida, 1 pL de cada solucdo padréo 2 foi adicionado a um tubo tipo
Falcon contendo 2 gramas de alface, 3 gramas de sulfato de sodio e 10 mL de
Hexano. A solucao resultante foi submetida a uma centrifugacéo de 300 rpm por trés
horas. Ao final, o volume de 1 pL do sobrenadante dessa amostra foi adicionado a
um vial limpo e submetido a andlise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM).
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Quadro 4- Pesticidas utilizados como padrdes e suas respectivas formulas quimicas

Principio ativo

Estrutura quimica

Grupo quimico

Hie. N

CHs;

SCH3

Lufenuron St Inseticida
. o om s g e J-F
l H . . F F
“F
Clorfenapir Br N Inseticida Acaricida
F.C '{“
CH,OCH,CH,
Quizalofope-p-etilico e Herbicida
A e
o
Metomil 0 Inseticida e acaricida

Fonte: Dados da autora (2022)
Legenda: quadro relacionando os principios ativos utilizados como padrées a sua

estrutura quimica e grupo quimico.

4.2. PRODUTOS QUIMICOS E REAGENTES

Os reagentes utilizados para a realizagdo das etapas iniciais (preparo das

amostras e preparo das solucdes padrédo) eram de grau analitico e foram adquiridos

no comércio nacional e internacional. O acetato de etila, o0 hexano, e os principios

ativos, Lufenurom, Clorfenapir, Quizalofope-p-etilico, Metomil e Abamectina. Os

equipamentos utilizados foram: balanga analitica, centrifuga da marca Hettich

zentrifugen, modelo Rotina 380R, CG-EM, marca Shimadzu Corp., modelo QP 2010
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Ultra, do Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analises (LMCA) da UFPB
Campus Joao Pessoa- PB.

4.3. INSTRUMENTACAO

O equipamento utilizado para a quantificagdo dos pesticidas nas amostras foi
o cromatoégrafo a gas acoplado a Espectrdmetro de Massas, modelo GCMS-QP-2010
Ultra, marca Shimadzu Corp. Este, por sua vez, foi operado sob as seguintes
condi¢cBes: Temperatura inicial de 60 °C hold/3min, sucedida de um aumento de 10
°C/min a 150 °C hold/3 min e, finalmente, 15 °C/min a 270 °C hold, com tempo de
espera de cinco minutos.

A temperatura do injetor era de 250°C, o gas de arraste utilizado foi o hélio,
com volume de injecdo de 2 uL, o instrumento foi operado no modo splitless com
fluxo de 1 mL/min, utilizando uma coluna capilar RTX-5MS, cuja fase estacionaria era
constituida de 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano, (30 m de comprimento com 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de filme).

5 RESULTADOS

As andlises iniciais foram realizadas utilizando como solventes o Hexano e o
Acetato de etila, no entanto, apesar de existirem relatos na literatura que apontam o
Acetato de etila com resultados positivos na extracdo e eluicdo em andlise de
vegetais (PINHO, 2007), o mesmo resultado n&o foi observado neste trabalho, uma
vez que este solvente ndo promoveu uma adequada separagdo dos picos no
cromatograma (FIGURA 3). Portanto, seguiu-se com a analise dos padrdes utilizando

apenas 0 hexano como solvente para a extracéo.
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Figura 3- Cromatograma referente a eluigao utilizando Acetato de etila como solvente

1584 | r
1464 3084
1364 {
1264 { i
o 114 | 5
z 2
G 1084 | 3
€ S 20E4
5 |
£ 9083 £
= B0E3 | 3
8 7088 | & 158411500
»
© 8083 | 2
@ 5083 { © 1084 {)
4083 | e————
3.083 { 5083
2083 {
1.083 { o050
008D " 500 1000 1500 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 5500 60.00 65.00 70.00 75.00 80.00 85.00
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600  28.00 Retention time
Retention time
— alcrespa_a1_acetoh. CDF
— aB-crespa-acetato. COF
oo
8.089 { e
e | 7.083
Z 0.088 | Z 60E8
2 2
2
£ 5088 | £ som |
F 3 |
S 4088 8 a0m |
N o
& 308 | & a0 |
088 0ED
1.088 | 1088
130.0500 73,0500 131.0500
0080 = = . - . - - - - - = - . 0080 /L — A
400 600 800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200 2400 2600 28 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
Retention time Retention time
alcrespa_a5_acetoh_1.COF — alcrespa_a3_acetoh_1.COF

