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a,: Atividade de &4gua (do inglés “Water activity”)

BIF: cis-bifentrina

CEE: Comunidade Econdmica Europeia

CIA: Cialotrina

CIP: Cipermetrina

CLO: Clorpirifés

CS: Coreoatetose com salivacéo

DAD: Detector de arranjo de diodos (do inglés “Diode Array Detector”)

DEL.: Deltametrina

DDT: Dicloro-Difenil-Tricloroetano

DPR: Desvio padrdo relativo

EC: Comissdo Europeia - Salde e da Seguranca Alimentar (do inglés “European Commission
- Health and Food Safety”)

ECD: Detector de captura de elétrons (do inglés “electron capture detector”)

El: Tonizag¢do por impacto eletronico (do inglés “Electron lonization”)

EID: Estimativa de ingesta diaria

ELL: Extracdo Liquido-Liquido

ESI: Ionizacao por “electrospray” (do inglés “electrospray ionisation”)

EPA-US: Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (do inglés “United States
Environmental Protection Agency”)

EAU: Extragéo assistida por ultrassom

FAO: Organizacdo das Nagoes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (do inglés “Food
and Agriculture Organization of the United Nations™)

FI: Fator isomérico
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FQPA: Lei de protecdo da qualidade dos alimentos (do inglés “Food Quality Protection Act”)
GABA: Acido gama-aminobutirico (do inglés “Gamma-Amino Butyric Acid™)

GC: Cromatografia a gas (do inglés “Gas Chromatography’’)

GC-ECD: Cromatografia a gas com detector de captura de elétrons (do inglés “Gas
Chromatography- electron capture detector”)

GC-MS: Cromatografia a g& acoplada a espectrometria de massa (do inglés “gas
chromatography-mass spectrometry’)

GC-MS/MS: Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa em tandem (do inglés
“gas chromatography tandem-mass spectrometry”)

GC/NCI-MS/MS: Cromatografia a gas com ionizacao quimica no modo negativo acoplada a
espectrometria de massa em tandem (do inglés “gas chromatography negative chemical
ionization tandem-mass spectrometry”)

IARC: Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (do inglés “International Agency for
Research on Cancer”)

IDA: Ingesta Diaria Aceitavel

IN: Instrucdo Normativa

JECFA: Comité de especialistas em aditivos alimentares (do inglés “Joint Expert Committee
on Food Additives )

JFCRF: Fundacdo de pesquisa japonesa de produtos quimicos em alimentos (do inglés “The
Japan Food Chemical Research Foundation”)

JMPR: Reunido Conjunta sobre Residuos de Pesticidas (do inglés “Joint Meeting on
Pesticides Residues”™)

LANAGRO-RS: Laboratorio Nacional Agropecuario do Rio Grande do Sul

LC: Cromatografia a liquido (do inglés “Liquid chromatography”)

LC-MS: Cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa (do inglés “Liquid
chromatography-mass spectrometry’)

LC-MS/MS: Cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa em tandem (do
inglés “Liquid chromatography tandem-mass spectrometry”)

LD: Limite de detecgéo

LMRs: Limite Maximo de Residuos

LQ: Limite de quantificagdo

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Mercosul: Mercado Comum do Sul
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MGK-264: N-octyl bicycloheptene dicarboximide

MRM: Monitoramento de rea¢des multiplas (do inglés “Multiple Reaction Monitoring™)
MSPD: Dispersao da matriz em fase sélida (do inglés “matrix solid phase dispersion”)

NCI: Ionizagdo quimica no modo negativo (do inglés “Negative Chemical lonization™)
NOEC: Concentracdo maxima para nenhum efeito observado (do inglés “No Observed Effect
Concentration”)

PER: Permetrina

PNCRC/Animal: Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal

PSA: Aminas primaria e secundéria (do inglés “Primary Secondary Amine”)

QUECHhERS: Método de extracdo (do inglés “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe”)
SIM: Monitoramento de ion selecionado (do inglés “Selected Ion Monitoring )

SPE: Extragdo em fase sélida (do inglés “Solid Phase Extraction”)

SPME: Micro extra¢do em fase solida (do inglés “Solid Phase Micro Extration”)

TCP: 3,5,6-tricloro-2-piridinol

TIC: Cromatograma de ions totais (do inglés “Total lon Chromatogram)

WHO: Organizacdo Mundial da Saude (do inglés “World Health Organization™)
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RESUMO

O uso de inseticidas piretrdides na agricultura, pecuéria e em areas urbanas pode
gerar problemas a saude dos seres humanos e dos animais. O controle destes inseticidas nos
alimentos é uma importante ferramenta para avaliar o risco da exposicdo a estes compostos.
Em vista disso, este estudo tem por objetivo desenvolver um método analitico eficiente,
sensivel e confiavel para o preparo das amostras e quantificacdo de ultra tracos de 17
piretroides e um organofosforado, o clorpirifos, utilizando padrdes marcados além de realizar
uma discussdo sobre a incidéncia destes inseticidas. Os alimentos de origem animal
selecionados para este estudo sdo: musculo bovino, peixe e de frango, leite e ovos. Séo
alimentos ricos em gordura, devido a isso, sdo candidatos a estarem contaminados com estes
inseticidas que apresentam propriedades lipofilicas.

O preparo da amostra consistiu na liofilizacdo, extracdo assistida por ultrassom com
solvente organico e clean up utilizando cartuchos de SPE com fases C18 e alumina bésica. A
técnica instrumental utilizada foi a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa no
modo tandem utilizando ionizacdo quimica no modo negativo (GC/NCI-MS/MS). As
recuperacdes obtidas foram entre 50 e 120% para a maioria dos inseticidas com uma média de
desvio padrdo relativa abaixo de 10%. Na analise do perfil isomérico dos resultados de
recuperacdo houve predominancia dos isdbmeros na forma cis perante a trans. No quesito
sensibilidade, os limites de deteccdo atingiram valores de 0,06 a 101 ng kg™.

O método desenvolvido foi utilizado para analisar 152 amostras, sendo que destas,
apenas 4 ndo apresentaram nivel de contaminacdo por inseticidas piretroides ou clorpirifos. A
maioria estava contaminada com pelo menos 2 a 3 destes inseticidas. Os inseticidas
detectados foram a bifentrina, cipermetrina, cialotrina, permetrina, deltametrina e o
clorpirifés. Cabe ressaltar que apenas uma amostra de leite estava contaminada com niveis de
clorpirifés acima do permitido. Na estimativa da ingestdo diaria, nenhum dos inseticidas
ultrapassou os limites de seguranca aceitaveis. Houve um maior nivel de correlagédo entre a
quantidade de inseticida e o teor de lipidios nas amostras de musculo bovino, de peixe e de
frango. Nas amostras segregadas de ovos, o0s inseticidas estavam concentrados na gema. Os
fatores isoméricos calculados nas amostras positivas apresentaram valores diferentes dos
fatores isomeéricos dos padrdes e dos produtos comerciais. Houve uma predominancia dos
isdbmeros cis para a cipermetrina e um predominio do segundo isémero (A-cialotrina), no caso

da cialotrina.
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ABSTRACT

The use of pyrethroid insecticides in agriculture, livestock and in urban areas can
lead to problems for the health of humans and animals. The control of these insecticides in
food is an important tool to control the risk of exposure to these compounds. Therefore, the
objective of this study was to develop an efficient, sensitive and reliable analytical method to
promote the sample preparation and analysis of 17 pyrethroids and one organophosphorus,
chlorpyrifos, using labelled standards and to discuss the incidence of these insecticides. The
foods selected for this study are of animal origin, they are beef, fish, chicken, milk and eggs.
They are foods rich in fat, in view of that, are candidates to be contaminated with these
insecticides that have lipophilic properties.

The proposed sample preparation method was based on freeze-dried samples, solvent
extraction and clean up using SPE cartridges with C18 and basic alumina phases. The
instrumental technique used was gas chromatography coupled to mass spectrometry in
tandem, with negative chemical ionization (GC/NCI-MS/MS). Recoveries in the range of 50
and 120% were obtained with a mean relative standard deviation below 10%. In the analysis
of the isomeric profile of the recovery results there was predominance of the isomers in the
form cis. In the sensitivity question, detection limits reached values of 0.06 to 101 ng kg™.

The method developed was used to analyze 152 samples, of which only 4 did not
present any level of contamination with pyrethroids or chlorpyrifos insecticides. Most were
contaminated with at least 2 to 3 of these insecticides. The insecticides detected were
bifenthrin, cypermethrin, cyhalothrin, permethrin, deltamethrin and chlorpyrifos. It is
important to mention that only one milk sample was contaminated with chlorpyrifos levels
above that allowed. In the estimation of daily intake, none of the insecticides exceeded the
safety limits of acceptable daily intake. There was a strong correlation between the amount of
insecticide and the lipid content in bovine muscle, fish and chicken samples. In the eggs
segregated samples the insecticides were concentrated in the yolk. The calculated isomeric
factors in the positive samples presented different values of the isomeric factors of the
commercial products and standard. There was a predominance of the cis isomers for
cypermethrin and a predominance of the second (A-cyhalothrin) isomer in the case of

cyhalothrin.
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1 INTRODUCAO

O crescimento continuo da populacdo mundial tem elevado a demanda por
alimentos. Neste sentido, nos ultimos anos, o setor agricola brasileiro vem buscando o
aumento da producdo de alimentos, visando atender aos mercados externos e internos. Na
busca de sistemas agricolas mais eficientes, 0 uso de agrotoxicos para o controle de pragas e
doencas tem se intensificado’. O mercado de consumo de agrotoxicos, a nivel mundial, cresce
a taxas superiores a 5% em paises em desenvolvimento como o Brasil, onde este crescimento
é mais acelerado?. Segundo o Ministério do Meio Ambiente, o Brasil é o maior consumidor
de agrotoxicos do mundo®, tendo comercializado 478.000 toneladas de principios ativos no
ano de 2012°.

Os agrotoxicos sao compostos quimicos empregados amplamente na pratica agricola,
na producdo, na colheita, e no armazenamento de alimentos®. A classe mais antiga de
agrotoxicos inclui os compostos organoclorados, cujo uso foi restringido devido a persisténcia
ambiental e o potencial risco sobre a salide humana’. Desde entdo, os organoclorados
comecaram a ser substituidos por outras geracGes de agrotoxicos, que compreendem: 0sS
organofosforados, os carbamatos e os piretroides, visto que, possuem alto poder de acéo e sao
menos persistentes no meio ambiente’. O combate as pragas na agricultura se da,
principalmente, através da utilizacdo de agrotéxicos com acdes fungicidas, herbicidas e
inseticidas. Contudo, a aplicacdo de agrotdxicos pode provocar a contaminacdo de cursos de
agua, do solo, do ar e em alimentos de origem vegetal e animal. Estes agrotdxicos podem ser
transferidos das plantas, sementes e 4guas para 0s animais via cadeia alimentar. Além disso,
no caso dos animais que serdo utilizados para gerar alimentos, € comum a utilizagdo de
inseticidas por aplicacdo direta para o controle de pragas. Consequentemente, animais do
setor agropecuario sdo alvos diretos e indiretos dos agrotéxicos, podendo acumular residuos
na gordura, nos tecidos e também eliminar no leite®.

Destes agrotoxicos, 0s de acdo inseticida tem notoriedade sendo largamente
utilizados em areas agricolas e urbanas, sendo a classe dos inseticidas piretroides um destaque
nesta pratica. A presenca destes compostos no ambiente e na cadeia alimentar pode causar
sérios riscos a saude humana, uma vez que a contaminacdo pode ocorrer através das vias
respiratoria e dérmica, mucosas e pelo trato gastrointestinal®. Devido & ampla utilizacdo,
mesmo sendo considerados de rapida degradacdo no ambiente, os piretroides estdo presentes

na agua'®, em alimentos de origem vegetal** e animal*? podendo ser encontrados inclusive no
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leite materno®. Segundo a Organizagdo Mundial da Salde, os governos tem a
responsabilidade de regular a producéo, a distribuicéo e a utilizacdo dos agrotdxicos em seus
paises, garantindo a alocacdo de recursos adequados™.

Com base no que foi exposto, é de suma importancia a determinacao de residuos de
agrotoxicos em alimentos. Os estudos publicados, no cenario nacional, nos ultimos 10 anos,
mostram as diversas classes de agrotoxicos presentes em alimentos de origem vegetal e
animal. A Figura 1, mostra uma pesquisa realizada na base de dados do web of knowledge™
com os termos “pesticides” e “food” e restringindo o pais de origem “Brasil” e considerando
apenas 0s agrotdxicos que estavam presentes, ndo foi levado em consideracao a frequéncia de

aparecimento ou a quantidade encontrada®®2.

Carboxamidas
6%

Qutros

Organoclorados
13%

Piretroides

Benzimidazoles
7%

} Neonicotinoides
7%

Triazinas
59 Carbamatos Triazoles

5% 5%

Figura 1. Classes de agrotoxicos encontrados em alimentos de origem vegetal e animal, no

Brasil 629,

As classes de maior incidéncia nos alimentos foram os organofosforados, o0s
organoclorados e os piretréides com percentuais de 23%, 13% e 9%, respectivamente. Destes
estudos, apenas 29% foram realizados em alimentos de origem animal. E sabido que matrizes
de origem animal sdo complexas, pois apresentam grande quantidade de proteinas e gorduras
e desta forma, a deteccdo e quantificacdo dos agrotdxicos nestas matrizes ndo € uma tarefa
simples. Outra dificuldade encontrada est4 na concentracdo destes agrotoxicos nos alimentos,
normalmente, presentes em niveis de ultra tragos. A deteccéo e quantificacdo dos residuos de
agrotoxicos em alimentos ocorre principalmente via cromatografia a gas ou liquida acopladas
a espectrometria de massa. Essas técnicas instrumentais apresentam sensibilidade e

especificidade suficientes para determinagdes em niveis de ultra tragos.



2 JUSTIFICATIVA

Os alimentos de origem animal como musculo bovino, muasculo de peixe, masculo de
frango, leite e ovos sdo amplamente consumidos pela populacéo brasileira. Estes alimentos
sdo ricos em gorduras, 0 que 0s torna suscetiveis a contamina¢do com residuos de piretrdides,
visto que estes apresentam caracteristicas lipofilicas. Pouco se sabe sobre a presenca de ultra
tracos de residuos destes inseticidas em alimentos de origem animal. Geralmente sdo
avaliados pelos 6rgdos de fiscalizacdo apenas no que tange os limites maximos de residuos
permitidos. A complexidade destas matrizes aliado as caracteristicas estruturais destes
compostos dificultam as andlises de ultra tragos. Desta forma, este trabalho busca ir além
desses limites, propondo uma metodologia sensivel para atingir baixos limites de deteccéo,
assim, avaliar a incidéncia destes inseticidas em alimentos de origem animal, largamente

consumidos pela populagéo.



3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico para preparo de amostras e posterior quantificacdo
de inseticidas por GC/NCI-MS/MS e avaliar a incidéncia destes inseticidas em produtos de
origem animal produzidos no Brasil e controlados pelo Laboratério Nacional Agropecuério
do Rio Grande do Sul (LANAGRO-RS).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver metodologia analitica para a determinagdo dos piretréides (aletrina, bifentrina,
ciflutrina, cialotrina, cipermetrina, deltametrina, fenvalerato, flumetrina, fluvalinato,
imiprotrina, kadetrina, permetrina, fenotrina, praletrina, resmetrina, tetrametrina, e a
transflutrina) e do organofosforado clorpirifés em musculo bovino, de peixe, de frango, leite e
ovos via GC/NCI-MS/MS utilizando padrdes marcados;

- Validar a metodologia desenvolvida através de ensaios de recuperacao, determinacdo da
precisdo intermediaria, faixa linear de trabalho e limites de deteccdo e quantificacao;

- Analisar amostras de musculo bovino, de frango, de peixe, leite e ovos;

- Analisar de forma separada a clara e a gema nas amostras de ovos;

- Determinar o teor de gordura nas amostras e correlacionar com a quantidade de inseticidas
nas amostras;

- Avaliar e comparar o perfil isomérico nos testes de recuperagdo, nas amostras analisadas e
nos produtos comerciais;

- Comparar os resultados obtidos com a legislacédo vigente;

- Estimar a ingesta diaria destes inseticidas com base nos valores encontrados nas amostras.

- Aplicar cipermetrina em uma vaca leiteira a fim de verificar a cinética de sua eliminagdo no

leite utilizando o método desenvolvido.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 INSETICIDAS PIRETROIDES

As quatro classes de agrotoxicos mais utilizadas como inseticidas sdo os carbamatos,
organofosforados, organoclorados e os piretrides. Em 2009, cerca de 20% de todos
inseticidas utilizados no mundo eram piretr6ides®. Dentre estas classes os piretréides
apresentam menor toxicidade aos mamiferos, assim como maior potencial no combate aos
insetos, sendo assim, mais seletivos em sua ac&o>’. Porém, a histéria tem mostrado que
nenhum agrotoxico é completamente seguro. Por exemplo, o Dicloro-Difenil-Tricloroetano
(DDT) foi muito utilizado na segunda metade do século XX e dito seguro dentro das normas
estabelecidas. No Brasil, sua proibicao parcial se deu entre 1985 e 1998 e total em 2009 pela
Lei 11.936/09 em vista de sua alta toxicidade e persisténcia no ambiente. Em substituicdo aos
organoclorados, os inseticidas organofosforados e carbamatos ganharam destaque e
atualmente os piretroides sdo largamente utilizados por serem supostamente mais seguros. Em
geral, a relacdo entre a toxicidade nos insetos (topica) e a toxicidade aos mamiferos (oral) é

muito mais elevada quando comparada a outros inseticidas®?.

4.1.1 Origem e evolucédo dos piretroides

Os primeiros usos destes inseticidas datam por volta de 1840 na regido de Dalmacia
(atualmente abrange territorios da Crodcia, Bdsnia e Herzegovina e Montenegro), onde um
preparado de flores secas de Chrysanthemum cinerariifolium e Chrysanthemum coccineum,
originarias desta regido, foi utilizado no combate de mosquitos. Hermann Staudinger e
Lavoslav Ruzicka em 1924 descreveram as primeiras estruturas quimicas envolvidas na agdo
inseticida dos extratos dessas flores, estruturas nomeadas de piretrinas. Porém, estes extratos
oxidavam-se rapidamente tornando-se inativos e perdiam atividade quando expostos a luz e
ao calor, desta forma, seu uso se dava quase que, exclusivamente, no interior das residéncias.
O descobrimento das estruturas das piretrinas abriu espago para o desenvolvimento de
equivalentes sintéticos, nomeados de piretroides®®. Na Figura 2 tem-se a estrutura basica de

algumas piretrinas naturais.
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Figura 2. Estrutura bésica das piretrinas naturais.

O primeiro piretroide sintetizado foi a aletrina em 1949 por LaForge e
colaboradores®, com estrutura muito similar a cinerina I. Em seguida surgiram outros como:
fenotrina, praletrina, resmetrina, imiprotrina. Por volta da década de 70, alguns piretroides
sintetizados apresentaram fotoestabilidade, abrindo desta maneira, a possibilidade de sua
utilizacdo em ambientes externos como na agricultura, pecudria e satide publica®.

O desenvolvimento dos piretroides pode ser dividido em dois grupos principais com
base na auséncia (tipo 1) ou presenca (tipo I1) de um grupo ciano ligado ao carbono alfa da

molécula. A cipermetrina € um exemplo de piretréide do tipo Il (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica da cipermetrina, piretréide do tipo II.

4.1.2 Propriedades fisico-quimicas
Os piretroides sdo compostos lipofilicos, apresentam altos valores de coeficiente de

particdo (octanol-agua) em torno de 5,7. Tambem apresentam baixa volatilidade, com pressao
de vapor que variam de 1,8x10™ mm de Hg a 25 °C para bifentrina e até 3,6 x10™ mm de Hg
a 25 °C para tralometrina e baixa solubilidade em agua. Por exemplo, a ciflutrina, cialotrina e

a cipermetrina apresentam valores de solubilidade de 2, 3 e 4 pg L™, respectivamente®*.



Muitos dos piretrdides se apresentam como uma mistura complexa de isbmeros com
dois ou mais carbonos assimétricos. Dentre estes, € possivel citar a bifentrina e a ciflutrina

com dois e trés carbonos assimétricos, respectivamente (Figura 4).

Figura 4. Estrutura quimica da bifentrina com dois centros quirais (A) e da ciflutrina que

apresenta trés centros quirais (B).

Dentre 0s agrotdxicos, os piretroides figuram entre as classes com maior numero de
centros quirais. Sua composicao isomérica pode ser um importante parametro toxicoldgico,
pois normalmente a atividade e o destino podem diferir de acordo com o isémero observado®®
% Desta forma, o monitoramento da distribuicio isomérica se torna importante. Fatores como

pH, solventes e a incidéncia de luz podem afetar a estabilidade dos piretroides®.

4.1.3 Utilizacéo

Os piretréides sdo utilizados em ambientes domésticos, comerciais, industriais,
agricolas, veterinario, &rea medica e saude publica. Na area agricola, sua utilizagdo se d4,
principalmente, no controle de insetos (principalmente pulgbes e carunchos) em plantacdes e
no armazenamento de gréos. No uso domeéstico, 0 combate visa eliminar as baratas, mosquitos
e formigas. Na veterinaria, se utiliza no controle de ectoparasitas, como por exemplo,
carrapatos e pulgas, na medicina humana no controle de ectoparasitas como os piolhos, e na
salide puablica no combate aos vetores de algumas doengas como dengue e malaria®® ¥’

Os piretroides normalmente sdo comercializados como uma mistura de isémeros.
Porém, cabe salientar que alguns piretroides como a bifentrina, cialotrina e deltametrina
apresentam isémeros especificos mais potentes, como a cis-bifentrina, a A-cialotrina e a cis-

deltametrina. Nestes casos, as formulagdes comerciais sdo enriquecidas com estes isdmeros.

v



Algumas formulagdes fazem uso de agentes sinérgicos como o butdxido de piperonilo e o
MGK-264 (N-octil bicicloheptano dicarboximida) a fim de aumentar a eficacia do
piretroide®®. Também é comum encontrar os piretroides associados a inseticidas de outras
classes. A associacdo entre a cipermetrina e o clorpirifés (organofosforado) é um exemplo.
Estas associacdes sdo formuladas com o intuito de aumentar o espectro de acéo,
principalmente devido a resisténcia genética da praga frente ao piretréide. Um exemplo da
utilizacdo da associacdo citada é no combate a populacfes de carrapatos bovinos Boophilus

microplus resistentes®.

4.1.4 Diretrizes de uso

Os piretroides séo utilizados como agrotoxicos e como medicamentos de uso
humano e veterinario. A crescente popularidade dos piretréides levou a um aumento do risco
de transferéncia dos residuos para o ecossistema, através da cadeia alimentar e via residuos na
agua, frutas e vegetais. Consequentemente, para proteger a saude dos consumidores, foram
estabelecidos limites maximos de residuos (LMRs), que significa a quantidade méxima de
residuo de agrotoxico/medicamento veterinario que pode estar presente naquele alimento
seguindo as boas préticas agricolas/boas préticas de uso de medicamentos veterinarios*. Os
LMRs estdo definidos para uma ampla gama de produtos alimentares de origem vegetal e
animal e geralmente, se aplicam ao produto in natura.

Uma das primeiras normas a abordar os piretroides (no caso as piretrinas) como
contaminantes em alimentos (cereais destinados ao consumo animal) foi a a Directiva
86/362/CEE", propondo um LMR de 3 mg kg™ para o somatério das piretrinas. J& em
produtos de origem animal, uma das primeiras normas foi a Directiva 86/363/CEE*, que
prop6s a fixacdo de alguns LMRs para agrotoxicos. Na Europa, os primeiros LMRs de
piretroides em alimentos de origem animal foram determinados pelos Regulamentos
396/2005, 149/2008* e 839/2008*°, como por exemplo: bifentrina (musculo bovino, leite e
ovos 0,05 mg kg™), ciflutrina (leite e ovos 0,05 mg kg™), cipermetrina (musculo bovino e
frango 0,2 mg kg™, leite 0,05 mg kg™ e ovos 0,01 mg kg™), deltametrina (leite e ovos 0,1 mg
kg™, A-cialotrina (musculo bovino 0,5 mg kg™, leite 0,05 mg kg™ e ovos 0,02 mg kg™). Estes
niveis ndo sdo fixados apenas nos limiares toxicoldgicos, sdo derivados de uma avaliacéo
exaustiva das propriedades de cada substancia ativa assim como seu comportamento nas

culturas tratadas. Os LMRs sdo determinados com base no risco toxico dos compostos,



quantidades passiveis de estarem presentes e 0s métodos analiticos propostos para efeitos de
controle e monitoracao®.

Na avaliacdo de risco destacam-se os valores de Ingesta Diéria Aceitavel (IDA), para
0 risco croénico, que significa a quantidade maxima de agrotdéxico que um individuo pode
ingerir diariamente sem que sofra danos a salde, durante toda vida. Destaque também para a
Dose Aguda de Referéncia (ARfD), que esta relacionada a quantidade de agrotdxico que pode
ser consumida em uma refeicdo ou em um dia sem ocasionar danos a sadde®.

Como referéncias internacionais para determinagdo desses limites destacam-se: o
CODEX Alimentarius*’ que recebe assessoramento do JECFA (Joint Expert Committee on
Food Additives) e do JMPR (Joint Meeting on Pesticides Residues) ambos formados por
especialistas da FAO/WHO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations)/(World Health Organization); a Comisséo Europeia (EC)-(European Commission -
Health and Food Safety)*; a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA-US)-
(United States Environmental Protection Agency)®®; a Fundagdo de Pesquisa Japonesa de
Residuos Quimicos em Alimentos (JFCRF)-(The Japan Food Chemical Research
Foundation)®°.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é
responsavel pelo controle dos residuos destes inseticidas nos alimentos de origem animal.
Este controle € realizado através do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
em Produtos de Origem Animal (PNCRC/Animal). O objetivo do PNCRC/Animal é
promover a garantia da qualidade dos produtos envolvidos ao longo de toda cadeia produtiva
dos alimentos de origem animal. As analises destas amostras sdo realizadas nos Laboratérios
Nacionais Agropecuarios (LANAGROs) e laboratdrios privados/publicos credenciados ao
MAPA>!. Para 2017 os LMRs est&o definidos pela instrucdo normativa do do Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (IN-09 PNCRC
2017)2,

No Apéndice A (pagina 80) estdo apresentados os LMRs dos principais piretroides:
bifentrina, ciflutrina, cialotrina, cipermetrina, deltametrina, permetrina, fenvalerato e do
organofosforado clorpirifés definidos pela EC, EPA-US, pelo CODEX Alimentarius, pela
JFCRF e pela IN-09 PNCRC/animal 2017. Nos peixes, apenas a IN-09 PNCRC 2017, a
JFCRF e a EPA-US apresentam alguns valores de LMRs para piretrdides e clorpirifés.

Na IN-09 do PNCRC 2017 estdo incluidos 10 piretroides (aletrina, bifentrina,

ciflutrina, cipermetrina, deltametrina, fempropatrina, fenvalerato, A-cialotrina, permetrina,
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prometrina) para analise em um minimo de 45 amostras de ovos, 30 de musculo de peixes, 45
de leite, 140 de musculo bovino e 45 de frango, entre outros produtos de origem animal, por
exemplo o mel.

Os produtos comerciais contendo piretréides e/ou clorpirifés destinados a agricultura
ou a medicina veterinaria estdo registrados na ANVISA ou no MAPA. Na Tabela 1 é possivel
observar o nimero de produtos comercias que contém os ativos avaliados neste trabalho, as
bases para preencher a tabela foram o banco de informac6es sobre os agrotoxicos e afins
registrados no Ministério da Agricultura (agrofit)>® e o portal de contelido agropecuério
agrolink®*. O agrolink esta dividido em duas &reas: uma voltada para a agricultura (Agrolink

Fito) e a outra voltada para a sadde animal (Agrolink Veterinaria).

Tabela 1. Nimero de produtos comerciais registrados para utilizacdo na agricultura e

medicina veterinaria nas bases do agrofit e agrolink.

Agrofit ~ Agrolink Fito  Agrolink Veterinaria

Clorpirifos 19 19 38
Cipermetrina 19 32 110
A-Cialotrina 20 10 -
Deltametrina 7 7 12
Bifentrina 24 26 -
Permetrina 13 13 31

Dos 38 produtos contendo o ativo clorpirifés informado pelo agrolink-veterinéria™,
25 estdo em associacdo com o ativo cipermetrina. Nenhum dos 19 produtos contendo o ativo
clorpirifés informado pelo agrolink-fito®® ou agrofit>® estavam associados a cipermetrina.

No que tange o comércio internacional de alimentos, os valores de LMRs controlam
e limitam este comércio atraves dos LMRs do pais importador. Na comunidade europeia, a
igualdade nas condi¢des de concorréncia e a circulacdo interna de mercadorias, foi facilitada
devido ao regulamento 396/2005 do parlamento europeu®®. Este regulamento trata da
utilizacdo de um valor padrdo de LMRs entre os paises membros. O valor é estabelecido
comunitariamente, visando um elevado nivel de protecdo aos consumidores e levando em
consideracdo as boas praticas agricolas. Nesta mesma linha 0 MAPA e ANVISA ja realizaram
uma consulta publica (Consulta Publica 57/2015) de um texto redigido de forma conjunta
para facilitar o comércio de produtos vegetais in natura entre os paises do Mercado Comum

do Sul-Mercosul.
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4.1.5Toxicologia

Os piretroides sdo um grupo de inseticidas com agdo neurotdxica nos insetos. O seu
mecanismo estd baseado na interferéncia da geracdo e propagacdo dos impulsos elétricos,
alteram o funcionamento dos canais de sédio voltagem dependentes, 0 que produz varios
pulsos elétricos produzindo uma paralisia total no inseto®. A poténcia da acdo inseticida, na
maioria dos casos, € dependente da configuracdo isomérica. Nao apenas entre 0s
diastereoisomeros, como ocorre com a bifentrina, onde apenas o isOmero cis apresenta
atividade inseticida, mas também entre os enantibmeros, principalmente no carbono quiral
adjacente ao grupo carboxilico. Por exemplo a configuracdo R neste carbono da permetrina é
cerca de 25 vezes mais potente do que a configuracdo S no combate a moscas domésticas”".

A acdo inseticida dos piretroides é altamente eficiente. O problema comeca quando
temos acdo em seres vivos ndo alvos. Peixes e invertebrados aquaticos sdo extremamente
sensiveis a estes inseticidas®™ >°. Testes avaliando a toxicidade crénica em peixes resultaram
em valores de concentragdo maxima para nenhum efeito observado (NOEC) de 30 ng L™ e 12
ng L™ para a cipermetrina e bifentrina, respectivamente®. As abelhas também séo suscetiveis
a estes inseticidas, apresentando uma menor quantidade de enzimas capazes de biotransformar
0s piretroides®’.

Em 1996, nos Estados Unidos, a lei de protecdo da qualidade dos alimentos (FQPA)
elencou os piretroides como suspeitos de risco cumulativo e de compartilnar mecanismos
comuns de neurotoxicidade®. Em mamiferos como os ratos, os piretréides apresentam uma
toxicidade aguda moderada. A acdo tdxica nos mamiferos pode estar relacionada a quatro
sitios de interacdo com os piretroides. A acdo tdxica in vitro ocorre nos canais de sodio e
calcio voltagem dependentes, nos canais de cloreto voltagem e ligante dependentes e nos
receptores Acido gama-aminobutirico - A (GABA,). Destes sitios, apenas os canais de sodio,
calcio e cloreto sofrem acdo dos piretroides em baixa concentragdo implicando em uma acéo
neurotoxica®.0s piretrdides apresentam um baixo potencial de acdo nos receptores GABAA,,
porém ha evidéncias bioquimicas indicando que piretroides do tipo Il ligam e bloqueiam os
receptores GABA em cérebros de mamiferos®”.

A principal acdo neurotoxica que ocorre nos mamiferos assim como nos insetos é a
acdo sobre os canais de sédio voltagem dependentes. Geralmente, nos mamiferos, 0s
piretroides do tipo | induzem potenciais de acao repetitivos nos axonios em resposta a uma
Unica despolarizacdo elétrica, possivelmente provocando tremores (sintoma comum na

intoxicacdo por piretréides em mamiferos). Ja& os do tipo Il produzem correntes de longa
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duracdo que causam despolarizacdo extensiva do potencial de membrana em repouso
bloqueando a conducdo nervosa, o sintoma mais comum é a coreoatetose’ com salivagdo
(CS)®. Porém, alguns piretréides geram ambos os sintomas. J& no contato dérmico a estes
inseticidas o principal sintoma apresentado & a parestesia, caracterizada por dorméncia,
prurido, queimacdo ou formigamento®. A toxicidade aguda em mamiferos est4 resumida na
Tabela 2, onde estdo apresentados apenas os piretroides que apresentaram resultados

positivos nas amostras analisadas neste trabalho.

Tabela 2. Toxicidade aguda oral em ratos e niveis de toxicidade para humanos dos piretroides

do tipo l e ll.
Pirstréide Grupo Toxicidade aguda Nivel de toxicidade

ciano oral LDs, (Mg kg™) (WHO/EPA)

Cipermetrina + 287 (1) Moderada

A-Cialotrina + 56 (1) Moderada

Deltametrina + 87 (1) Moderada

Bifentrina - 54 (1) Moderada

Permetrina - >430 (1/11) Leve a Moderada

Além dos sintomas ja mencionados, a agdo toxica dos piretroides, em humanos,

64; 65; 66 >7:57 & carcinogenicidade®.

também pode causar: disrup¢do enddcrina , heurotoxicidade
Recentemente a agéncia internacional de pesquisa em cancer (IARC) colocou a permetrina na
lista de revisGes para o periodo de 2015 a 2019 com alta prioridade, dada a sua possibilidade
de causar cancer®.

Pouco se sabe sobre os efeitos cronicos causados pela exposicdo cumulativa a estes
inseticidas, exposi¢do que pode ser via inalatoria, dérmica e oral incluindo os residuos em
alimentos e na agua. O estabelecimento de um mecanismo comum de toxicidade em
mamiferos ndo € um processo direto como nos casos dos organofosforados e carbamatos,

visto que, os piretréides apresentam ac&o em varios sitios>’

! Coreoatetose - é a ocorréncia de movimentos involuntarios de contracdes migratorias
irregulares, tor¢éo e contorcéo.
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4.1.5.1 Toxicocinetica dos piretréides em mamiferos.

Nos mamiferos, os piretréides apresentam uma baixa absor¢do dérmica e quando
administrados via oral na forma de suspencdo aquosa sdo pouco absorvidos devido as
caracteristicas lipofilicas. Porém, se administrados via oral e concomitantemente a 6leos
vegetais, os piretroides sdo rapidamente e extensivamente absorvidos no trato gastrointestinal.
Por consequéncia, o consumo de alimentos ricos em gorduras contaminadas com piretréides
podem aumentar o risco aos humanos, pois a forma de administracdo afeta diretamente a taxa
de absorcéo, formas mais lipofilicas aumentam esta taxa>’. Nos humanos, a absorcdo é
semelhante, segundo Woollen e colaboradores™ a cipermetrina apresentou uma absorcdo de
aproximadamente de 36% pela via oral e 1,2% pela via cutinea. Porém Capt e
colaboradores™ encontraram valores de 12% de absorcdo na via cutdnea de ratos. Esta
diferenca entre as absorcbes cutaneas ocorre devido as diferentes enzimas envolvidas na
biotransformacao.

Em termos gerais os piretrdides sdo biotransformados através de hidrolises,
oxidagdes e conjugacdes. A biotransformacdo inicial do composto original ocorre pelo ataque
de esterases na porcao éster no centro da molécula. Essa clivagem separa a porcao acida e
alcoolica dos piretréides (Figura 5), e pelo ataque de monoxigenases dependentes do
Citocromo P 450 que estd envolvido’. Apés esta clivagem outras reacdes como as de

oxidagdo e conjugacdo sdo comuns na biotransformacéo dos piretroides.

Fracdo acida Fracdo alcoolica
HC CHs
Cl
0]
S ol
0]

Figura 5. Piretroide permetrina com as fragdes acida e alcodlica destacadas.

Por serem compostos lipofilicos, dificilmente os piretroides sdo eliminados na urina
em sua forma original. Na Figura 6, estdo apresentados alguns metabdlitos dos piretroides. O
metabdlito mais comum que € eliminado na urina na forma livre, é o acido 3-fenoxi-benzdico
(3-PBA). Ele pode ser formado através da biotransformagdo dos seguintes piretroides:

cipermetrina, cialotrina, deltametrina, permetrina, fempropatrina, fenotrima e esfenvalerato.
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Estes metabolitos também podem ser eliminados na forma conjugada’® " ™. No caso dos
piretroides do tipo Il (que contém o grupo ciano) a perda do grupo ciano ocorre de forma nao

enzimatica®’.

HiC_  CHj HiC_  CHg F
Br cl /@
o o HO HO
BN = cl o ©
OH OH O o

cis/trans-DBCA cis/trans-DCCA 3-PBA 4-F-3-PBA

Figura 6. Metabolitos mais comuns provenientes dos piretréides (3-PBA acido 3-fenoxi-
benzoico; 4-F-3-PBA acido 3-fenoxi 4-fluor-benzoico; DCCA 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-
dimetil-ciclopropano acido carboxilico; DBCA 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetil-ciclopropano

acido carboxilico).

A biotransformacdo também pode ser enantioseletiva, sendo que em alguns casos a
biotransformacao da fracdo éster ocorre de forma mais intensa nos isomeros trans’ (Figura
7).

HyC.  CHj HiC_ CH4

R1>:\K/
H H § H
R4
N T Y o
Ri o HY e R, >== ﬂ/ “R,
o}

0 Ry

Isomero trans Isomero cis

Figura 7. Isbmeros trans e cis da fracdo acida dos piretréides. Setas estdo indicando a
intensidade da biotransformacao.

Além disso, de uma forma geral os isdmeros cis sdo mais toxicos que 0s
correspondentes trans’®.

Gullick e colaboradores®® observaram a presenca de piretréides no cérebro e no
figado de ratos tratados com piretroides. Esta presenca no cérebro reforca a preocupacéo dos
possiveis efeitos neurotoxicos dos piretroides.

Bruckner’’ relatou que ha uma diferenca fundamental na bioquimica de adultos em
relacgdo as criangas, principalmente nos sistemas nervoso, endocrino, reprodutivo,
imunoldgico e visual. Isto pode tornar as criangcas mais suscetiveis aos efeitos neurotoxicos

dos piretroides, mesmo em niveis de exposi¢do ambiental ou alimentar.
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4.2 CLORPIRIFOS

E um inseticida de amplo espectro da classe dos organofosforados (Figura 8), é
largamente utilizado no controle de insetos na agricultura e na producdo animal. Teve sua
introducdo no mercado em 1965, atualmente € registrado na maioria dos paises. O baixo prego
e a facilidade de acesso o torna um dos inseticidas mais utilizados, sendo sua producéao e
utilizacdo aumentada drasticamente a cada ano. A producdo de clorpirifés em 2015, na China,
foi estimada em 200.000 toneladas™. Apresenta propriedades fisico-quimicas como pressdo
de vapor de 7,5x10° mm de Hg a 25 °C, solubilidade em agua de 390 pg L™ e coeficiente de

particdo (octanol-4gua) de 5,0 demonstrando alta lipofilia’ .

cl Cl
~x

S, _0
N CH;
w P
a” N 07

CH,

Figura 8. Estrutura quimica do organofosforado clorpirifos.

E um inseticida de facil degradacdo o que contrapde sua toxicidade. Diferentemente
dos piretréides os produtos de degradacdo apresentam maior toxicidade ambiental do que o
préprio clorpirifés. O CLO-oxon e 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) sdo exemplos destes

produtos de degradacdo com maior toxicidade ambiental ® 8 (Figura 9).

cl cl
cl | N ! cl | N
P
cl N/ o~ o cl N/ OH
<cH3
CLO-OXO TCP

Figura 9. Estruturas dos produtos de degrada¢do CLO-OXO e TCP oriundos do CLO.

O TCP também € o metabolito do clorpirifés mais excretado nos humanos, sendo
utilizado como biomarcador no caso de exposicdo ao clorpirifés®. Liu e colaboradores®
detectaram este metabolito na urina de 70% das criangas de regides agricolas da China, de um
total de 364 criangas. E moderadamente toxico aos humanos. Apresenta uma toxicidade aguda
oral LDs de 64 mg kg™ em ratos e no ambiente apresenta alta toxicidade. Testes avaliando a

toxicidade cronica em peixes resultaram em um NOEC de 140 ng L™ ®°. Em humanos, os
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indicios toxicologicos apontam para problemas como desregulacdo enddcrina com efeitos
estrogénicos ® e anti-androgénicos®®, além de alteracdes na tireoide ®. Este organofosforado
foi incluido no trabalho devido a sua associa¢do com os piretroides para ampliar o espectro de

acao sobre organismos resistentes.

4.3 ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL: MUSCULO BOVINO, DE PEIXE, DE
FRANGO, OVOS E LEITE.

Estes produtos fazem parte do setor primario da economia. No Brasil este setor
representou 5,2% do produto interno bruto em 2015%’. O agronegécio, que abrange este setor
assim como seu beneficiamento, representou mais de 40%, no quesito financeiro das
exportagdes brasileiras nos anos de 2014 e 2015%. Nos Gltimos anos, o Brasil se afirmou
como um dos maiores produtores e exportadores mundiais de alimentos®.