Fonte: dados da autora (2022)

Legenda: cromatogramas de amostras nas quais foi utilizado o Acetato de etila como
solvente para eluicdo das substancias. A) Al. crespa A8-Acetato. B) Al. crespa Al-
Acetato. C) Al. crespa A6-Acetato D) Al. crespa A3-Acetato.

O controle utilizado para analise comparativa dos resultados foi obtido a partir
da injecdo dos principios ativos: Lufenurom, Clorfenapir, Quizalofope-p-etilico,
Metomil, e Abamectina, em uma amostra de Lactuca sativa var crispa, que foi
denominada “mix alface crespa”. O cromatograma obtido foi utilizado para detectar

0s picos e tempo de retengao destes pesticidas nas amostras testadas (FIGURA 3).
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Figura 4- Cromatograma referente ao mix de padrdes injetados em Lactuca sativa
var. crispa
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Fonte: Dados da autora (2022)
Legenda: cromatograma obtido a partir da injecao dos padrdes Lufenurom,

Clorfenapir, Quizalofope-p-etilico, Metomil, em amostra de Lactuca sativa var. crispa

A partir da analise dos cromatogramas que mostram o tempo de retencao de
cada padrdo separadamente, representados na figura 4, observa-se que o método
empregado para analise, programacdo, temperatura, coluna e fluxo do gas de
arraste, proporcionou uma distribuicdo adequada dos principios ativos pesquisados.
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Figura 5- Cromatogramas referentes aos tempos de retencao de cada padrao utilizado em amostra

de Lactuca sativa var. crispa
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Fonte: dados da autora (2022)
Legenda: cromatogramas com tempos de retencdo dos padrdes: A) Metomil. B)

Clorfenapir. C) Quizalofope-p-etilico. D) Lufenurom. E) Abamectina.

No entanto, comparando-se os cromatogramas dos picos de retencdo dos
padrbes (FIGURA 5) com o cromatograma das amostras 1, 3,5 e 7 de Lactuca sativa

800



Figura 6- Cromatogramas referentes as amostras de Lactuca sativa var. crispa
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var. crispa (FIGURA 6), obtidas dos locais A, B, C e D, nota-se que ndo houve

semelhanca entre os picos pesquisados.
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Fonte: Dados da autora (2022)

Retention time

Legenda: cromatograma obtido no modo splitless. A) Amostra 1, coletada no local A.

B) Amostra 3, coletada no local B. C) Amostra 5, coletada no local C. D) Amostra 7,

coletada no local D.
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6 DISCUSSAO

Os agrotoxicos escolhidos para este trabalho foram Lufenurom, Clorfenapir,
Quizalofope-p-etilico, Metomil, a selecéo foi baseada nos boletins informativos que
citam estes como principais ativos no combate a pragas que acometem a culturas
folhosas (ANVISA, 2022).

O Lufenurom, € um inseticida n&o autorizado utilizado em culturas como as de
alface. Atua inibindo ou bloqueando a sintese de quitina, principal componente do
exoesqueleto dos insetos, e devido a caracteristica das substancias pertencente a
este grupo, de ndo serem especificas, podem acumular-se nos compartimentos
aquaticos causando efeitos prejudiciais, uma vez que séo extremamente toxicos para
organismos deste ecossistema. (GHASEMZADEH; SINAEI; BOLOUKI, 2015).