Nos alimentos de origem animal o Brasil tem o segundo maior rebanho bovino do
mundo®, atingindo um valor de aproximadamente 215 milhdes de cabecas em 2015%, que
corresponde mais de um animal por habitante, visto que a populagéo era de aproximadamente
205 milhdes em 2015%. A producdo de frango também ocupa a segunda posicdo a nivel
mundial®®, j& a producéo de leite é a quinta maior do mundo®. A producéo de ovos no Brasil
vem aumentando com o passar dos anos, em 2016, atingiu 3,1 bilhdes de dizias, que
representou um crescimento de 53% quando comparado a producgdo de 2005%. O pescado é
outro alimento de origem animal que teve seu consumo e producdo aumentados com o passar
dos anos, atingindo valores de producéo anual de aproximadamente 483 milhGes de quilos no
ano de 2015". Todos estes alimentos de origem animal s&o de grande relevancia na dieta dos
brasileiros.

O Brasil se caracteriza por ter um setor primario muito forte, os nimeros citados no
parégrafo anterior reforcam isto. Porém, nos sistemas de producdo empregados, existe uma
forte correlacdo entre o uso de agrotoxicos/medicamentos veterinarios com o0 aumento da
producdo. Colaborando com isso, o Brasil esta entre os paises que mais utilizam agrotoxicos
no mundo®. Devido a esta grande producdo de alimentos e alto consumo de agrotoxicos o
controle da qualidade dos alimentos torna-se extremamente relevante. Para isso 0
monitoramento da presenca de residuos de agrotdxicos é essencial.

O consumo de carnes, leite e ovos € amplamente difundido em todo mundo. Muitos
produtos quimicos sintéticos, particularmente os agrotdxicos lipofilicos podem bioacumular

nestas matrizes ou serem excretados no caso do leite. Resultando em exposi¢cdo humana,
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quando do consumo destes produtos. Estima-se que cerca de 95% da exposi¢cdo humana a
contaminantes lipofilicos se dé pelo consumo de produtos de origem animal®® *’. Estudos
demonstram que cerca de 90% da ingesta diaria humana de agrotoxicos lipofilicos como
organoclorados e bifenilas policloradas sdo oriundos de alimentos de origem animal ricos em
gordura, como os bovinos, os peixes e os laticinios™.

Os alimentos de origem animal como leite, ovos, musculo de bovino, de peixe e de
frango séo formados, principalmente por agua, proteinas e lipidios (Figura 10). Os dados da
Figura 10 foram retirados da base de dados do departamento de agricultura dos Estados
Unidos®. Estes valores correspondem a um padrdo de cada alimento. Existem variacdes de
acordo com as diferentes espécies, porém, esses dados sdo interessantes para se ter uma ideia

da composicao de cada alimento.

Muasculo Misculo Musculo
Ovos (%) Leite (%) bovino defrango de peixe

(%) (%) (%)
Agua 76 88 75 75 78
Proteinas 12 31 22 21 20
Lipidios (Total) 9,5 3,5 3,0 3,0 1,7
Acidos graxos 3,1 2,2 1,5 0,79 0,58
saturados ! ! ! ! !
Acidos graxos 3,7 1,0 1,1 0,90 0,50
monoinsaturados ! ' ! ! !
Acidos graxos 1,9 0,13 0,22 0,75 0,36
poliinsaturados
Colesterol 0,37 0,01 0,06 0,07 0,05
Mdsculo de peixe  ||[[[]]1]11111111T1111111111]] E NN
Masculo de frango |[]]]]11]]1111111111111111] 10 NI
wasculo bovino  {|[[I[[IIN T TNTATLT N
eite  |[[{NINIINTITCATTATCTTTTATALAT SN
SCERMTHTHTHHTTHITIES S NN
] 20 40 60 20 100
I Acidos graxos saturados m Acidos graxos monoinsaturados

# Acidos graxos poliinsaturados  m Colesterol

Figura 10. Caracterizacdo das matrizes ovos, leite, musculo bovino, de frango e de peixe (%

em peso Umido) e distribuicao porcentual dos principais lipidios entre as matrizes.
17



De acordo com a natureza lipofilica desses alimentos e da natureza lipofilica dos
inseticidas piretréides e do clorpirifds, estes alimentos sdo colocados como “sob suspeita”

quanto a presenca destes inseticidas.

4.3.1 0vos de Gallus gallus domesticus

Os ovos constituem um componente importante na dieta humana. Eles sdo nutritivos,
baratos e de facil obtengdo. Apresentam em sua composicdo proteinas e gorduras como
principais constituintes além da agua (Figura 10). O ovo pode ser separado facilmente em
duas fragdes: clara e gema. A gema é a fracdo lipidica, constituida principalmente por acidos
graxos saturados e monoinsaturados (Figura 10), enquanto que a clara é a fracdo proteica,
sendo a albumina a principal proteina. Caso a galinha tenha sido exposta a estes inseticidas no
periodo de formacdo do ovo, este poderd conter residuos dos inseticidas aplicados. Um
exemplo € a aplicacdo de cipermetrina no combate ao cascudinho (A. diaperinus) e ao piolho

(Menacanthus stramineus) em aviarios para o controle dessas pragas.

4.3.2 Leite

Nos ultimos anos, por diversas vezes, os problemas de qualidade do leite foram capa
dos principais meios de comunicacdo, principalmente, devido a adulteracdo. O Estado do Rio
Grande do Sul esta entre os maiores produtores do Brasil. O leite é caracterizado como um
alimento aquoso rico em proteinas e lipidios, principalmente, em &cidos graxos saturados
(Figura 10). E um alimento produzido e secretado pelas glandulas mamarias dos animais
leiteiros e, desta forma, a saude desse animal é fundamental para a qualidade do leite. Este
alimento pode sofrer contaminacéo por piretroides e clorpirifés de forma indireta, por meio da
contaminacdo da pastagem, de ragdes e cereais, d& aplicacdo nos estdbulos ou direta no
animal, dentre outras. O piretroide cipermetrina € um exemplo da aplicacdo direta na parte
externa do animal, muito utilizado no combate ao carrapato (B. microplus)'®. A
contaminacgéo do leite pode ser oriunda deste uso, uma vez que o inseticida pode passar pela
barreira cutanea, atingindo o sangue e através das glandulas mamarias ser eliminado no leite.
Principalmente, devido a presenca de lipidios, ja que os piretroides e o clorpirifés sdo de

natureza lipofilica.
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4.3.3 Musculo bovino e de frango

Mdsculo bovino e de frango, ambos oriundos de animais terrestres, apresentam em
sua composi¢do proteinas e gorduras como principais constituintes além da gua (Figura 10).
Os residuos de piretroides e clorpirifés podem estar presentes devido a alimentacdo destes
animais, assim como da aplicacdo direta no combate as pragas através da aplicacdo de
produtos veterinarios. Aplicacdo destes produtos em bovinos, na maioria das vezes, € de

forma topica atraves da pulverizagdo ou pour on.

4.3.4 Peixe

Peixes apresentam em sua composicdo proteinas e gorduras como principais
constituintes além da agua (Figura 10). Muitos estudos tem relatado a contaminacéo por
agrotoxicos em agua doce e salgada. Esta contaminacdo € oriunda de uma diversidade de
atividades antropogénica na agricultura e aquicultura, e se deve principalmente a utilizagdo de
agrotdxicos como organoclorados, carbamatos, organofosforados e piretrdides no combate
das mais variadas pragas. Os peixes presentes nestas areas estdo expostos a estes agrotoxicos
e podem bioacumular estes contaminantes nos tecidos'®*. Um exemplo disto é a aplicacéo de

deltametrina diretamente na 4gua no combate ao piolho do mar Caligus rogercresseyi'®.

4.4 METODOLOGIAS DE ANALISE PARA PIRETROIDES

Existem diversos métodos de extracdo e deteccdo, desenvolvidos por pesquisadores,
para determinacdo de residuos de piretroides em matrizes de origem animal. Geralmente
apresentam duas etapas: 0 preparo de amostra baseado na extracdo e clean up; e analise
instrumental baseada na cromatografia com diversos tipos de detectores. No Apéndice B
(pagina 81) estd apresentada uma breve revisdo da literatura cientifica ressaltando a
metodologia de extracdo/clean up, piretréides avaliados, tipos de matriz e instrumentacao
analitica. Cabe salientar, assim como ja relatado por LeDoux e colaboradores'®, que a

literatura ainda é escassa quando as matrizes trabalhadas sdo de origem animal.

4.4.1 Preparo de amostra

A grande complexidade das amostras de origem animal requerem sistemas de
preparo de amostras eficientes a fim de eliminar interferentes sem perdas dos analitos de
interesse, 0s quais, normalmente, estdo presentes em baixas concentragdes. Ou seja, manter

altas taxas de recuperacdo ndo & uma tarefa facil nestas amostras complexas. A grande
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maioria das amostras de origem animal apresentam uma quantidade consideravel de
componentes com diferentes propriedades fisicas e quimicas, onde 0s principais
macrocomponentes sdo a 4gua, proteinas e lipidios'®.

A liofilizacdo pode ser utilizada na remocédo de agua das matrizes de origem animal.
Esta remocéo ocorre via sublimagdo, uma vez que, a matriz é congelada e colocada sob
vacuo, permitindo que o gelo mude diretamente para fase gasosa. O processo consiste em trés
etapas: congelamento, secagem primaria (sublimacdo) e secagem secundaria (dessorcéo). A
principal vantagem na liofilizac&o deste tipo de matriz esta no aumento da estabilidade destas
matrizes.

Outro componente a ser eliminado sdo os lipidios que contribuem adicionalmente
para a complexidade das matrizes de origem animal. Eles sdo prejudiciais aos sistemas
instrumentais utilizados, ocasionando problemas no sistema de injecdo e na coluna
cromatogréfica'®. A dificuldade estd em remover os lipidios sem carrear os analitos
lipofilicos tais como os piretroides e o clorpirifés. Geralmente, os piretréides sdo extraidos,
das matrizes bioldgicas através da utilizacdo de solventes organicos. Além da extracgdo, se faz
necessaria uma etapa de clean up. Esta etapa visa a remog¢do de compostos coextraidos junto
aos piretroides, por exemplo, os acidos graxos, esterdis e glicerideos. Nesta etapa de clean up,
sdo utilizados procedimentos como extracdo liquido-liquido e por adsor¢do com fases a base

de silica modificada (C18 e PSA) além de aluminas e florisil.

4.4.1.1Métodos de extracao

Os métodos mais empregados na extracdo de piretréides em amostras complexas
envolvem técnicas como: dispersdo da matriz em fase solida (MSPD), extragcdo com solventes
e sais (QUEChERS), liquido-liquido ou solido-liquido e extragdo assistida por ultrassom
(EAU). Outros métodos como soxhlet, extracdo acelerada por solvente, micro extracdo em
fase sélida (SPME) também podem ser utilizados'®.

A utilizagdo da MSPD, introduzida por Barker e colaboradores’® em 1989, é
utilizada na extragcdo de piretroides em amostras de origem animal. A técnica envolve a
moagem da amostra em conjunto com uma fase sélida dispersante (adsorvente), a qual deve
ser escolhida de acordo com a afinidade dos analitos de interesse. Além da funcdo de
adsorvente, o dispersante tem a finalidade de agir como abrasivo, rompendo a estrutura fisica
da matriz. A escolha do tipo de molécula ligada na superficie do adsorvente deve levar em

consideracdo a polaridade dos analitos de interesse e a natureza da amostra. A mistura
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resultante da moagem é empacotada em um cartucho e os analitos podem ser eluidos através
de um solvente adequado®®. Em razéo da lipofilia dos piretrdides, as fases adsorventes mais
empregadas s&o a C8 e C18%" ', Uma das vantagens da MSPD é a possibilidade de agregar a
etapa de clean up diretamente ao processo, além de ser uma técnica que apresenta baixo
consumo de solventes e de rapida execucdo'®.

O método QUEChERS foi introduzido por Anastassiades e colaboradores em 2003
19" descrito como rapido, fcil, econdmica, efetivo, robusto e seguro na extracio de residuos
de agrotdxicos em vegetais e frutas. A base do método esta na adicdo de solvente organico
(ACN é a mais utilizada) a uma determinada quantidade de amostra em um tubo, agregando
sulfato de magnésio e cloreto de sdédio seguido de agitacdo. Este sistema formado €
centrifugado, ocorrendo uma particdo L-L entre a ACN e a dgua presente na amostra. Essa
particdo ocorre devido aos sais presentes que também proporcionam o efeito salting out?. Em
uma segunda etapa, da-se a adicdo de sulfato de magnésio e aminas primarias e secundarias
(PSA) na forma dispersiva. Esta segunda etapa tem a funcéo de clean up, removendo agua e
interferentes mais polares. O método QUEChERS pode apresentar algumas variagdes, por
exemplo, a adicdo de uma etapa tamponante com adi¢do de acetato de s6dio ou uma mistura
de citrato de sodio diidratado e hidrogenocitrato sesquihidratado com o intuito de aumentar as
recuperacdes. Em 2005 Lehotay e colaboradores™* avaliaram a aplicacdo do QUEChERS na
extracdo de residuos de agrotoxicos em matrizes de origem animal. Atingiram bons resultados
de recuperacdo e clean up, modificando apenas a fase dispersiva através da inclusdo de uma
fase mais apolar como a C18.

A utilizacdo de ACN como solvente no método de QUEChERS favorece a separacao
das fases além de ndo extrair parte dos interferentes lipofilicos da matriz. A rapidez do
processo, 0 baixo consumo de solventes, a utilizacdo de reagentes relativamente baratos e os
bons resultados de recuperacdo séo algumas das vantagens da utilizagdo do QUEChERS.
Alguns exemplos da sua utilizacdo na extracdo de piretréides em matrizes bioldgicas sdo em

leite™

, peixe™® e musculo de frango™**.
A extracdo liquido-liquido (ELL) também pode ser empregada em matrizes de
origem animal. Envolve a adi¢do de um solvente extrator a amostra com posterior agitacdo e

centrifugacdo. Na extracdo ELL ocorre a particdo da amostra em duas fases, uma organica e

2 A adicdo de sais diminue a solubilidade de moléculas organicas no meio aquoso além de
promover a precipitacao das proteinas.
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outra aquosa. A eficiéncia da extracdo vai depender da afinidade do analito pelo solvente de
extracdo, numero de extracOes e da razdo entre as fases. Os solventes hexano, ACN,
diclorometano e acetato de etila sdo corriqueiramente utilizados na extracio de piretréides™
116; 117.

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) tem se mostrado eficiente, rapida e de
amplo espectro quando aplicada a alimentos com o intuito de extrair agrotoxicos. A escolha
correta do solvente de extracdo também é um fator importante, assim como ocorre na ELL.
Porém o diferencial da EAU esta nos efeitos das ondas mecéanicas gerados no transdutor do
equipamento ultrassom. Elas proporcionam uma maior penetracdo do solvente na matriz de
origem animal solida melhorando a transferéncia de massa devido aos efeitos de
microstreaming® e ao rompimento das células. No ultrassom as frequéncias estdo acima das
percebidas pelos humanos. Os equipamentos estdo divididos em dois grupos: os de alta
intensidade (16-100 KHz) e baixa intensidade (100 KHz-1MHz). Comercialmente podem ser
encontrados na forma de sonda ou banho. O banho apresenta vantagens como o numero de
amostras que podem ser processadas ao mesmo tempo. Os equipamentos de alta intensidade
sdo utilizados no preparo de amostras de origem animal, eles produzem ondas capazes de
alterar as propriedades fisicas e quimicas dessas matrizes'®.

O principio da EAU esta embasado na sonicacdo, onde sdo criadas ondas
longitudinais no liquido, gerando regides de rarefacdo e compressao alternadas nas moléculas
do meio. Nessas regides, ocorre variacdo de pressdo e cavitagdo dando origem a bolhas de
gas. Essas bolhas estdo expandidas nas regifes de rarefacdo e comprimidas nas regides de
compressdo. A energia ultrassénica nao é suficiente para manter a fase gasosa da bolha, desta
forma, ocorre uma rapida condensacao e por consequéncia uma alta liberacdo de energia. As
moléculas condensadas colidem violentamente gerando ondas de choque, nestas regifes a
temperatura pode chegar até 5500 °C e a uma pressdo de 50 Mpa (Figura 11). A cavitagdo
pode aumentar a transferéncia de calor e massa e acelerar dramaticamente a reatividade
quimica no meio. De modo geral, a EAU de compostos organicos a partir de matrizes solidas

proporciona um maior contato entre a matriz e o solvente devido ao aumento da presséo que

® E 0 movimento unidirecional de fluidos ao longo das membranas celulares, ocorre como
resultado das mudancas de pressao mecanica dentro do campo de ultrassom. Pode alterar a
estrutura e permeabilidade da membrana.
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favorece a penetracdo e o transporte, e a temperatura que favorece a solubilidade e a

difusividade!*®.

Compressao Compressao Compressao Compressao

AN ANARYANYE
VEAVAVIRVIRV

Rarefagao Rarefagao Rarefagao Rarefacao Rarefagao

. . . . . Aprox.
5000 °C
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5 Implosao da bolha
Formagdo da bolha  wle- da bolha sl Tamanho sy c:la o alente
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varios ciclos

Figura 11. Processo de cavita¢do formado por ultrassom. [adaptado da Hielscher].

4.4.1.2Métodos de clean up

Uma etapa de clean up eficiente melhora a sensibilidade, permite resultados mais
consistentes e reprodutiveis, além de colaborar para uma menor contaminacdo da
instrumentacdo analitica. Os processos de extracdo em matrizes complexas ndo extraem
apenas os analitos de interesse. Nas matrizes de origem animal, o material lipofilico dentre
outros compostos podem ser coextraidos. Os principais interferentes coextraidos deste tipo de
matriz s30 os 4cidos graxos, triglicerideos e compostos relacionados ao colesterol'® 2. E
importante a remog&o total ou parcial destes compostos, que pode ser realizada por particdo
com solventes, centrifugacdo-congelamento, MSPD e extragcdo em fase sélida (SPE)™®.

A combinacdo de extracdo liquido-sélido com congelamento colabora para o clean
up, uma vez que, o abaixamento de temperatura (< -20 °C) faz com que a maioria dos lipidios

solidifiquem, enquanto que os analitos de interesse permanecem no meio liquido (solvente)*!”

121 Neste congelamento ocorre a formagdo de uma camada viscosa, composta,
principalmente, por lipidios. Esta camada pode ser centrifugada ou ser utilizada como
separador de fases, dependendo do solvente utilizado. Com hexano'’ é comum efetuar a
centrifugacdo. No entanto, quando é utilizado ACN a camada pode ser utilizada como
separador de fases e outra vantagem da utilizacdo de ACN esta na menor solubilidade de

alguns lipidios neste solvente'%% 11>,

23



A SPE e a extracdo em fase solida dispersiva D-SPE podem ser utilizadas como

etapa de clean up a fim de remover os interferentes coextraidos. Os adsorventes como

101; 109; 117 101 12; 101; 122 12; 122
| , PSA™", C18

florisi e as aluminas sdo os mais utilizados. A principal
funcdo destas fases é a de reter os lipidios. No clean up a utilizacdo de cartuchos de SPE é
feita de forma diferente daquela que ocorre na SPE com o intuito de extrair e concentrar 0s
analitos. Na SPE voltada para o clean up da amostra, as etapas de condicionamento do
cartucho e recolhimento do eluato sdo fundamentais (Figura 12). Na D-SPE os adsorventes
séo adicionados ao extrato, com o intuito de remover os interferentes. As vantagens da D-SPE
estd no uso de menor quantidade de adsorventes e solventes além de ndo haver a necessidade

de trabalhar no sistema de cartucho.

Adigdo
Condicionamento da amostra
M v a

sLInL

Florisil
54l B A @ nterferentes da matriz
C18 — ":
PSA ?
Aluminas L . r
sk Analito de interesse
Eluato

Figura 12. Etapas da SPE na clean up.

Grande parte dos métodos analiticos publicados utilizam uma etapa de remocao de
tracos de agua do extrato. Esta etapa & fundamental nas metodologias baseadas em
cromatografia a gas. Os principais sais utilizados sdo sulfato de sédio ou de magnésio**# %,
Estes sais também colaboram na desintegracdo da amostra quando utilizado MSPD ou para
particionar, por exemplo, amostras de leite na extracdo L-L'%. Nos casos em que as amostras
estejam liofilizadas esta etapa de secagem nao se faz necessaria™.

Recentemente, foi introduzido no mercado o produto EMR-lipidio, que tem como
funcdo béasica melhorar a remocéo de lipidios na etapa de clean up de matrizes com alto teor
de lipidios. Este produto dissolve-se na solucéo de extrato e seu mecanismo pode envolver

exclusdo por tamanho e interagdes hidrofébicas. Hidrocarbonetos de cadeia longa associados
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aos lipidios se encaixam dentro da estrutura do EMR, que é precipitada ao final do
processo'®*. Han e colaboradores'®* avaliaram a eficiéncia do EMR em musculo de peixe, de
suino, de couve e abacate, todas com alto teor de lipidios. O clean up EMR foi utilizado ap6s
0 processo de QUEChERS e comparado ao clean up utilizando fases como C18, PSA e
adsorvente com zirconio. O método contemplou 65 agrotdxicos (7 piretroides). A remocao de
coextratos foi de 39 a 81% mais eficiente nos casos em que utilizaram o0 EMR e os valores de

recuperacdo dos piretréides foram semelhantes em ambos 0s casos.

4.4.2 Técnicas instrumentais

ApOs 0s processos de extracdo e clean up, os extratos resultantes seguem para a
andlise instrumental por cromatografia a gas (GC) ou cromatografia a liquido (LC)
dependendo das caracteristicas dos analitos (polaridade, volatilidade e estabilidade térmica).
A identificacdo e quantificacdo podem ser realizadas por diferentes detectores, dependendo
das moléculas a serem analisadas. Até o final da década de 90, os detectores mais classicos
como os detectores de nitrogénio-fésforo, de fluorescéncia, de arranjo de diodos (DAD) e o
detector de captura de elétrons (ECD) foram amplamente utilizados '%. Na Gltima década,
ainda é possivel encontrar trabalhos de pesquisa que utilizaram estes sistemas classicos de
deteccdo na anélise de residuos de agrotéxicos em alimentos de origem animal*®® **. Nas
ultimas décadas, os avangos tecnoldgicos nos acoplamentos com espectrémetros de massa,
permitiu avancos significativos na analise de ultra tracos. A grande vantagem frente as outras
formas de deteccdo esta na especificidade e seletividade da espectrometria de massa.

Os agrotdxicos apresentam uma grande variacdo de polaridade e de acordo com a
evolucdo, a cromatografia a gas e a liquido acopladas a espectrometria de massa (GC-MS e
LC-MS/MS) passaram a ser a instrumentagéo de escolha para a determinacdo destes analitos.
Atualmente, a preferéncia € pela técnica da LC-MS/MS pois as etapas de preparo de amostra
sdo mais simples quando comparada ao preparo de amostra para a técnica de GC-MS. Porém,
devido a estrutura e propriedades fisico-quimicas, os piretroides apresentam resultados
analiticos melhores quando analisados por cromatografia a gas com deteccdo por captura de
elétrons (GC-ECD) ou por GC-MS. Outra vantagem na utilizacdo da cromatografia a gas esta
na possibilidade da separacdo isomérica. Colunas convencionais de GC sdo capazes de
separar alguns dos isémeros dos piretréides, fornecendo maior riqueza de informagdes nos
resultados, o que ndo ocorre na cromatografia a liquido quando sdo utilizadas colunas

convencionais!?® %7,
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Os piretroides sdao moléculas labeis, poucas publicacGes tem relatado a analise de
mais de 10 piretréides na mesma metodologia, pois existe uma diferenca de sensibilidade
entre as técnicas utilizadas. Por exemplo, a flumetrina ndo apresenta boa sensibilidade na
andlise por GC-MS utilizando ioniza¢do por impacto eletrénico, assim como a ciflutrina,
fenvalerato e as piretrinas por LC-MS/MS utilizando ionizagdo por electrospray. De um

modo geral, esses métodos capazes de quantificar os piretrdide em concentragdes proximas a
10 pg kg-l 127
4.4.2.1Cromatografia a Liquido acoplada a espectrometria de Massa

Nos ultimos anos, a possibilidade de acoplar a cromatografia a liquido a
espectrémetros de massa em tandem (LC-MS/MS) impulsionou a aplicacdo desta técnica na
analise de agrotoxicos em alimentos e no meio ambiente.

Han e colaboradores'?® fizeram um comparativo entre as técnicas LC-MS/MS e GC-
MS/MS na analise multiresiduos de agrotoxicos em masculo bovino, suino e de frango.
Dentre os agrotdxicos avaliados: os piretréides cialotrina, cipermetrina, bifentrina,
deltametrina, ciflutrina, permetrina e fenpropatrina. Na comparacdo entre as técnicas, a LC-
MS/MS apresentou menor sensibilidade para estes piretrdides, colocando a GC-MS/MS como
a melhor escolha para alcancar maior sensibilidade.

Nas metodologias por LC-MS/MS as colunas de fase reversa como octadecilsilano

(C1g) sd0 as mais empregadas na separacdo dos piretroides™®

. As trés formas de ionizacéo
branda presentes no acoplamento LC-MS/MS séo: ionizacao por eletrospray (ESI), ionizacéo
quimica a pressao atmosférica (APCI) e a fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI). Na
determinacdo de piretréides a ESI no modo positivo é a mais utilizada (Apéndice B, pagina
81). Porém, estas formas de ionizagdo ndo apresentam boa performance para compostos

apolares, tais como, 0s piretroides.

4.4.2.2 Cromatografia a Gas com Detec¢do por Captura de Elétrons

A GC-ECD ¢ utilizada pela sua alta sensibilidade na analise de compostos que
contenham halogénios em sua estrutura, que € o caso de muitos agrotéxicos, inclusive os
piretroides. O detector de captura de elétrons, foi um dos mais populares na andlise de
agrotoxicos, porém com o0 avango nos acoplamentos com espectrdmetros de massa 0 seu uso
entrou em declinio % 2% 12 Mesmo sendo uma técnica muito sensivel ela ndo é capaz de

fornecer a especificidade alcancada na espectrometria de massa.
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4.4.2.3 Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massa
A cromatografia a g&s acoplada ao espectrdmetro de massa (GC-MS) (Figura 13) é a

técnica instrumental mais utilizada quando os analitos de interesse séo os piretréides.

Injetor
/ Fonte de

; Iultiplicadora
lons

Analizador de Elétrons

Entrada do 0 * L g

gas de arraste | — Sistemma
Cromatdgrafo a Gas %
Lentes
Linha de
Transferéncia

Figura 13. Representacdo esquematica de um cromatografo a gas acoplado a espectrometria

de massa.

No cromatdgrafo a gas os principais compartimentos sdo o injetor e o forno. No
injetor temos a cAmara de injecdo que tem o liner como principal componente, ja no forno
temos a coluna. Estes dois componentes sdo de fundamental importancia na volatilizacdo da
amostra que ocorre no liner e na separacdo dos compostos realizada pela coluna. As matrizes
de origem animal com alto teor de lipidios podem afetar estes componentes. Mesmo que 0
preparo de amostra contemple etapas de clean up, fracdes de lipidios podem permanecer e
prejudicar o desempenho analitico, uma vez que ficam aderidos nestes componentes. As
consequéncias disso sdo a variacdo dos tempos de retencdo e a diminuicdo da sensibilidade.
Para amenizar estes problemas a utilizacdo de backflushing® ou pré-coluna so alternativas
quando se trata de amostras com esta complexidade®® 1®. As colunas comumente utilizadas
na determinacdo de piretroides sdo de baixa polaridade com 5% de fenil na fase de
polidimetilsiloxano (DB-5MS; HP-5MS; ZB-5MS) nos comprimentos de 15, 30 e 60
metros*®. Devido a presenca de isémeros, colunas quirais, tais como BGB 172'%? e CDX-B™®
também sdo empregadas. Cabe salientar que o piretroide tralometrina (Apéndice C ,pagina

86) sofre degradacdo térmica no injetor do GC e transforma-se em deltametrina™.

* Sistema que reverte o fluxo de gas de arraste com o intuito de remover os compostos de alto
ponto de ebulicdo que ndo sdo 0os componentes visados.
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O espectrometro de massa (MS) tem uma estrutura basica formada por trés partes:
fonte, analisador e o detector.

A fonte é onde ocorre a ionizacdo, a formacéo de ions é uma etapa fundamental na
MS. Dentre as técnicas de ionizacao utilizadas no acoplamento da GC com a MS a ionizagao
por impacto eletrénico (EI) e a ionizacdo quimica (Cl) sdo as mais comuns. A ionizacdo por
El é a mais utilizada (Apéndice B, pagina 81), gera ions moleculares (M™) e ions fragmentos,
oriundos da fragmentagdo do M*. Na El os analitos em fase gasosa s&o bombardeados por
elétrons com uma energia tipicamente de 70 eV (Figura 14). Em um primeiro momento
ocorre a formacdo de ions moleculares, muitos destes, apresentando um excesso de energia,
que é dissipada com a quebra de ligagBes, resultando na fragmentacio dos M. Estes

fragmentos podem ser cations, anions, radicais livres e neutros*3.

M+e —» M™+e +e (Térmico<1eV)
(70 eV) (<70eV)

Figura 14. Representacdo da ionizacao por impacto eletrénico.

Ja a ionizacdo quimica é uma técnica de ionizacdo branda, onde ha pouca
transferéncia de energia para o analito. Na maioria das vezes o pico base do espectro de massa
oriundo da ionizagdo quimica é do proprio ion molecular. O principio bésico desta técnica
envolve a colisdo entre o analito em fase gasosa e 0 gas reagente na forma de ion.

A ionizacdo do gas reagente ocorre de forma preferencial devido a pressdo do gas na
camara de ionizacdo, ela ocorre através da colisdo entre elétrons lan¢ados do filamento a
energias superiores a 70 eV com o gas reagente. Cabe salientar a necessidade de sistemas de
vacuo potentes para que todo esse gas adicional seja removido. O gas metano ou isobutano e
0 gas amonia sdo exemplos de gas reagente, comumente utilizados no modo positivo e no
negativo, respectivamente. De modo geral, os métodos baseados em CIl apresentam uma
maior sensibilidade, fato devido a baixa fragmentacéo e as relagdes m/z avaliadas serem do
ion molecular, mesmo que 0s gases reagentes possam contribuir para 0 aumento do ruido da
linha de base.

Na ionizagdo quimica no modo positivo (PCI) existem quatro processos
fundamentais de ionizagdo: transferéncia de proton; abstracdo de hidreto; troca de cargas e
adicdo. Os mais comuns sdo: a transferéncia de préton (oriundo do gas reagente) para a
132; 133

molécula neutra e a adicdo ou formacgéo de adutos
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Na ionizacdo quimica no modo negativo (NCI) existem quatro mecanismos
principais envolvidos: captura de elétrons, formacdo de par iénico, dissociacdo pela captura
de elétrons e reagdes ion molécula. Com excecdo do mecanismo da reacdo ion molécula o gas
tem uma funcdo diferente, funciona como um gerador de elétrons térmicos (Figura 15). Essa
geracdo ocorre quando ha colisdo entre elétrons emitidos do filamento com uma energia

superior a 100 eV colidem com o gas reagente (GR).

GR+ e —»» IR +¢e
(>100 eV) (Térmico )
Figura 15. Representacdo da formacdo dos elétrons térmicos e ions reagentes (IR) a partir do
gés reagente (GR).

Sao estes elétrons térmicos que reagem com as moléculas da amostra. Os elétrons
térmicos apresentam niveis de energia mais baixos que os elétrons provenientes do filamento.
Isto explica o fato da NCI ser chamada de ionizacdo branda, ou seja, com pouca fragmentacao
do analito de interesse.

Watson e Sparckman®*® discutem a nomenclatura da NCI, abordando que apenas o
mecanismo de ion molécula deveria ser chamado de NCI enquanto que 0s outros deveriam ser
chamados de ionizacdo negativa por captura de elétrons (ECNI). Nesta tese o termo NCI
refere-se a todos 0s mecanismos.

O modo NCI torna o método mais sensivel do que quando é utilizado a El e PCI. Na
NCI ndo ocorre a formacdo de ions negativos do gas reagente na geracdo dos elétrons
térmicos, isto reduz o ruido. Outra vantagem esta no menor nimero de compostos capazes de
ionizar na forma negativa do que os que ionizam na forma positiva, quando se trata de
amostras complexas. Para os piretrdides a ionizagdo quimica no modo negativo (NCI) é a
mais indicada por ser uma ionizagdo branda, visto que, na ionizacdo por El eles sofrem
intensa fragmentacdo, gerando fragmentos de baixa m/z, bem como, a formacdo de
fragmentos similares. Utilizando a GC/NCI-MS/MS ¢ possivel alcancar sensibilidade superior
a cromatografia a gas com deteccéo por captura de elétrons®.

Apos a formacgdo dos ions na cadmara de ionizagdo, de acordo com a polaridade, eles
sdo direcionados para o analisador de massa que pode ser do tipo quadrupolo linear, ion trap,

setor magnético ou time of flight (TOF). O quadrupolo linear € o mais utilizado, por ser
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compacto, de menor custo e de facil operacdo. E considerado um filtro de massa, em sua
forma mais comum é constituido por quatro hastes hiperbdlicas dispostas paralelamente em
um arranjo radial. A combinag&o ideal da corrente elétrica do tipo continua e radiofrequéncia
é capaz de gerar um campo eletrostatico oscilante entre as hastes, onde apenas ions com
determinada razdo m/z sdo direcionados até o detector. O analisador quadrupolo linear é de
facil acoplamento em tanden (MS/MS), sendo o triplo quadrupolo (QqQ) muito utilizado na
analise de agrotoxicos™.

Em anélises utilizando o analisador do tipo quadrupolo linear, 0 modo escolhido para
a aquisicdo dos dados esta intimamente relacionado a sensibilidade e especificidade do
método. E possivel citar os modos de varredura como o cromatograma de fons totais (TIC),
monitoramento de ion selecionado (SIM) e o monitoramento de reaces multiplas (MRM). Na
GC-MS ¢ possivel utilizar os modos TIC e SIM, ja na GC-MS/MS sdo possiveis 0s trés
modos citados. No TIC é feita uma varredura completa de todos os ions formados na etapa de
ionizacdo durante todo o tempo de aquisicdo, dentro da faixa de m/z estipulada. Este modo €
utilizado para determinar os fragmentos de maior intensidade ou ion molecular formado. No
modo SIM sdo selecionados ions de interesse, em tempos de aquisicdo determinados,
coincidentes com os analitos de interesse. No acoplamento MS/MS esses ions sdao chamados
de precursores. O modo MRM ¢ possivel com o acoplamento em tandem, na forma de triplo
quadrupolo (QgQ). No MRM os ions monitorados no primeiro quadrupolo sdo denominados
“lons precursores”, 0s quais sofrem uma fragmentacéo na célula de colisdo, destes novos ions
formados os mais intensos serdo filtrados pelo segundo quadrupolo, denominados “ions
produtos”, ou seja, os ions provenientes da fragmenta¢do dos ions selecionados no primeiro
analisador de massa (ions precursores). A Figura 16 representa um QgQ. Os quadrupolos
podem operar de forma independente entre eles. Os ensaios MRM séo particularmente Uteis
para as analises especificas de compostos alvo em misturas e matrizes complexas. Todos 0s
analitos podem ser quantificados com precisdo porque suas transicdes de ions MRM sdo
mutuamente exclusivas, permitindo a exclusdo dos interferentes. O sinal dos “ions produto”
geralmente diminui, mas a diminui¢do do ruido € muito maior, aumentando a relacdo do sinal-

ruido.
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Ap6s a separagdo Segundo analisador
no GC Primeiro analisador Hexapolo, quadrupolar de massas:
a ionizagdo quadrupolar de massas: célula de colisdo:  seleciona uma determinada
acontece no seleciona uma determinada fragmentagdo faixa ou razdo m/z,
compartimento faixa ou razdo m/z, “ion precursor” “jons produtos”
da fonte de ions “ion precursor”

Detector

Figura 16. Representacdo esquematica de um espectrometro de massa em tandem com
134]

analisadores quadrupolos lineares. [adaptado da Agilent

Com a espectrometria de massa é possivel trabalhar com a primeira geragdo de ions
(ions precursores) no MS e com maior especificidade na (MS/MS) trabalhando com a
segunda geracdo de ions (ions produtos). Como pode ser observado no Apéndice B (pagina
81) a grande maioria dos estudos optaram pela GC-MS ou GC-MS/MS na determinacdo de
piretroides.

4.5 METODOLOGIA DE ANALISE PARA CLORPIRIFOS

Os métodos analiticos para determinacdo do clorpirifés em alimentos de origem
animal (leite, musculo bovino, de frango, de bufalo e suino) envolvem técnicas de extracdo e
instrumentacdo analitica similar as empregadas aos piretréides, devido a similaridade das
propriedades fisico-quimicas. Estas metodologias envolvem principalmente QUEChERS, no

preparo de amostra e GC-MS, ou MS/MS e LC-MS/MS para a analise instrumental'?® 135 13¢,
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 PADROES E REAGENTES

Os padrdes certificados utilizados foram: aletrina (ALE), cis-bifentrina (BIF),
clorpirifés (CLO), ciflutrina (CIF), (cisl/cis2)cialotrina (CIA), cipermetrina (CIP),
deltametrina (DEL), fenvalerato (FENV), flumetrina (FLU), rt-fluvalinato (FLUV),
imiprotrina (IMI), kadetrina (KAD), permetrina (PER), fenotrina (FEN), praletrina (PRA),
resmetrina (RES), tetrametrina (TET), e a transflutrina (TRA). Estruturas quimicas e férmulas
moleculares estdo apresentadas no Apéndice C (pagina 86). Os padrdes internos marcados®
com deutério foram: dyo-clorpirifés, dg-trans-permetrina, de-trans-cipermetrina. Todos foram
adquiridos do Dr. Ehrenstorfer® (Augsburg, Germany). Os solventes foram obtidos da
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) de pureza grau HPLC ou superior. As solucbes
padrdo foram preparadas em acetato de etila. Os cartuchos de SPE utilizados foram C18, 2 g,

15 mL™ da Insolute Biotage® e alumina bésica, 5 g, 25 mL™ da Interchim®.

5.2 AMOSTRAGEM

Todas as amostras foram fornecidas pelo Laboratério Nacional Agropecuério do Rio
Grande do Sul (LANAGRO-RS). As amostras foram coletadas aleatoriamente pelo servico
veterinario oficial em conformidade com o plano nacional de controle de residuos e
contaminantes no primeiro trimestre de 2015. A metodologia validada foi utilizada para a
andlise de 152 amostras (53 de musculo de frango, 38 de leite bovino, 32 de ovos, 18 de
musculo bovino e 11 de masculo de peixe). Das 32 amostras de ovos, 5 foram analisadas com

segregacdo entre clara e gema.

5.2.1 Amostras de leite coletadas de animal com historico de aplicagdo de inseticida

Um inseticida comercial com principio ativo cipermetrina, foi aplicado em uma vaca,
pelo método pour on®, A dosagem administrada foi de 10 mL de uma solugéo 6% de
cipermetrina (p/v) para cada 100 kg de peso vivo do animal. As ordenhas ocorreram a cada 12
horas, o volume por ordenha foi de 6 litros. Um total de 4 ordenhas foram coletadas, nos
tempos 0, 12, 24 e 36 horas.

® Um padrdo interno marcado isotopicamente é um padrédo interno com a mesma estrutura
guimica e composicéo elementar que o analito alvo, mas um ou mais dos atomos da molécula do
analito alvo sao substituidos por isétopos (por exemplo, o deutério).

® Aplicacao topica no dorso do animal, utilizado para inseticidas de acgao sistémica.
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5.3 LIOFILIZACAO

As amostras de musculo bovino, peixe e frango foram trituradas e transferidas para
tubos Falcon. As amostras de leite foram transferidas diretamente para os tubos Falcon. As
amostras de ovos foram segregadas em clara e gema. Utilizou-se em torno de 15 g de cada
amostra. Todas as amostras foram congeladas a temperatura de -20 °C por no minimo 12
horas. As amostras congeladas foram liofilizadas por 72 h (bovino, peixe e frango), 96 h
(ovos) e 120 h (leite) a 0,05 mm Hg e -52 °C utilizando o liofilizador Liotop L 101 (Liobras,
Séo Carlos, SP, Brasil).

Todas as amostras foram pesadas antes e ap0s o processo de liofilizacdo. A diferenca
de massa foi atribuida a perda de agua e permitiu calcular o percentual de umidade inicial e
compara-la com a literatura cientifica. A proximidade com os valores estabelecidos permite
identificar o ponto final de liofilizagdo. Também, para algumas amostras, foram realizadas
medidas da atividade de &gua (aw). Valores inferiores a 0,1 de a, foram considerados
satisfatorios. A avaliacdo visual das amostras também foi realizada. As amostras que
apresentaram indicios de que a liofilizacdo ndo havia sido finalizada foram novamente

congeladas e liofilizadas.

5.4 TEOR DE LIPIDIOS

Os piretroides sdo lipossoltveis e tendem a migrar para a fracéo lipidica do alimento.
Devido a isso é importante a determinacdo de lipidios a fim de relacionar a quantidade de
gordura com a quantidade de inseticidas. A determinacgéo do teor de gordura foi realizada por
analise gravimétrica, em triplicata para cada matriz. Nas amostras, realizou-se apenas uma
medida para cada amostra.