Além destes, a Abamectina, Clorfenapir e o Metomil, inseticidas, e o0
Quizalofope-p-etilico, herbicida, sdo autorizados para utilizacdo em culturas de
tomate, batata, algoddo, mamao, meldo, melancia. No entanto, seus residuos ja
foram encontrados em amostras de alface, mesmo nao sendo legalizado para este
tipo de cultura (ANVISA, 2019).

Neste sentido, apesar de objetivarem o controle de pragas e reducbes de
danos aos cultivos agricolas, estes pesticidas atuam negativamente sobre a saude
humana, e a ocorréncia de efeitos colaterais decorrentes da contaminagcdo de
alimentos por estas substancias € bem estabelecida na literatura. Em contrapartida,
0 senso comum corrobora com o0 aumento das intoxicagdes devido a cobranca, por
parte dos consumidores, em relacdo ao aspecto de hortalicas consumidas “in natura”,
uma vez que buscam os vegetais maiores e mais atrativos, em detrimento de
produtos organicos (BRASIL, 2002; EMBRAPA, 2012; THEOPHILO, 2014;
YUSHANANTA et al, 2020).

Assim, os produtores, visando atender as expectativas do consumidor, fazem
uso cada vez maior de pesticidas em cultivos de hortalicas. Logo, devido ao consumo
exacerbado de pesticidas no Brasil, faz-se necessério a monitoragcdo destes
alimentos mediante as préticas de producéo agricola, a fim de minimizar os riscos a
saude humana (MAHMOOQOD et al., 2016).
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Neste contexto, foi utilizado neste trabalho o detector de cromatografia gasosa,
que possui elevada sensibilidade para compostos volateis, possibilitando a
guantificacdo dos pesticidas pesquisados. A identificacdo destes é realizada por
comparacdo entre os cromatogramas que mostram o tempo de retencdo de cada
substancia. Todavia, resultados obtidos ndo evidenciaram a presenca de residuos ou
subprodutos dos pesticidas pesquisados nas amostras testes.

Logo, a ndo deteccédo de residuos nas amostras pesquisadas nao significa que
estas estavam isentas de pesticidas, mas sim que dentre as condicdes
cromatograficas e metodologia estudada, ndo foram encontrados sinais de deteccéo.

Diante disso, alguns aspectos devem ser considerados para os resultados
encontrados neste trabalho, sdo eles: o nUmero de amostras teste foi pequeno, foram
utilizados poucos padrbes de agrotoxicos para a pesquisa de residuos, pode ter
ocorrido degradacao dos residuos de agrotdxicos das amostras, tendo em vista que
cada substancia possui condi¢cdes de estabilidade especificas. Ademais, o tempo
para realizacdo do estudo foi curto.

Além disso, o fato dessas amostras terem sido coletadas de feiras livres, e ndo
diretamente do local onde foram cultivados pode ter influéncia na perda dos analitos
e consequentemente em sua deteccao pelo método cromatografico utilizado. Por se
tratarem de substancias extremamente volateis, o processamento do material esta
intimamente relacionado com a concentragcao de pesticidas na amostra teste.

Para uma analise mais especifica, semelhante a realizada pelo Programa de
Analise de Residuos em Agrotoxicos (PARA), seriam necessarios um numero maior
de principios ativos e amostras para serem pesquisados, bem como um tempo maior

para a realizacao das analises.
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7 CONCLUSOES

Conclui-se que os resultados obtidos ndo evidenciaram a presenca de
residuos ou subprodutos dos pesticidas pesquisados nas amostras testes através da
metodologia utilizada, fazendo-se necessério, variagbes no metodo, bem como
adequacdes no preparo da amostra.

E necessario ampliar o nimero de amostras teste e o nimero de padrdes de
agrotoxicos para a pesquisa de residuos, fatores como degradacéo dos residuos de
agrotéxicos das amostras podem ter ocorrido, tendo em vista que cada substancia
possui condi¢cdes de estabilidade especificas. Ademais, o tempo para realizacao do

estudo foi curto.
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