As amostras liofilizadas (1,0 g) foram sonicadas com 20 mL de hexano :
diclorometano (2:1) por duas vezes. O tempo de cada sonicagdo foi de 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, os extratos foram centrifugados a uma forga centrifuga
relativa de 2602 xg por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e
colocado em um tubo seco e previamente pesado a peso constante. Evaporou-se este
sobrenadante sob fluxo de N,. Apds, o tubo foi novamente seco em estufa até peso constante e
a diferenca entre os pesos € o teor de lipidio.
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5.5 EXTRACAO E CLEAN UP

Previamente a extracdo e clean up, as amostras liofilizadas foram homogeneizadas.
Para isso, utilizou-se gral e pistilo para moer as amostras até um granulado finamente
dividido. Pesou-se exatamente 0,100 g para matrizes com mais de 10% de lipidios (leite e
ovos) e 0,300 g para matrizes com quantidades de lipidios inferiores a 10%. Estas
porcentagens referem-se as matrizes liofilizadas. Ap6s a pesagem, as amostras foram
fortificadas com 1 ng de de-trans-cipermetrina 2 ng de ds-trans-permetrina e 4 ng de dio-
clorpirifds e deixadas na geladeira por 24 h para difusdo do padrdo marcado de acordo com 0
protocolo do laboratério. A extracdo foi realizada através da sonicacdo com 20 mL de uma
mistura de hexano:diclorometano (2:1) por duas vezes, sendo o tempo de cada sonicacgdo de
15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida os extratos foram centrifugados a uma forca
centrifuga relativa de 2602 xg por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
coletado e evaporado sob fluxo de N,. Apds utilizou-se 30 mL de acetonitrila (ACN) para
ressuspender o extrato.

Para a etapa de clean up se fez uso de um tandem de cartuchos de SPE, alumina
basica na parte superior e C18 na parte inferior. Para condicionar os cartuchos utilizou-se 25
mL de ACN. Os 30 mL de ACN com o material seco ressuspenso foram eluidos através dos
cartuchos. Este eluido foi evaporado sob fluxo de N, e ressuspendido com 100 pL de acetato
de etila para posterior analise por GC/NCI-MS/MS.

5.6 CONDICOES DA ANALISE POR GC/NCI-MS/MS

O equipamento utilizado foi um GC (7890A) acoplado a um espectrometro de massa
MS/MS triplo quadrupolo (7000A) ambos da Agilent Technologies e utilizados no IDAEA-
CSIC na Espanha. O modo de ionizacéo foi ionizacdo quimica no modo negativo, utilizando o
gas amoénia como gas reagente. A coluna utilizada foi uma DB-5-MS (15 m x 0,25 mm i.d. x
0,1 pm espessura do filme), com utilizacdo de uma pre-coluna de silica fundida com
comprimento de 2 m para protecdo da coluna. O gés de arraste foi hélio com fluxo de 1,2 mL
min? (fluxo constante). O volume de injecdo foi de 3 pL, no modo de injecdo splitless
pulsado mantido por 2 min. A temperatura de injecdo foi de 270 °C. A programacdo da
temperatura iniciou em 100 °C mantido por 1 min passando para 230 °C a uma taxa de
aquecimento de 20 °C min™, em seguida para 265 °C a uma taxa de 10 °C min™ e a uma taxa
de 20 °C min™ até 310 °C onde foi mantida por 2 min. As temperaturas da linha de
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transferéncia e da fonte de ionizacdo foram de 275 °C e 250 °C, respectivamente. Utilizou-se
uma pressdo de 2,04x10™ Torr do gas reagente.

Para melhorar a resolucdo de separacdo dos diastereoisdmero da ciflutrina e
cipermetrina utilizou-se a coluna BetaDexTM-325 (30 m x 0,25i.d. x 0,25 pm espessura do
filme) e para protecdo da coluna se fez uso de uma pré-coluna de silica fundida com
comprimento de 2 m. O gés de arraste foi hélio a 1,5 mL min™ no modo fluxo constante. O
volume de injecdo foi de 2 pL, no modo splitless pulsado (mantido por 2 min), na temperatura
de injecdo de 270 °C. A programacao da temperatura iniciou em 180 °C mantido por 2 min
passando para 220 °C a uma taxa de aquecimento de 8 °C min™, mantido a esta temperatura
por 30 min, em seguida para 230 °C a uma taxa de 8 °C min™* onde foi mantida por 40 min. A
temperatura da fonte de ionizacdo foi de 250 °C e a pressdo do gés reagente de 2,04 x10°
“Torr.

Os parametros do espectrdmetro de massa utilizados, tais como: transicdes
monitoradas, energia de colisdo e valores de dwell time’ podem ser observados no Apéndice
D (pagina 89).

5.7 CONFIABILIDADE DOS RESULTADOS ANALITICOS

A fim de verificar a confiabilidade dos resultados da analise quantitativa, foram
avaliados os seguintes parametros do método: recuperacdo, precisao intermediaria, faixa
linear de trabalho e os limites de deteccdo e quantificacdo seguindo os guias do MAPA e
SANCO " 1% _ge fez uso de padrdo interno marcado, considerado uma das melhores formas
de compensar os efeitos da matriz. Os testes de recuperacdo foram realizados de acordo com o
esquema apresentado na Figura 17. Trés repeticfes foram feitas para cada matriz em dois
niveis de fortificagdo (1 e 5 ng). Um experimento designado como “branco” foi realizado a

fim de determinar a possivel presenca de algum dos inseticidas nas matrizes.

" Tempo de aquisicdo para o monitoramento de cada transicéo do ion (MRM).
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Figura 17. Metodologia utilizada para verificar a recuperacao dos analitos nas diferentes

matrizes (frango, bovino, peixe, leite e ovos).

Para avaliar a precisdo intermediaria foram realizados experimentos em quintuplicata
em dias alternados nas diferentes matrizes no nivel de fortificacdo de 1 ng. Para determinar a
faixa linear de trabalho foram preparadas 11 concentragdes (75; 50; 25; 10; 5; 2,5; 1,0; 0,5;
0,1; 0,05; 0,01 ng mL™) através de diluicdo isotopica. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram determinados a partir da relacdo sinal/ruido com valores de 3 para o
LD e 10 para o LQ. Os valores do sinal/ruido foram calculados através do menor nivel de
fortificagdo (1 ng) em cada uma das matrizes. No caso dos isdmeros, o isOmero de menor
valor de sinal/ruido foi utilizado para calcular os LDs e LQs. Também se tomou o cuidado em
selecionar as mesmas regides dos cromatogramas das diferentes matrizes para calcular o
ruido. Todo processamento de dados foi realizado no software Mass Hunter (Agilent

Technologies™). A quantificagio foi realizada pelo somatério dos isomeros.

5.8 PERFIL ISOMERICO

Os piretroides apresentam isdmeros, 0s quais podem exibir um comportamento
diferente nos ensaios de extracdo. Para acompanhar o perfil dos isdmeros na extracdo se fez
uso do fator isomérico (FI) para cada par de isdmeros. O FI foi calculado utilizando a equagéo
1.

FI = (229 /(%5 Equagio 1

Amt Ast
Onde:
A — area do pico do diastereoisémero ou enantidbmero que elui primeiro nos testes com a matriz.
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A — area do pico do diastereoisdmero ou enantidmero que elui depois nos testes com a matriz.
A — area do pico do diastereoisémero ou enantidmero que elui primeiro nos testes em solvente.

A — &rea do pico do diastereoisdmero ou enantibmero que elui depois nos testes em solvente.

Para a ciflutrina e cipermetrina que apresentam quatro picos, dois cis e dois trans a

Anc € Agc S80 equivalentes a (cisl + cis2) e An; e Ag equivalem a (transl + trans2). O FlI

avalia a proporcdo dos isdmeros de um determinado piretréide entre a matriz e o solvente.

Valores de FI entorno 1 significam que ndo houve mudanca na proporcdo dos isémeros.

Valores acima de 1 podem indicar a predominancia do primeiro isbmero, ja valores abaixo de
1 podem indicar a predominancia do segundo.

Normalmente, nas analises via GC o isdbmero cis elui antes de seu correspondente trans

122 Os valores do FI podem indicar possiveis perdas no processo de extracéo, bioacumulagdo

e diferentes taxas de biotransformacéo.

5.9 ESTIMATIVA DA INGESTA DIARIA
Foi realizado, através da equacdo 2, uma estimativa da ingesta diaria (EID) desses
inseticidas seguindo orientagdes da monografia europeia “°, a fim de comparar os resultados

com os valores de ingesta diaria aceitavel (IDA).

EIDi = ),(Cij * Pj)/W Equacdo 2
Onde:
EIDi — estimativa de ingesta diaria do inseticida i.
Ci; — nivel do pesticida i no alimento j (mg kg™ oumg L™).
P — consumo do alimento j por dia (kg dia™ ou L dia™).

W — peso corporal (kg).

Os valores de Cij foram os quantificados neste trabalho. O consumo per capita de
cada alimento utilizado para o calculo da EID foram os seguintes:
e Musculo bovino — 0,100 kg dia/per capita, dado 2015,
e Musculo de frango — 0,118 kg dia/per capita, dado de 2015%.
e Musculo de peixe — 0,040 kg dia/per capita, dado de 2009
e Ovos — 0,029 kg dia/per capita, dado 2015,
e Leite (integral e desnatado) — 0,039 L dia/per capita, dado de 20092,
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Os valores de consumo per capita séo referentes a populacéo brasileira. Por exemplo,
a nivel mundial a FAO, em 2015, estimou os seguintes valores: 0,227 kg dia/per capita de
leite e derivados; 0,027 kg dia/per capita de muasculo bovino e 0,037 kg dia/per capita de
musculo de frango.

O peso médio de um adulto brasileiro masculino/feminino é 70,7 kg/66,4 kg**. Para
estimar a ingesta diaria de residuos foi utilizado o peso meédio de 68,6 kg (individuo adulto
brasileiro).

Os valores estimados da ingesta diaria foram calculados utilizando a média das
concentracdes encontradas nas amostras. Também foi realizada uma estimativa critica
utilizando as maiores concentracGes encontradas cujos resultados foram comparados com

valores recomendados de IDA®.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 TEOR DE LIPIDIOS

O teor de lipidios e a quantidade de agua foram determinados em cada matriz
(Tabela 3).

Tabela 3. Teor médio de lipidio e de 4gua nas matrizes: muasculo bovino, de frango, de peixe,

ovos e leite e desvio padrao relativo (n=3).

Matriz % de agua (DPR) % de lipidio na matriz liofilizada (DPR)
Frango 74,2 (2,18) 4,95 (2,00)
Bovino 76,8 (4,29) 5,08 (2,37)

Peixe 76,7 (3,58) 2,02 (2,10)

Ovos 74,7 (2,46) 32,0 (0,20)

Leite 87,5 (1,92) 42,9 (0,30)

DPR-desvio padréo relativo

A matriz com menor quantidade de agua foi a de frango com 74,2%, ja a com maior
quantidade de agua foi o leite com 87,5%, o que justifica 0 maior tempo de liofilizagdo. O
teor de lipidios nas matrizes liofilizadas variou de 2,02% nos peixes até 42,9% nos ovos.
Estes testes serviram para determinar a massa de material liofilizado a ser utilizada. Para as
matrizes que apresentaram teor de lipidios inferior a 10% (frango, bovino e peixe) utilizou-se
uma massa de 0,300 g. No caso do leite e ovos que apresentaram teores superiores a 10%, a
massa utilizada foi de 0,100 g. Esta diferenciagdo de massas utilizadas se deve a preservacao
do sistema cromatogréafico. Por mais eficiente que a etapa de clean up seja, fracdes de lipidios
podem estar presentes prejudicando o desempenho analitico. Por este motivo optou-se em
trabalhar com menores massas das amostras com maior conteudo lipidico.

Os valores de a, ficaram abaixo de 0,1 a, para todas as amostras. O efeito da
liofilizacdo na a, resulta em dréstico decréscimo do crescimento microbiano (bacteriano e
fangico), das reacBes enzimaticas e ndo enzimaticas que podem alterar a matriz ou 0s
contaminantes nela contidos. No entanto, a oxidacdo parece ter um comportamento mais
complexo, apresentando-se elevada também em ambientes com baixa a,. Neste caso, o
processo de liofilizacdo ocorreu com baixa pressdo de oxigénio ndo favorecendo as reagdes
oxidativas. O armazenamento dos materiais liofilizados a baixas temperaturas também
colaborou na preservacdo das amostras. No desenvolvimento de um método analitico a

amostra deve ser preservada de modo a manter a sua integridade, variagdes em sua
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constituicdo original podem resultar em resultados inconsistentes. Todos os alimentos
avaliados neste trabalho sdo pereciveis, podem sofrer diversos processos quimicos e
bioguimicos, alterando seu estado original. Neste sentido, a liofilizacdo tende a assegurar a
estabilidade além de facilitar a homogeneidade das amostras.

6.1.1 Relacdo entre o teor de lipidios e a quantidade de inseticidas

Os piretroides e o CLO sdo inseticidas lipofilicos e tendem a bioacumular nas
gorduras dos animais, distribuindo-se pela cadeia alimentar, podendo, portanto, estarem
presentes nos alimentos gordurosos avaliados neste trabalho. De posse dos resultados do teor
de lipidios das amostras, utilizou-se a correlagdo ndo paramétrica de Spearman para relacionar
o teor de lipidios com a quantidade desses inseticidas (Tabela 4). Segundo Hinkle e
colaboradores os niveis de correlacdo sdo: 1,0-0,9 (muito forte); 0,9-0,7 (forte); 0,7-0,5
(média); 0,5-0,3 (baixa) e 0,3-0,0 (negligenciavel)***.

Tabela 4. Relacéo entre o teor de lipidios e a quantidade de piretréides e CLO nas matrizes

de: musculo bovino, de frango, de peixe, ovos e leite representada pela correlacdo de

Spearman.

Matriz Média do te?r de lipidio nas DPR() Correlagdo de  Numero de
amostras liofilizadas (%) Spearman amostras

Frango 6,88 59,3 0,50 53

Bovino 6,09 80,1 0,82 18

Peixe 9,35 83,0 0,87 11

Ovos 35,3 9,75 0,21 27

Leite 24,8 30,4 0,07 38

DPR(tl) — desvio padréo relativo do teor de lipidios nas amostras liofilizadas

Nas amostras de musculo bovino e musculo de peixe houve forte correlagdo entre o
teor de lipidio e a quantidade de inseticidas. Ja nas amostras de musculo de frango houve uma
média correlacdo. Os valores de DPR acima de 80% no teor de lipidios nas amostras de
musculo bovino e muasculo de peixe e acima de 59% nas amostras de musculo de frango
favoreceram a realizacdo da correlacdo. Esta correlacdo indica que estes inseticidas se
acumulam na fragdo lipidica desses animais. E interessante observar o tempo de vida deles, ou

seja, o periodo em que podem estar expostos a estes inseticidas, pois tanto o bovino quanto 0s
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peixes estes periodos podem passar de anos, enquanto que para os frangos, em média,
dificilmente ultrapassam 2 meses de vida. Isto €, quanto maior o ciclo de producdo desses
animais, maior serd o tempo de exposicdo a estes inseticidas e maior a probabilidade de
acumulacéo dos mesmos.

A correlacdo foi negligenciavel nas amostras de ovos. Neste caso, € importante
salientar dois fatores: 1- a galinha tem que ter sido exposta no periodo de formacao do ovo, 2
— a baixa variacdo no teor de lipidios nos ovos. Para as amostras de leite, ndo houve
correlacdo, mesmo apresentando uma alta variacdo no teor de lipidios. A quantidade de
piretroides e CLO no leite esta intimamente relacionada com o tempo passado entre a
aplicacdo e a ordenha, assim como a dose aplicada. Cabe salientar que um nivel basal pode
ocorrer devido a bioacumulagdo na gordura do animal. A presenca desses inseticidas no leite
é oriunda da excrecdo via glandulas mamarias, uma vez que o leite é rico em lipidios

facilitando a eliminacdo de compostos lipofilicos por esta via.

6.1.2 Andlises da clara e gema segregadas

Os ovos apresentam duas partes bem distintas, uma rica em proteinas que € a clara e
outra rica em lipidios que é gema. Cinco amostras de ovos foram analisadas de forma
separadas. Como € possivel observar na Tabela 5 os piretréides BIF, CIA e CIP foram
quantificados na faixa de 0,01 pg kg * a 2,58 pg kg ™ na gema, enquanto que na clara o0s

valores de concentracdo ficaram abaixo do LQ.

Tabela 5. Resultados positivos para a concentragdo de piretréides (BIF, CIA e CIP) em ovos

com segregacdo entre clara e gema (ug kg™).

Amostras
Piretroides C1 Cc2 C3 C4 C5 G1 G2 G3 G4 G5
Bifentrina <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ@ 002 0,02 010 0,03 0,03
Cialotrina nd nd <LQ <LQ nd nd nd 003 004 nd

Cipermetrina <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 258 0,03 0,01 0,01 0,02

C — Clara de ovo (0,3 g de amostra liofilizada); G — Gema de ovo (0,1 g de amostra liofilizada); nd — ndo detectado

Na Figura 18, é apresentada uma imagem da sobreposicdo de cromatogramas da

cipermetrina e bifentrina de ovos onde houve segregacéo das partes.
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Figura 18. Cromatogramas sobrepostos referentes as transicbes m/z 207-35 da cipermetrina
(ovo 4) e m/z 205-121 da bifentrina (ovo 2) oriundos de andlises separadas de clara (C) e

gema (G).

Os ovos se desenvolvem no ovario da galinha durante um periodo que varia de dias a
semanas. E durante este processo que os piretroides podem ser incorporados aos ovos. De
acordo com os resultados existe um indicativo de acumulagéo dos piretroides na gema do ovo,
que é a fracdo lipofilica. Segundo Kan'*®, os medicamentos veterinarios também podem se

distribuir entre a clara e a gema.

6.2 METODO ANALITICO
6.2.1 Cromatografia a Gas com lonizagdo Quimica no modo Negativo acoplado a
Espectrometria de Massa em tandem
A maioria dos piretréides apresentam no minimo dois centros quirais, resultando em
um elevado nimero de isémeros para cada molécula. A utilizacdo da cromatografia como
método instrumental de separacdo pode distinguir alguns destes isdbmeros. Para a permetrina
(Tipo 1) sem o grupo ciano com dois carbonos quirais foi possivel separar o0s
diastereoisémeros cis/trans, com a coluna DB-5-MS, porém para a ciflutrina e cipermetrina
ambas do Tipo Il e com trés carbonos quirais, a separa¢do ndo atingiu uma resolucao aceitavel
entre 0s quatro diastereoisomeros. Com a utilizacdo da coluna de fase estacionaria quiral
(BetaDexTM-325) foi possivel aumentar a resolucdo e entdo separar os diastereoisdbmeros
(Figura 19).
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Figura 19. Representacdo do cromatograma da permetrina, ciflutrina (CIF) e cipermetrina
(CIP) utilizando diferentes colunas, e evidenciando os isémeros cis (I e I11) e isdmeros trans
(e V).

Neste trabalho, a resolucdo alcancada na separacdo dos diastereoisomeros da
ciflutrina e cipermetrina foi suficiente para avaliar o perfil isomérico de cada uma delas.

Corcellas e colaboradores!?

conseguiram separar os diastereoisomeros da cipermetrina e
separar 0s enantidmeros dos picos cis (I e I1l) em quatro picos utilizando uma coluna BGB-
172 da BGB Analytik.

Além da grande quantidade de isdmeros, os piretroides sdo extremamente labeis, ou
seja, sofrem grande fragmentagdo na fonte quando a ionizag¢&o ocorre por impacto eletronico,
0 que leva a perdas de informaces relacionadas ao ion molecular. Devido a isso, a ionizagdo
quimica no modo negativo (NCI) é uma alternativa mais adequada. O espectro de massa NCI-
MS dos piretrdides é geralmente caracterizado por picos intensos formados pela perda dos
substituintes éster formando ions carboxilato estaveis. Para a aquisicdo no modo MRM do
triplo quadrupolo, a energia de colisdo foi variada para obter o “ion produto” de maior
intensidade. As energias de colisdo otimizadas estdo descritas no Apéndice D (pagina 89),
para cada piretroide e para o clorpirifés. Na Figura 20 esta representado um esquema do que

ocorre com o piretréide cipermetrina desde a chegada dele na fonte até o detector.
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Figura 20. Representacdo do modo de aquisicdo MRM no espectrémetro de massa do tipo

triplo quadrupolo para o piretroide cipermetrina.

A vantagem de utilizar o modo MRM em um espectrometro de massa do tipo triplo-
quadrupolo em tandem é a alta sensibilidade obtida para ensaios quantitativos multi-analitos.
Na utilizacdo de padrbes marcados, é fundamental a escolha dos ions precursores que

contenham a marcacéo isotopica.

6.2.2 Etapa de Extracéo e Clean up

A extracdo foi realizada utilizando ultrassom e centrifugacdo e serd discutida no
capitulo 6.2.3 juntamente com o tema recuperacdo. O ultrassom é fundamental na extracdao
dos inseticidas das matrizes liofilizadas, pois proporciona um maior contato entre a matriz e o
solvente devido ao aumento da pressdo que favorece a penetracdo e o transporte, ja a
temperatura favorece a solubilidade e a difusdo. A etapa de centrifugacdo vai separar a fracdo
solida (rica em proteinas) da fracdo liquida onde estdo os inseticidas e os lipidios (Apéndice
E, péagina 90).

Nesta etapa, se torna imprescindivel a remocdo dos acidos graxos, triglicerideos,
tocoferdis, colesterol e seus ésteres. Estes compostos lipofilicos acabam interferindo no
desempenho analitico caso ndo sejam removidos. Um clean up ineficiente nestas matrizes
complexas pode acarretar em um acumulo destes componentes ndo volateis no liner e na
coluna, formando novos sitios ativos, podendo diminuir a resposta do analito. Hildmann e
colaboradores*?® apresentaram uma estimativa da remocao de gorduras em amostras de ovos
extraidas por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) utilizando diferentes processos de
clean up (carbono negro grafitado, C18 e PSA). A utilizagdo do adsorvente C18 demonstrou
bons resultados na remocdo do tocoferol, triglicerideos, colesterol e ésteres do colesterol,
enquanto que o PSA foi mais adequado para a remocéo dos 4cidos graxos'?°. Bons resultados

de clean up também foram alcancados por Corcellas e colaboradores em leite*® e em peixe®
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utilizando cartuchos de C18 e alumina béasica em tandem, mesmo procedimento utilizado
neste trabalho (Apéndice F, pagina 91). A pequena quantidade de amostra utilizada é outro
fator que colaborou para um clean up mais eficiente, uma vez que diminui a probabilidade de
saturacdo das fases por lipidios. Transformando as quantidades liofilizadas utilizadas para
peso Umido os valores variaram de aproximadamente 1,3 g para musculo bovino e de peixe,
1,2 g para musculo de frango, 0,8 mL para o leite e 0,4 g para 0s ovos, valores estes,

125146 & de musculo de

120
,

inferiores aos encontrados na literatura como 10 g de musculo bovino
frango™*, 5 g de musculo bovino e de frango'?®, 5 g de musculo de peixe'*?, 5 g de ovos
mL de leite’®. E importante salientar que o solvente ACN utilizado para ressuspender o
extrato, tem menor capacidade de solubilizar coextratos lipidicos, quando comparados a
solventes organicos mais apolares, 0 que também colaborou para uma etapa de clean up mais

eficiente.

6.2.3 Recuperacao

Uma das formas mais eficazes de normalizar a perda dos analitos na extracdo e clean
up € a utilizacdo de padrdo interno marcado. A recuperacdo foi determinada em dois niveis de
fortificacdo (1 e 5 ng) em 0,300 g das matrizes de frango, bovino e peixe e 0,100 g em leite e
ovos liofilizadas. Os dados de recuperacdo e DPR para cada um dos 17 piretrdides e para o
clorpirifés estdo apresentados no Apéndice G (pagina 92). Na Figura 21 é possivel observar

os valores médios de recuperacéao.

45



100 50

95 T I 45
é 90 I I 40 5
z 85 - I I y 35 &
= w
% 80 ] 30 2
=
,E 75 - —r 25 %-
£ 70 - —+ 20 T
2 ]
S 65 - 15
3 =
2 60 - 10 =

55 — 5

50 - T T T T 0

Frango Bovino Peixe Ovos Leite
I Baixa fortificagdo Alta fortificagdo —e— Massa de lipidios

Figura 21. Recuperacdo média para todos os inseticidas avaliados nos niveis de fortificacdo
(1 e 5 ng), massa de lipidios e a barra de erros expressa em desvio padrdo nas diferentes

matrizes.

No controle nivel de fortificacdo baixo as recuperacbes variaram de 27 a 113%
enquanto que, no nivel mais alto de fortificacdo as recuperacdes ficaram entre 55 a 128%. Os
DPRs ficaram abaixo de 20%, porém a maioria deles abaixo de 10%, com valores médios de
6,6 e 3,4% para os niveis de baixa e alta fortificacdo, respectivamente.

Transflutrina (TRA) e o clorpirifés (CLO) apresentaram valores de recuperacdo
abaixo de 50% nas matrizes de frango e peixe para o baixo nivel de fortificacdo. A TRA
apresentou os resultados de recuperacdo mais baixos variando de 41% em peixe a 64% em
musculo bovino, porém o pior resultado foi o clorpirifés em muasculo de peixe, com uma

recuperacdo de apenas 27%. De acordo com a literatura®’

quando ocorre uma forte
interacdo entre moléculas pequenas como o0s agrotoxicos e proteinas, pode haver um
decrescimo na extracdo destes compostos em matrizes proteicas. Isto pode ser um indicativo
para a baixa recuperagdo no musculo de peixe. A resmetrina (RES) e flumetrina (FLU)
apresentaram valores de recuperacdo acima de 120% (125 e 128%, respectivamente).

Os melhores resultados de recuperacdo em baixo nivel de fortificagdo foram no
musculo bovino seguido por leite, ovos, musculo de frango e de peixe. Estas matrizes
apresentam diferentes teores de gordura, por exemplo, leite e ovos apresentam grande
quantidade de gordura, porém os piores resultados foram constatados na matriz de peixe. Isto
pode ser um indicativo de que o teor de gordura ndo impacta a recuperacdo na comparacao

entre estas matrizes.
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Para um nivel de significancia de 0,05, utilizando ANOVA one-way, foram
observados diferencas nos resultados de recuperacdo para as diferentes matrizes avaliadas.
Devido as matrizes apresentarem diferencas em suas composi¢des, esse era um resultado
esperado.

Os inseticidas CLO e TRA em peixe e RES e FLU no leite ndo foram validados,
devido aos resultados de recuperagdo. Os limites de recuperacdo adotados foram de 48% —
120%, extrapolando os valores de 70% a 120% do guia SANCO™'. Esta extrapolagdo pode
ser justificada pelo fato de que neste trabalho foram utilizados padrdes internos marcados e
fortificacdes em baixas concentracfes. Segundo o guia da SANCO os testes de recuperacdo
podem ser omitidos quando a abordagem utiliza diluicdo isotdépica com o padrdo interno
marcado com os is6topos sendo adicionados a porcao antes da extragdo. Porém neste trabalho
foram utilizados apenas trés padroes marcados, e dessa forma os testes de recuperagdo foram
realizados, bem como foram estabelecidos os limites entre 48% — 120% de recuperacao.

No comparativo dos resultados de recuperagdo com outros métodos de
extracdo/clean up publicados, como em bovino-ASE-SPE'; peixe-MSPD*® e
QUEChERS™®;  frango- QUEChERS™*; ovos-L-L-SPE® e GPC-MSPD'; [eite
QUEChERS™?, MSPD™ e L-Lcong.™®, os resultados obtidos neste trabalho foram bem
similares (Figura 22). O diferencial deste trabalho foram os bons resultados alcancados a

niveis de fortificacdo inferiores aos utilizados nos outros metodos.
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Figura 22. Comparativo dos resultados de recuperacdo entre diferentes métodos de
extracdo/clean up publicados e o aplicado neste trabalho. Sobre as barras estdo os niveis de

fortificacdo em pg kg™.

6.2.3.1 Recuperacao avaliando o perfil isomérico

O perfil isomérico foi avaliado nos testes de recuperacdo dos piretrdides nos
diferentes tipos de matriz, utilizando o FI para cada par de isdmeros calculado pela equacéo 1
(pagina 36). Os isdbmeros com um sinal inferior a 3% da area de seu par foram descartados.
Foi utilizada uma tolerancia de +/- 0,1 nos valores do FI. Desta forma, tomou-se por base que
valores de FI entre 0,9 e 1,1 ndo apresentaram mudanca na proporcao de isbmeros nos ensaios
de recuperacdo. Em torno de 82% dos resultados de recuperacdo o FI variou de 0,9 a 1,1,
apresentando baixa variacdo na propor¢do dos isémeros. Entre os piretroides que
apresentaram uma variacdo superior a esta faixa, houve uma predominancia do primeiro

isdbmero (cis — na maioria dos casos) nas diferentes matrizes (Figura 23).
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Figura 23. Valores do FI para os piretrides imiprotrina, resmetrina, tetrametrina, fenotrina,
cialotrina, permetrina, ciflutrina, cipermetrina, fenvalerato, fluvalinato e flumetrina com

barras de erros representando o desvio padréo.

As maiores variacOes de FI ficaram por conta da tetrametrina (FI com valores entre
1,09 — 1,22) e flumetrina (FI com valores entre 1,05 — 1,15). Nos dois casos houve
predominancia do primeiro isbmero em todas as matrizes. A tabela com todos os valores de Fl
estd apresentada no Apéndice H (pagina 93). Avaliando estes ensaios de recuperagdo, as
evidéncias apontam para um predominio do isdmero cis para alguns piretroides. Estas
informacdes do FI sdo fundamentais para discutir os resultados em amostras reais, no quesito
da bioacumulagéo, biodegradacéo e biotransformacgéo que podem acontecer de forma seletiva

entre os isbmeros.

6.2.4 Precisdo intermediéria
A precisao intermediaria foi realizada no modo intralaboratorial, em uma serie de 5

experimentos para cada matriz em dias alternados. O nivel de fortificacdo foi de 1 ng de

49



piretroides e clorpirifés em: 0,3 g para as matrizes de musculo bovino, de frango e de peixe;
0,1 g para as matrizes de leite e ovos liofilizados. Os resultados do DPR ficaram abaixo do

critério de 20% (Apéndice I, pagina 94), preconizado pelas normas e guias.

6.2.5 Limites de deteccéo e quantificacio

A eficiéncia do tandem de cartuchos de alumina bésica e C18 na etapa de clean up e
a pequena quantidade de amostra utilizada reduziram a extracdo de interferentes. Isto
colaborou para uma diminuicdo do ruido no cromatograma promovendo melhores LD e LQ.
Os valores de LD variaram de 0,06 a 101 ng kg™ ou ng L™, j& os de LQ ficaram entre 0,19 e
337 ng kg™ ou ng L™. Os valores estdo relacionados no Apéndice J (pagina 95).

Em torno de 95% dos analitos apresentaram maior limite nas matrizes de ovos ou
leite. Houve um maior ruido nestas matrizes, provavelmente, devido ao alto teor de lipidios.

Outro fator que favoreceu a alta sensibilidade foi a utilizacdo do sistema de GC/NCI-
MS/MS, que é a técnica instrumental mais indicada para este tipo de analise. Quando
comparado a outros métodos, o método proposto € mais sensivel, com baixos valores de LQ,

chegando a duas ou trés ordens de magnitude menor em relacdo a outros méetodos (Tabela 6).

Tabela 6. Comparagdo entre os LQ de estudos similares publicados na literatura cientifica.

Matriz
Leite Ovos Musculo bovino
Piretréides LQ
Meneghini Neste estudo Souza Neste estudo Stefanelli Neste estudo
(115) bg L1° (27) ngg™® (146) ug kg™®
BIF 10 0,002 25 0,005
CIA 0,9 0,002 125 0,005
PER 2° 1,2 0,1 20 0,05 100 0,02
CIF 4% 2,2 0,01
CIpP 4% 2,2 0,01 50 0,009 50 0,002
DEL 2,7 0,009 50 0,009 13 0,005
FEN 1,0 0,005 50 0,002

a — numero de isémeros neste estudo
b — peso imido

Os estudos comparados ao presente estudo, utilizaram cromatografia a gas, ionizacéo

por impacto eletronico e analisador de massa quadrupolo linear (MS)?" 24

e triplo-quadrupolo
(MS/MS)™>. Além destes fatores a alta quantidade de amostras utilizadas nesses estudos
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115

como 5 mL de leite*® e 10 g musculo bovino*® podem ter contribuido para os LQs mais

elevados.

Shamsipur e colaboradores™

alcancaram niveis de LD na mesma ordem de
magnitude do presente trabalho com valores de 2,6 ng L™ para DEL, 9,5/30 ng L™ para
cis/trans PER e 0,6/1,7 ng L™ para os dois isdmeros do FENV através de um eficiente método

de pré-concentracao para a matriz de leite e utilizando GC/EI-MS.

6.3 AMOSTRAS REAIS
6.3.1 Quantificacdo e taxa de deteccao

Dentre os inseticidas avaliados apenas o CLO, BIF, CIA, PER, CIP e DEL foram
detectados e quantificados. No Brasil, estes 6 agrotoxicos estao registrados no Ministério da
Agricultura e autorizados para uso como inseticida>. Os dados referentes aos niveis gerais de
contaminacgdo e taxa de detec¢do podem ser observados no Apéndice K (péagina 97). Ja os
dados completos de cada amostra estdo apresentados no Apéndice L (pagina 99). Na Figura
24 ¢é possivel observar a frequéncia de ocorréncia dos inseticidas nas diferentes matrizes,

considerando os valores acima do LD.
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Figura 24. Porcentagem dos resultados positivos acima do LD nas amostras de musculo

bovino, de frango, de peixe, ovos e leite.

A CIP foi o inseticida com maior incidéncia de resultados positivos, estando presente

em todas as amostras de musculo bovino e de peixe, em 98% das amostras de musculo de
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frango, 92% das amostras de leite e 48% das amostras de ovos. Cabe ressaltar que 0s
piretroides BIF e CIA também apresentaram altas incidéncias em: frango, peixe, leite e ovos,
e bovino e leite, respectivamente. O CLO esteve presente em 76% das amostras de leite.
Outros trabalhos também relataram a CIP como o piretréide mais presente nas amostras 7. A
alta incidéncia de CIP pode estar relacionada com os dados apresentados na Tabela 1 (pagina
10), onde a CIP é o ativo com maior numero de produtos registrados, quando comparado aos
outros inseticidas avaliados neste trabalho.

Os niveis mais altos encontrados foram de CLO com concentrages de 46 pug L™ e 18
g kg™ no leite e no masculo bovino, respectivamente e do piretroide CIP com concentracées
de 3,4 pg kg?, 2,8 pg L™ e 1,4 pg kg™ em musculo bovino, leite e ovos, respectivamente.
Outros estudos cientificos também tém encontrado residuos destes inseticidas nestes géneros
alimenticios. Neste trabalho, em ovos, foram detectados os piretréides CIA, CIP e BIF nas
concentracdo de nd — 0,04 ng g™, nd — 1.37 ng g™ e nd — 0,06 ng g™, respectivamente. No
Brasil, Souza e colaboradores?’ detectaram BIF na concentracdo de 4 ng g~, duas ordens de
grandeza maior do que encontrado neste trabalho, porém a CIP esteve na mesma faixa de
concentragdo. Nas amostras de leite, a presenca de CLO, BIF, CIA, CIP e DEL foram
detectados nos intervalos de concentracio de nd — 45,67 ug L™, nd — 0,11 pg L™, nd — 0,28 g
L™, nd—2,75 ug L™ e nd — 0,20 pg L™, respectivamente. Outros estudos, também realizados
no Brasil, detectaram DEL em niveis de 0,25 — 1,45 ug L e CIP a 1,51 — 3,68 pg L™ no leite,
ambos nas mesmas ordens de concentracdo™> *. Corcellas e colaboradores'? detectaram
CIA, CIP e BIF em peixes selvagens de um rio da Espanha nas concentragdes médias de 17,5
ng g, 133 ng g™ e 14,1 ng g™ (peso lipidico), respectivamente, os quais estdo um pouco
acima das encontradas neste trabalho 0,3 ng g™, 7,5 ng g* e 9,0 ng g™ (peso lipidico),
respectivamente.

Para se fazer uma relacdo entre a quantidade de inseticida, o tipo de matriz e o tipo
de inseticida as quantidades foram relativizadas para 11 amostras, que € 0 menor nimero de

amostras (Figura 25).
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Figura 25. A - Proporcdo em massa do inseticida especifico nas diferentes matrizes, B -

proporcdo em massa dos diferentes inseticidas na matriz especifica.

As maiores quantidades de CLO e DEL foram encontradas nas amostras de leite e
musculo bovino. Ja para a BIF as maiores quantidades foram encontradas nas amostras de
peixe, assim como, CIA no leite e CIP no musculo bovino.

Avaliando as matrizes de forma independente, as maiores quantidades de inseticidas
no musculo bovino e no leite foram o CLO e a CIP. Nos ovos a CIP foi responsavel por mais
de 90% da contaminagdo em massa. No musculo de frango a CIP também foi a principal
contaminagdo seguida da BIF. No musculo de peixe, a BIF foi responsavel por mais de 70%
do total de residuos em massa.

Cabe ressaltar a similaridade entre os resultados encontrados no musculo de frango e
seu derivado ovo. Nestas duas matrizes a CIP, a BIF e o CLO estavam presentes em maior
concentracdo. E possivel fazer a mesma relacéo entre o musculo bovino e seu derivado, leite,

com os inseticidas CLO e CIP. A CIP é largamente utilizada em animais, no Brasil, no
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combate ao carrapato (Boophilus microplus)'®. Este fato pode ser uma explicagdo para a
incidéncia de 100% no musculo bovino e 92% no leite. Aléem da CIP a DEL também é

utilizada no combate ao carrapato’®.

Nos ultimos anos, algumas pragas comecaram a
desenvolver resisténcia aos piretroides, desta forma, uma alternativa foi a associacdo de
piretroides a outras classes de inseticidas. Um exemplo desta associacdo esta entre o
piretroide CIP e o organofosforado CLO para combater pragas resistentes como o carrapato
(Boophilus microplus) e a mosca do chifre (Haematobia irritans)*, o que corrobora com os
niveis predominantes de CIP e CLO no musculo bovino e no leite. Também cabe salientar que
dos 38 produtos registrados na Agrolink contendo o ativo CLO, 25 estdo em associacdo com a

CIP.

6.3.2 Incidéncia do numero de inseticidas por amostra
De um total de 152 amostras, apenas 4 ndo apresentaram nenhum nivel de
contaminacdo para estes inseticidas, observando o LD do método, sendo as 4 da matriz ovo. A

maioria das amostras continha residuos de mais de um inseticida por amostra (Figura 26).
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Figura 26. % das amostras e nimero de inseticidas encontrados em cada amostra expresso

em porcentagem do numero total de amostras para a matriz especifica.
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Cerca de 10% das amostras de leite analisadas, estavam contaminadas com 5
inseticidas e cerca de 37% com 4 inseticidas. Nas amostras de frangos, a maioria das amostras
estavam contaminadas com 2 a 3 inseticidas. As amostras de musculo bovino e musculo de
peixe estavam contaminadas com 1, 2 e 3 inseticidas por amostra e as amostras de ovos foram
as que apresentaram o menor namero de inseticidas por amostra, em média de 1 a 2. Chung e

colaboradores*?’

encontraram a presenca de quatro piretrdides (CIP, BIF, PER e CIA)
simultaneamente em algumas amostras de origem animal. Esta alta incidéncia pode estar
relacionada ao disseminado uso destes inseticidas nas mais variadas areas. Eles podem estar
presentes na alimentacdo do bovino e do frango, pois sdo utilizados na armazenagem de
grdos, nas pastagens para controle de pragas assim como nos estabulos e galinheiros, além da
aplicacdo direta nestes animais. O sistema de confinamento, principalmente na criagdo de
frangos, facilita a proliferacdo de pragas e doencas, sendo comum a aplicacdo de piretroides e
CLO, expondo 0s animais a estes inseticidas. Na Espanha, Alvarez e colaboradores
encontraram CLO em rac¢éo para bovinos em niveis acima do LMR permitido. Como visto, 0s
bovinos, por exemplo o gado leiteiro, estdo expostos a estes inseticidas de diversas formas,
podendo acumular nos tecidos, mas principalmente elimina-los no leite devido ao alto teor
lipidico. O alto numero de inseticidas por amostra de leite é preocupante, uma vez que o leite
€ muito consumido nas etapas iniciais da vida. Este ponto é critico, pois as crian¢as podem
estar altamente expostas a residuos de inseticidas, além de existir um maior risco de efeitos
adversos a saude devido as suas caracteristicas fisioldgicas.

A descarga agricola descontrolada de agrotoxicos criou uma preocupacdo ambiental
significativa, uma vez que estes produtos quimicos sdo propensos a se difundirem facilmente
neste meio atraves do escoamento superficial e espalhando-se para todos os ambientes
aquaticos. Organismos aquaticos, como peixes, sdo capazes de acumular em seus tecidos
alguns destes contaminantes, como 0s piretroides e clorpirifés. Cabe ressaltar que na
aquicultura, a alimentacdo dos peixes pode estar contaminada, além da aplicacdo de
inseticidas diretamente na agua para o controle de pragas, representa uma exposicao direta do
peixe. Consequentemente, 0s peixes constituem uma importante fonte de contaminacao, tanto
para os predadores marinhos superiores como para os consumidores humanos.

A principal preocupacéo referente ao alto nimero de inseticidas por amostra esta no
fato de que pouco se sabe sobre os efeitos sinérgicos e interacdes destes inseticidas,

principalmente quando ingeridos atraves de residuos em alimentos.
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6.3.3 Aplicacéo pour on de cipermetrina

Grande parte da aplicacdo de piretrdides nos bovinos se da pelo método pour on.
Mesmo sendo uma aplicagdo na parte externa do animal, estes compostos podem ultrapassar a
barreira cutanea, justamente por serem lipofilicos, e atingirem a corrente sanguinea do animal.
No sangue podem ser biotransformados a compostos mais hidrossoltveis e eliminados na
urina. J& em sua forma natural podem ficar acumulados na gordura animal, eliminados na
urina e excretados no leite devido ao alto teor de gordura presente no mesmo.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho € possivel inferir que a
CIP atravessa a barreira cutanea chegando a corrente sanguinea, passando para o leite através
das glandulas mamaérias e atingindo seu valor méximo de concentracdo a 24 horas apos a
aplicacéo (Figura 27). Mesmo que a maior concentragdo no leite (11,06 pg L™) esteja abaixo
do LMR (50 pg L™), ocorre um contraponto com o informado pelo fabricante do produto, que

informa um periodo de 6 horas entre a aplica¢do e a proxima ordenha.
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Figura 27. Variagéo da concentracéo e valores do fator isomérico (FI) da cipermetrina (CIP)

no leite em um animal tratado com CIP via pour on em intervalo de 12 h para cada ordenha.

Outro indicativo deste teste preliminar foi identificado através dos valores do Fl, que
foram aumentando de acordo com o tempo transcorrido apos a aplica¢do, demonstrando
maior quantidade do isdmero cis perante o0 trans. Isto pode ter ocorrido por uma
biotransformagdo preferencial do isémero trans. Segundo Mikata e colaboradores™ a
cipermetrina sofre uma biotransformacdo preferencial no isdmero trans em ratos e em

humanos. Na Figura 28 é possivel observar um comportamento diferenciado para o isbmero
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trans 2, o qual ndo acompanha proporcionalmente o aumento da area do pico cromatografico

quando comparado aos outros isémeros.
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Figura 28. Monitoramento dos picos cromatogréaficos referentes a CIP para os 4

isdbmeros (cisl, cis2, transl, trans2) no leite em um animal tratado com CIP via pour on.

6.3.4 Perfil isomérico

O comportamento dos isdmeros € um pardmetro importante de ser avaliado, pois
podem apresentar efeitos enantioseletivos imprevisiveis em humanos ou organismos nédo
alvos.

Dos seis inseticidas com resultados positivos nas amostras avaliadas, trés piretroides
(CIP, CIA, e PER) apresentaram isOmeros nos respectivos cromatogramas. A fim de
averiguar o perfil destes isdbmeros, calculou-se o FI nas amostras positivas para comparar
estes resultados com os obtidos nos testes de recuperacdo. Devido ao extenso tempo de
analise da CIP, o FI foi determinado apenas em algumas amostras (5-musculo bovino, 5-

musculo de frango, 5- musculo de peixe, 7-leite e 2-ovos) (Figura 29).
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Figura 29. Valores médios do fator isomérico calculados nas amostras positivas comparados
com o FI médio calculado nos testes de recuperacao (FI-controle), barras representam o DP e

0 n 0 nUmero de amostras.

De acordo com os parametros do FI definidos neste trabalho € possivel inferir que
para a PER ndo houve variacdo no perfil isomérico nas amostras. Para a CIA houve uma
significativa variagdo. Os valores do FI foram cerca de 20% do valor do controle,
demonstrando predominancia do segundo isémero, no caso, a A-CIA. Proporcdes similares de

122

cisl/cis2 CIA foram encontradas em leite materno™“. A A-CIA tem maior poder inseticida do

que seus isdmeros, logo as misturas comerciais sao enriquecidas com este isomero*?.
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No caso da CIP, o valor médio do FI nas diferentes matrizes foi cerca de trés vezes
superior ao controle. E importante salientar que a CIP apresenta 4 picos, dois isdmeros cis e

dois trans (Figura 30).
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Figura 30. Cromatogramas da CIP (transicdo m/z 207-35) com 4 sinais, dois com isomeria cis

e dois trans de uma amostra positiva de musculo bovino (preto) e do musculo bovino

fortificado com CIP(cinza).

Estes valores de FI acima de 1,0 indicam uma predominancia dos isdbmeros cis em
todas as matrizes. Corcellas e colaboradores *? também identificaram uma predominancia dos
isbmeros cis em peixes. Uma suposicao para tal comportamento é a possivel bioacumulagdo

desta forma.
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Com o intuito de aprofundar a discusséo sobre estes resultados foram analisados 14
produtos comerciais contendo o ativo CIP. Todos os produtos foram adquiridos na mesma
unidade federativa da origem das amostras (Figura 31).
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Figura 31. Fator isomérico (FI) da CIP presente em 13 produtos comerciais.

O valor médio do FI para estes 13 produtos foi de 1,24 com desvio padrao de 0,30. O
décimo quarto produto comercial, j& indicava em seu rétulo um produto enriquecido com o
isdbmero cis. Para este produto o valor do FI foi de 6,5. Cabe salientar que a CIP é um dos
piretroides mais utilizados, desta forma, existem diversos locais no mundo que realizam a sua
sintese. No comparativo entre o valor médio do FI da CIP nos produtos comerciais com 0s
valores de FI nas amostras positivas é possivel inferir que possivelmente exista uma
bioacumulacdo preferencial da forma cis. Outro fator que corrobora com isto é o fato da
biotransformac&o ocorrer de forma mais rapida nos isdbmeros trans.

O fato dos resultados do FI ter indicado uma maior propor¢cdo de isdmeros cis,
aumenta o poder de toxicidade destes residuos nos alimentos, uma vez que 0s isdmeros trans

sd0 mais facilmente biotransformados em humanos’?.

6.4 LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS E ESTIMATIVA DA INGESTA DIARIA
Recentemente 0 MAPA incluiu o controle através dos LMRs para todos o0s
inseticidas com resultados positivos abordados neste trabalho em todas as matrizes avaliadas.
Esta inclus@o ocorreu através da IN-09-PNCRC/animal-2017. Isto traz um avango para o pais,
uma vez que demostra preocupacdo com os alimentos de origem animal. Se comparado a IN-
13 PNCRC/animal-2015, ano em que foram coletadas as amostras deste estudo, apenas 47%

das combinacg0es inseticida-matriz estavam incluidas no PNCRC/animal-2015 (Tabela 7).
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Tabela 7. LMRs estabelecidos pelas IN-13 PNCRC/animal-2015 e IN-09-PNCRC/animal-
2017.

LMRs (mg Kg™)

MB MB MP MP (0] (0] L L
IN-13 IN-09 IN-13 IN-09 | IN-13 IN-09 | IN-13 IN-09
cis-Bifentrina 3 3 NI 0,01 NI 0,01
lambda-Cialotrina 0,5 0,5 NI 0,01 NI 0,02
Cipermetrina 0,05 - Nl 001 | N 001
cis-Deltametrina 0,03 NI 0,01 NI 0,02
Permetrina 0,05 0,05 NI 0,01 NI 0,01 | 0,05 0,05
Clorpirifos NI 0,5 NI 0,01 NI 0,01 NI 0,02

MB-IN-13 - Musculo bovino IN-13 PNCRC 2015
MB-IN-09 - Musculo bovino IN-09 PNCRC 2017
MF-IN-13 — Musculo frango IN-13 PNCRC 2015
MF-IN-09 - Masculo frango IN-09 PNCRC 2017
MP-IN-13 — Musculo peixe IN-13 PNCRC 2015
MP-IN-09- Musculo peixe IN-09 PNCRC 2017
O-IN-13- Ovos IN-13 PNCRC 2015

O-IN-09 - Ovos IN-09 PNCRC 2017

L-IN-13 — Leite IN-13 PNCRC 2015

L-IN- 09 - Leite IN-09 PNCRC 2017

NI — Néo informado

Houve alguns avancos na IN-09 que normatiza o PNCRC/animal-2017, como a
inclusdo do controle dos inseticidas (CIP, BIF, CIA, DEL, PER e CLO) nas matrizes ovos e
peixes. A inclusdo do controle da bifentrina no leite e do clorpirifés em todas as matrizes foi
muito importante, uma vez que a BIF estava presente em 71% das amostras de leite e 0 CLO
em 76% delas. Também houve reducdo nos LMRs da bifentrina e deltametrina em musculo
de frango, assim como da cipermetrina no leite. Porém, houve o aumento dos LMRs em 17%
das combinagfes inseticida-matriz. Nenhuma n&o conformidade foi relatada nos
PNCRC/animal 2015 e 2016, considerando apenas 0s inseticidas e as matrizes avaliadas neste
trabalho.

No Apéndice A (pagina 80) é possivel observar diferencas nos valores de LMRs
entre os diferentes 6rgéos reguladores. Esta diferenca se deve aos fatores que determinam os
LMRs. S&o eles: risco toxico dos compostos, quantidades passiveis de estarem presentes e 0s
métodos analiticos propostos para efeitos de controle e monitoramento®. Por exemplo o LMR
da deltametrina em musculo bovino varia de 20 ug kg™ na comunidade europeia para 30 pg
kg™ nos Estados Unidos e Japdo e para 50 pg kg™ no Brasil.

Na anédlise das 152 amostras, houve apenas uma ndo conformidade, no que diz
respeito ao LMR legalmente permitido no alimento para consumo humano. O inseticida CLO

foi quantificado no leite a uma concentragéo 2 vezes superior ao LMR estabelecido na IN-09-
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PNCRC/animal-2017. A taxa de 0,65% de ndo conformidades é baixa, porém ndo se pode
desprezar, uma vez que a toxicidade destes inseticidas ndo € negligenciavel.

Muitos produtos quimicos, particularmente os agrotoxicos lipofilicos, podem
bioacumular em alimentos de origem animal resultando em exposi¢cdo humana durante o
consumo destes alimentos. Cabe salientar, que os alimentos de origem animal podem
contribuir com mais de 90% da exposicdo humana a contaminantes lipofilicos. Neste sentido
os valores limites de ingesta diaria aceitavel (IDA) e a dose aguda de referéncia (ARfD)
colaboram para protecdo dos consumidores, uma vez que contemplam a alimentagdo como
um todo, mesmo que seja no modo individual, ou seja, um valor para cada agrotdxico. Neste
trabalho foi estimado a ingesta diaria de residuos utilizando a equacdo 2 (pagina 37). Estes

valores estdo expressos na Tabela 8.

Tabela 8. Valores estimados da ingesta diaria de residuos de inseticidas, utilizando para
calculo a média das concentracfes encontradas e uma estimativa critica utilizando os valores
extremos de concentracdo e os valores de ingesta diaria aceitavel.
CLOR BIF CIA PER cip DEL
EID pg kg'pc dia’(média) 0,0059 0,0010 7,7x10° 7,2x10° 0,0018 0,0003
EID pg kg'pc dia™ (casos

0,052 0,0024 0,00037 8,6x10° 0,024 0,0004
extremos)

IDA ug kg™pc dia™ 1 15 5 50 50 10

pc — peso corporal

Estes dados estimados podem estar subestimados devido ao perfil dos consumidores,
camada social ou regional, que acabam consumindo uma quantidade maior destes alimentos.
Também existe maior sensibilidade nas criancas frente aos agrotéxicos'®®, sendo que elas
podem estar mais expostas aos inseticidas do que os adultos. As criangas sdo grandes
consumidoras de leite, ou seja, apresentam maior ingestdo proporcional a massa, pois sua
massa corporal € menor. Também n&o se pode excluir o fato das aplicaces destes inseticidas
dentro das residéncias, onde mais uma vez as criangas sdo alvos faceis destes residuos pelo
contato dérmico e oral. O sistema de biotransformacdo pode ndo estar tdo desenvolvido
quanto ao de um adulto e seu sistema nervoso central estar em pleno desenvolvimento®,
desta forma, sdo mais suscetiveis aos efeitos toxicos. Liu e colaboradores® detectaram o
metabdlito do inseticida CLO na urina de 70% das criancas de regides agricolas da China, de

um total de 364 criangas.
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O valor do EID pode estar superestimado, pois 0s processos de aquecimento
(cozimento) do alimento e até mesmo a incidéncia de radiacdo podem degradar estes
inseticidas, e ndo ha informagdes sobre a toxicidade destes produtos de transformacéo.

Conforme apresentado na se¢do 6.3.2 ha mais de um inseticida por amostra. Isto
dificulta basear as conclusdes sobre o alimento ser seguro ou ndo através dos valores dos
valores estimados de ingesta diaria. Porém, segundo o documento da FAO, o potencial tdxico
da presenca de mais de um agrotéxico em um determinado alimento é minimizado pela
margem aplicada aos valores de IDA, que devem cobrir a possibilidade do sinergismo entre
0s agrotoxicos™™.

Também foi estimado a ARfD para a amostra de leite que ultrapassou o valor do
LMR. O valor foi de 26 ng kg™pc dia™ para um adulto, inferior ao valor preconizado de 5 g
kg'pc dia®, desta forma ndo acarretando risco de toxicidade aguda nesta concentrago.
Todavia os efeitos croénicos ocasionados pela ingestdo de alimentos contaminados com
agrotoxicos ainda ndo estdo bem definidos, havendo evidéncias crescentes de
carcinogenicidade, genotoxicidade e alteracbes hormonais. A mensuragdo da toxicidade
crbnica em concentracdes a nivel de ultra tracos como as encontradas neste trabalho ndo é

uma tarefa facil. Entretanto esta possibilidade ndo deve ser descartada.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que foi possivel estabelecer uma
metodologia analitica, confiavel e sensivel capaz de determinar 17 piretrdides e o clorpirifos
em diversos alimentos de origem animal como masculo bovino, musculo de frango, masculo
de peixe, leite e ovos. Foram utilizados padrfes marcados, extracdo via EAU, clean up
utilizando um tandem de cartuchos C18 e alumina bésica e determinacdo via GC/NCI-
MS/MS. O preparo de amostra, apesar de ser realizado em vaérias etapas e utilizar uma
quantidade razoavel de solvente, origina um extrato limpo e concentrado. Esta foi a etapa
limitante da analise. Em média, é possivel preparar e analisar 12 amostras por dia. Através da
combinacdo destes procedimentos atingiram-se valores de recuperacdo aceitaveis para a
grande maioria dos inseticidas nas diferentes matrizes e confiabilidade analitica pelo uso de
padrdes marcados. O grande diferencial ficou por conta do bom desempenho da metodologia
em cinco matrizes avaliando um elevado numero de piretréides. Os baixos limites de deteccédo
e quantificacdo alcangcados se devem ao eficiente processo de clean up e a utilizacdo da
ionizacio quimica no modo negativo, atingindo um LD de 0,06 ng kg™ para a transflutrina em
musculo bovino, de peixe e de frango.

Os inseticidas CLO, BIF, CIA, PER, DEL e CIP foram detectados nas amostras, com
destaque para a CIP que esteve presente em 100% das amostras de musculo bovino e de
peixe, 98% de frango e 92% de leite.

E possivel inferir que estes inseticidas bioacumulam nas gorduras, sendo que os altos
niveis de correlacdo (Spearman), nas amostras de musculo bovino, peixe e frango comprovam
isto. J& nos ovos, este acimulo de inseticidas se da na gema, por esta ser rica em lipidios. No
leite ndo houve correlagdo, os inseticidas sdo eliminados no leite devido ao alto teor de
lipidios deste. Por exemplo, a CIP aplicada pour on no bovino acaba ultrapassando a barreira
cutanea atingindo assim, a corrente sanguinea do animal, podendo ser excretado na urina ou
como comprovado neste trabalho, ser eliminada no leite, justamente pelo seu teor de lipidios.

A avaliacdo do fator isomérico desenvolvido neste trabalho foi util para monitorar o
perfil dos isdmeros nos testes de recuperacdo, nas amostras com resultados positivos e em
produtos comerciais. Houve um predominio dos isdmeros cis para TET e FLU nos testes de
recuperacdo. Nas amostras os valores do FI confirmaram um predominio da A-CIA e dos
isdbmeros cis para a CIP. A biotransformacdo preferencial dos isdmeros trans pode ser uma

explicacdo para maior bioacumulagéo dos isdbmeros cis.
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Apenas uma amostra apresentou concentragdo acima do LMR, porém ndo ofereceu
risco toxico agudo devido ao valor estimado de ARfD estar abaixo do preconizado. Também
os valores de EID foram inferiores aos valores de IDA para todos inseticidas.

A ampla aplicagdo destes inseticidas nas mais variadas &reas pode ser uma
explicacdo para a alta incidéncia nas amostras. Um dos agravantes identificados neste
trabalho foi a presenca de mais de um inseticida por amostra. Mesmo ponderando o fato das
baixas concentracdes, se torna dificil projetar uma toxicidade crénica mediante tantas

possibilidades de sinergismo entre os inseticidas em uma agao cronica ao ser humano.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil e no mundo a producdo de alimentos é feita em larga escala e na
dependéncia do uso de agrotdxicos. A logica da producdo e do mercado dificilmente abre
espaco para outra forma de producdo. Porém ja existem modelos que apresentam alternativas
a esta ldgica, como a producdo de alimentos no sistema agroflorestal, cultivos organicos e
manejo integrado de pragas, estes modelos além de fornecer alimentos livres de agrotoxicos
também protegem o meio ambiente. A Dinamarca é um exemplo nesta area, e no quesito de
produtos organicos € lider mundial. Pretende dobrar a producdo até 2020, projetando para o
futuro uma produgéo 100% livre de agrotéxicos™®. No Brasil, o nimero de cultivos organicos
tem apresentado um crescimento consideravel nos Gltimos anos, se consolidando como um
grande produtor e exportador de alimentos organicos.

No que tange a metodologia apresentada neste trabalho, é de extrema relevancia para
0 pais, com possibilidade de aplicacdo nos LANAGROs no intuito de controlar e predizer os

niveis (ultra tracos) de residuos de piretréides e clorpirifés em alimentos.
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Apéndice A. Tabela com os valores de LMRs de diferentes referéncias internacionais como a EC, EPA-US, Cddex, JFCRF e nacional

PNCRC/Animal 2017 para a BIF, CIF, A-CIA, CIP, DEL, PER, FEN e CLO em musculo bovino, de frango, de peixe, ovos e leite.

Musculo bovino (mg kg™)

Musculo frango (mg kg™)

Musculo peixe (mg kg™)

EC EPA PNCRC CODEX JFCRF EC EPA PNCRC CODEX JFCRF EPA PNCRC JFCRF
BIF 0,20 0,50 3,0 3,0 0,50 0,05 0,05 0,01 NI 0,05 NI 0,01 NI
CIF 0,05 0,10 0,05 0,2 0,02 0,05 0,01 0,05 0,01 0,20 NI 0,01 NI
A-CIA 0,05 0,20 0,50 3,0 0,02 0,05 0,01 0,02 NI 0,02 NI 0,01 NI
CIP 2,0 0,20 2,0 2,0 0,10 0,10 0,05 0,10 0,10 0,05 NI 0,01 0,01
DEL 0,03 0,02 0,05 0,5 0,03 0,02 0,02 0,01 0,10 0,03 0,01 0,01 0,01
PER 0,05 0,10 0,05 1,0 0,40 0,05 0,05 0,10 0,10 0,10 NI 0,01 NI
FEN 0,025 NI 0,025 1,0 0,90 0,02 NI 0,02 NI 0,01 NI 0,01 NI
CLO NI 0,05 0,50 1,0 0,50 0,05 0,10 0,05 0,01 0,08 NI 0,01 NI
Ovos (mg kg) Leite (mg L)
EC EPA PNCRC CODEX JFCRF EC EPA PNCRC CODEX JFCRF
BIF 0,01 0,05 0,01 NI 0,01 0,20 0,10 0,20 0,20 0,20
CIF 0,02 0,01 0,01 0,01 0,05 0,02 0,20 0,01 0,01 0,04
A-CIA 0,05 0,01 0,02 NI 0,02 0,05 0,40 0,20 0,20 0,03
CIP 0,05 0,05 0,01 0,01 0,05 0,05 0,10 0,05 0,05 0,05
DEL 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,05 0,02 0,05 0,05 0,03
PER 0,05 0,10 0,01 0,10 0,10 0,05 0,88 0,05 NI 0,10
FEN 0,02 NI 0,02 NI 0,01 0,04 NI 0,10 0,10 0,10
CLO 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02

EC-Comissédo Europeia-LMRs ajustados pelas regulamentagfes (EC-2017/170; EC-2016/1902; EC-2017/626; EC-2017/626; EC-2016/1822; EC-2017/623; EC-2015/399;

EC-2016/60).

EPA - Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos- LMRs ajustados pelas regulamentagBes (EPA-62 FR 31002/1997; EPA-80 FR 72599/2015; EPA-80 FR
72599/2015; EPA-82 FR 18580/2017; EPA-72 FR 52019/2007; EPA-76 FR 56656/2011).

PNCRC- Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes — LMRs ajustados pelo PNCRC/Animal com Instru¢cdo Normativa n-09, de 21 de fevereiro de 2017.
CODEX — Codex Alimentarius- — LMRs ajustados pelas normas de 2003, 2004, 2009, 2011 e 2013).

JFCRF — Fundac&o de pesquisa japonesa de residuos quimicos em alimentos.

NI - Né&o informado.
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Apéndice B. Revisao da literatura cientifica ressaltando a metodologia de analise dos piretrdides, tipos de alimentos de origem animal,
recuperacdo e limites de deteccéo e quantificacdo, estes dados foram extraidos de artigos pesquisados na base de dados web of knowledge™.

Apenas dos piretroides

_ . Quantidade Extracao e Anélise Recuperacdo LD LQ Numero
Matriz Inseticidas  jo amostra clean u instrumental % (Mg kg™)  (ug kg™ Pl de Ref.
P (fortificacdo) Hg X9 Hg X9 amostras
Mdusculo BIF,A-CIA, Soxhlet-Cartuchos
bovino  PER,CIP 259 C18, extrelut(NT3) e Gc'i(ifﬂg GC- NI 4a20 50-250 PCB 189 157
florisil
Mdusculo OC, BIF,
bovino A-CIA, ASE-Cartuchos C18 EL 84 -99 (0,5 i 146
PER.CIP, 10 g e florisil GC-EI-MS LMR) NI 13-125 PCB 209 50
FEN, DEL
Musculo BIF,CIF,CI - L
bovino P DEL.CIA Sdlido-liquido- 64 - 97
porco & T 10g Congelamento e GC-ECD (10,20,50 pg 5 10 NU 687 128
aves florisil kg-1)
Musculo BIF, CIF,
borro, S PER -
) [l . - 126
frango FENP, 59 dSPE(C18,PSAzic  GC-EI-MS/MS (10,%(5,}1%0 Hg NI NI atrazina 9
CLO,multir 6nio) 9
esiduo

NI — Nao informado; NU — Ndo utilizado; FENP-fenpropatrina; BlO-Bioaletrina; dSPE-fase adsorvente dispersa.
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. . Quantidade Extracéo e Analise Recuperagdo LD LQ Numero
Matriz Inseticidas . % 1 1 Pl de Ref.
de amostra clean up instrumental (fortificaco) (Mg kg™)  (ng kg™) amostras
Frango Carbaril,
(diferentes PER 45 114
6rgaos) 10g QUEChERS-MSPD LC-(ESI+)MS/MS 76 - 93 5 NI NU amostras
Leite CIP 92 - 105
10 g QUEChERS-MSPD GC-EI-MS (50,100,200 10 40 NU e
Hg kg-1)
Leite DEL,CIP f g e
4mL Liquido-liquido GC-ECD 84-93 0,25 0,75 NU 121
Congelamento
Leite BIF,CIP, Liquido-liquido- 150
DEL,PER, Cartuchos extrelut HPLC-UV 79 - 104 30-50 50-100 NU 158
amostras
oC NT3
Leite y-CIA, 87 -
A-CIACIP, Liquido-liquido- GC-ECD e GC- . i i 50 115
CIF,DEL,F 5mbL Congelamento EI-MS/MS 101$_0|\’/|5I$’1’5 03-1 09-3 NU amostras
EN,PER
Leite e CIA,CIP,
musculo CIF,DEL Liquido-liquido- 83 - 109
GC-ECD e GC- . . 3000 - 9000 - 12 117
de porco 10g Congelamentq, _ EI-MS (leite0,5;2;4 8000 24000 NU amostras
cartucho de florisil LMR)

NI — Nao informado; NU — Nao utilizado; FENP-fenpropatrina;

BlO-Bioaletrina; dSPE-fase adsorvente dispersa.
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. . Quantidade Extracéo e Analise Recuperagdo LD LQ Numero

Matriz Inseticidas  jo amostra clean u instrumental % (Mg kg™)  (ug kg™ Pl de Ref.

P (fortificacédo) Hg X9 Hg X9 amostras
Oa;ll?nshge (E)IELC::FEN Liquido-liquido, 80 - 108
9 "= 5g(gema)  Cartuchos C18e GC-EI-MS/MS  (0;0,5;1;1,5 la7 PCB 209 116
PER, extrelut(NT3) LMR)
FENV
Ovos de CIP,CIF,D
galinhae  EL (outras 059 MSPD ﬁgr?shﬁna €18 GcEl-Ms/Ms NI NI NI Cafeina 109
vegetais classes)
Ovos de ACRIN,BIF
galinha ,CIF,CIA,C
IP,DEL,ES
F.ETO,FE
NP,FENV, MSPD - GPC em G prv)-gI- /3116 Tribromob 120
59 pequena escala — (5,10,50 pg NI 5
FLUM,FLU cartuchos C18/PSA MS/MS kg-1) enzeno
V,PER,FE g
NO,RES,T
EF,(MULTI
RESIDUO)
Ovos de BIF,CIP,
galinha  DELPER  %2°9 = MSPD-Cartucho oo p g 53-75(125 3,15 10450  NU 27
(liofilizado) de C18/florisil Mg g-1)
(+ outros)
Peixe CLO,FLU(

; c LC-(ESI+/- 36 136
(dlfgrentes multiresidu 10g QUEChERS MS/MS NI 5 10 NU amostras
6rgéos) 0)

Peixe CIH,CIP,D 81-108 (
EL,FENV, 2g QUEChERS GC-ECD 0,2;0,5 ug 9 14 NU 123
FEN, TET mL-1)

NI — Nao informado;

NU — Néo utilizado; FENP-fenpropatrina; BIO-Bioaletrina; dSPE-fase adsorvente dispersa.
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. N . Recuperacéo NUmero
Matriz Inseticidas Quantidade Extragdo e . Analise e%) i LD 1 LQ -1 Pl de Ref.
de amostra clean up instrumental 0 ificacao) (I KIT) (Mg kg) amostras
Peixe, BIF,CIF,
porco,abac CIP, DEL,
ate e FENP, QUEChERS 33 - 101 ds- 104
couve PER, 10g . GC-EI-MS/MS  (10;25;100 ng atrazina
RESM, EMR-Lipidio g-1)
CLO,multir
esiduo
Peixe olPOEL CCNCLMS 70 - 107 13C cis e
( ?s ’ 5g QUEChERS (Gés metano) (4;20:40 ngg- 0,3-0,5 NI trans 13
naturais) 1) permetrina
Peixe CIP
(diferentes 054 MSPD GeEcD 9108080y 5,8 NU 30 149
tecidos) 1000 pg kg-1) amostras
Porco CIP,DEL 83-109
(diferentes 059 MSPD HPLC-UV (0,2;0,5ug g- 10 26 NU 159
orgéos) 1)
Porco CIA,CIP,
DEL,FENP . - 79 - 90 (25- 147
FENV, 29 Solido-liquido/PSA GC-ECD 250 ug kg-1) 8al4 NI NU
TET
Leite CIP,DEL : VISPD GC-ECDeGC-  60-81(10- - 10 U 20 150
9 EI-MS 100 pg kg-1) amostras

NI — Nao informado;

NU — Néo utilizado; FENP-fenpropatrina; BIO-Bioaletrina; dSPE-fase adsorvente dispersa.
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. . Quantidade Extracéo e Analise Recuperagdo LD LQ Numero
Matriz Inseticidas  jo amostra clean u instrumental % (Mg kg™)  (ug kg™ Pl de Ref.
P (fortificacédo) Hg X9 Hg X9 amostras
Peixe BIF,CIF, d6-
CIA,CIP, Solido- transciper
DEL,FENV 03¢ liquido/ultrasom- GC-NCI-MS/MS 53 - NI 0,03-0,46 0,10-1,54 metrinae 12
,PER,TET  (liofilizado) Cartuchos de C18e  (Gas amonia) ngglw ngglw dé
alumina basica transperm
etrina
Leite, ETOF(mult
masculo iresiduo) 5g QUEChERS LC-(ESI+)MS/MS NI 3 10 NU 160
bovino
Peixe EEIE’VB'O' Sélido-liquido- 60 — 127 (10,
: 5g Cartuchos de florisl  GC-EI-MS/MS  25e50ugkg 1-4 2-13 NU 101
CIP, Cl8e PSA Y
BIF,FENP
Musculo BIF,CIF,CI B
de (bovino, A, cipermeetrin
peixe, pato CIP,ETOF, i 70— 120 (10 . 127
e porco).  DEL.FENP 15 g QUEChERS LC-[ESHMSIMS 1 10" 10 k™) 3 10 etni'nccj;‘tliour 600
leite e ,FENV,FL cia
ovos UM,FLUV

NI — N&o informado; NU — Nao utilizado; FENP-fenpropatrina; BlO-Bioaletrina; dSPE-fase adsorvente dispersa.

93



Apéndice C. Formulas moleculares e estruturais dos inseticidas utilizados neste trabalho e suas massas

moleculares (MM - g mol™).

Aletrina C19H2603 MM 302,4079

Bifentrina C23H22C|F302 MM 422,8678

H3C_  CH,
CH; CH,

0
HLC RS

0 —CH,

H3C CH, H.C
Cl
F T 0
. |
F O

Cialotrina C3H19CIFsNO3 MM 449,8501

Ciflutrina C2H15Cl,FNO3 MM 434,2876

H;C. CH,
cl
F . 0
0
F
F 0
NF

0 i
Cl
O
Cl =
0
NZ

Cipermetrina C,,H;9CI,NO3 MM 416,2972

Clorpirifés CgH11CIsNO3sPS MM 350,5863

HsC. CH,

Cl
0

o’ X 0
0
. ij

cl cl
C T s
5 O CH
A pT T
a” TN 0Ty,
CH,

Deltametrina C»:H19Bro-NO3; MM 505,1991

Tralometrina C2H19BrsNO; MM 665,0072

H;C CH,
Br
0
Br = 0
O

H5C CH;
Br
0
Br 0
Br A 3
I N/_,:’
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Fenvalerato C,5H,,CINO; MM 419,9001

Flumetrina C,gH2,CILFNO; MM 510,3836

HiC._  _CH,
@jw O{;”
Cl ©

o

e
Cl N="

Fluvalinato C26H22C|F3N203 MM 502,9127

Imiprotrina C37H2,N,04 MM 318,3676

\

F
HiC CH,
F
F
0
NH
Cl 0

Qo

N
Y
0 N
o~ \ l"____CH

O

Kadetrina Cy3H2404,S MM 396,4993

Permetrina C,1H50Cl, O3 MM 391,2877
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Fenotrina Cy3H260z MM 350,4507

Praletrina C1gH»40z MM 300,3921

0~ :
HsC.  CH,
CH,
0
HaC =
0

H;C.  CH,
CH, CH,
0
HaC RN
0 —CH
0

Resmetrina C,1H33NO, MM 331,4922

Tetrametrina C19gHsNOs MM 331,4061

H,C CH, H,C

HiC_ CH, 0

Transflutrina Ci5H12,Cl,F4,0, MM 371,1542

F
H3C CHj F
Cl
0
o’ F
0 F
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Apéndice D. Tempo de retencéo, faixa linear, coeficiente de determinacdo, transicdes monitoradas, energias de coliséo e valores de Dwell para

0s 17 piretrdides e clorpirifés avaliados

Compostos T.2 (min)+/-DP R?P Faixa linear Transicao de CE° Transicdo CE “Dwell
(ng mL™) guantificacao (eV) .d_e (eV) time”

(m/z) qualificacao (ms)

(m/z)

Transflutrina 4,62+/-0,01 0,999 0,01-75 207-35 10 209-35 10 15
Clorpirifs® 4,88+/-0,01 0,999 0,01-75 313-189 25 313-95 10 15
Aletrina 5,43+/-0,01 0,999 0,1-75 301-167 15 301-133 20 10
Praletrina 5,58+/-0,01 0,999 0,5-75 299-167 20 299-131 20 10
Imiprotrina 6,38+/-0,01-6,45+/-0,01 0,999 0,5-75 317-167 15 317-149 5 10
Resmetrina 6,78+/-0,01-6,85+/-0,01 0,998 0,5-75 337-149 10 337-187 15 10
Tetrametrina 6,98+/-0,01-7,07+/-0,01 0,999 0,01-75 331-167 2 10
Bifentrina 7,06+/-0,01 0,999 0,01-75 205-141 20 205-121 10 10
Fenotrina 7,25+/-0,01-7,31+/-0,01 0,997 0,1-75 349-149 10 349-169 10 10
Cialotrina 7,46+/-0,01-7,55+/-0,01 0,999 0,01-75 205-121 10 205-141 20 10
Permetrina 7,88+/-0,01-7,96+/-0,01 0,998 0,01-75 207-35 10 209-35 10 10
Ciflutrina 8,22+/-0,01-8,30+/-0,01-8,36+/-0,01 0,999 0,01-75 207-35 10 209-35 10 10
Cipermetrina 8,40+/-0,01-8,48+/-0,01-8,54+/-0,01 0,999 0,01-75 207-35 10 209-35 10 10
Fenvalerato 8,92+/-0,01-9,08+/-0,01 0,999 0,01-75 211-167 2 213-169 2 10
Fluvalinato 9,08+/-0,01-9,14+/-0,01 0,999 0,05-75 294-250 15 294-194 2 10
Deltametrina 9,45+/-0,01 0,999 0,01-75 217-81 2 297-79 2 10
Kadetrina 10,46+/-0,07 0,999 0,5-75 395-229 10 395-165 15 10
Flumetrina 12,15+/-0,01-12,27+/-0,01 0,999 0,01-75 283-35 15 247-35 25 10
dio-Clorpirifés 4,85+/-001 e e 323-95 25 323-189 10 15
de-trans-permetrina 7,95+/-0000. e e 213-35 10 215-35 10 10
de-trans-cipermetrina 8,46+/-0,01-8,52+/-0,01 = - e 213-35 10 215-35 10 10

a - tempo de retengio para cada  isdmero b coeficiente  de  determinagdo ¢ - energia de colisio d organofosforado
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Apéndice E. Amostras ap0s a extracdo assistida por ultrassom e centrifugacao.
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Apéndice F. Tandem de cartuchos de alumina basica e C18 utilizados na etapa de clean up.
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Apéndice G. Recuperacao e desvio padrao relativo para os niveis de fortificacdo de 1 e 5 ng.

Compostos

Transflutrina
Clorpirifos®
Aletrina
Praletrina
Imiprotrina
Resmetrina
Tetrametrina
Bifentrina
Fenotrina
Cialotrina
Permetrina
Ciflutrina
Cipermetrina
Fenvalerato
Fluvalinato
Deltametrina
Kadetrina

Flumetrina

Fortificac&o (1 e 5 ng): Recuperagdo(%) - DPR (%)

Frango

1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:
1
5:

47,9-8,8
66,8-0,5
48,7-8,1
73,6-2,0
53,8-6,3
81,4-1,7
87,8-2,8
79,1-4,9
86,5-3,6
86,8-2,0
100,8-4,7
117,4-0,8
82,6-1,6
104,5-1,9
92,4-7,1
76,6-0,6
88,2-7,7
56,4-6,0
67,6-5,6
91,3-1,2
86,9-7,2
81,3-0,8
84,1-6,5
85,4-1,1
94,9-4,0
86,2-1,9
93,4-2,4
87,2-0,2
89,5-2,6
88,6-0,1
75,8-8,7
91,8-0,3
107,9-8,5
111,1-2,7
81,4-12,2
111,3-1,4

Bovino
1: 64,0-1,8
5: 68,8-2,3
1:74,0-1,5
5:71,8-1,1
1: 82,0-15,4
5:78,9-0,4
1: 69,4-8,2
5: 64,8-4,7
1: 98,2-6,7
5:91,1-1,7
1: 94,7-4,6
5: 83,5-4,0
1: 106,6-6,6
5:109,3-0,1
1: 90,2-4,4
5: 86,3-3,0
1: 90,2-6,3
5:89,8-9,4
1:79,4-17,0
5:93,9-19,2
1: 87,6-3,4
5: 86,4-2,7
1: 103,9-4,2
5:93,7-5,4
:98,2-6,3
:89,4-1,7
:97,3-7,0
84,434
:98,4-7,7
: 86,4-3,0
:97,8-8,7
:92,1-2,2
:85,2-3,1
:82,8-0,4
:98,4-1,7
: 87,2-5,6

g = o Fkr oL ok O Fkr O Bk

Peixe
1:41,1-16,0
5: 78,5-5,8
1: 26,6-14,9
5:76,9-2,9
1: 88,3-13,3
5:77,0-4,1
1: 54,0-6,4
5: 86,3-4,7
1:72,9-13,5
5:92,7-3,2
1:84,0-12,2
5: 86,3-6,7
1: 69,1-15,1
5:105,9-2,8
1:88,9-7,6
5: 89,0-4,2
1: 80,6-8,3
5:79,8-4,2
1: 67,6-3,8
5:97,9-2,2
1:83,9-3,8
5: 54,6-4,1
1:81,9-5,6
5:83,9-2,3
1: 96,6-5,1
5:90,4-1,3
1:87,0-3,7
5:92,6-1,6
1:82,0-4,3
5:79,9-9,3
1:59,2-19,5
5: 86,8-6,3
1:77,9-2,9
5:71,7-5,6
1: 76,6-10,9
5: 105,6-8,8

Ovos
:56,4-6,6
76,5-1,3
:58,5-3,1
:81,3-3,0
:55,3-7,7
83,1-1,4
:84,3-1,3

5:87,1-4,4
1:76,8-11,3

5:95,5-3,3
1:88,5-1,2

5: 85,7-5,8

1: 67,0-5,5
5:108,1-3,1
:82,7-4,9
:86,4-2,4
:81,3-2,2
82,1-4,5
:69,8-4,1
:96,7-2,4
:96,7-5,7
:88,4-1,7
:84,6-5,6
191,825
:91,3-6,8
:92,8-0,6
: 88,6-6,6
:90,8-1,3
1: 84,6-10,7

5:93,5-0,9

1: 63,1-18,9

5:93,5-2,1

1: 85,7-8,1
5:108,0-8,2

1:82,1-7,3
5:113,0-7,1

P O PR OPRr P OpFr O0rFr e

[é)]

Leite
1: 62,6-4,4
5: 67,0-6,0
1: 72,3-0,1
5:72,5-6,4
1: 63,7-16,5
5:73,1-7,5
1: 89,1-4,3
5: 76,5-3,3
1: 87,9-6,7
5:82,1-9,2
1:112,8-5,4
5:124,7-1,3
1: 87,5-0,7
5:106,6-2,1
1: 86,3-0,8
5:79,1-3,6
1: 85,5-7,2
5: 64,7-11,5
1: 70,6-4,9
5:100,4-0,4
1: 70,7-4,0
5:89,1-3,1
1: 77,0-8,0
5: 85,1-3,4
1:90,7-2,3
5:79,8-2,5
1:87,3-2,9
5:97,1-3,1
1: 92,4-0,3
5:99,8-4,2
1:87,1-2,8
5: 96,4-4,5
1: 109,5-4,1
5:114,9-3,7
1: 96,8-3,9
5:127,5-0,9

a - organofosforado
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Apéndice H. Fator isomérico calculado a partir dos testes de recuperagéo.

FI

Frango Peixe Ovos Leite Bovino
Imiprotrina Cis/Trans 0,94 0,96 1,02 1,06 1,02
Resmetrina Cis/Trans 0,99 0,89 0,86 0,98 1,00
Tetrametrina Cis/Trans 1,09 1,1 1,14 1,22 1,18
Fenotrina Cis/Trans 0,95 1,03 0,99 1,11 1,03
Cihalotrina Cis1/Cis2 1,02 1,03 1,04 0,98 1,00
Permetrina Cis/Trans 1,09 0,91 1,15 1,04 0,91
Ciflutrina Cis1+ Cis2/Trans1+Trans2 1,03 1,07 1,03 1,04 0,99
Cipermetrina Cis1+ Cis2/Trans1+Trans2 1,05 1,07 0,95 1,03 1,02
Fenvalerato Cis/Trans 1,06 1,04 1,05 1,05 1,03
Fluvalinato Cis/Trans 0,97 0,99 0,99 1,03 0,99
Flumetrina Cis/Trans 1,12 1,15 1,13 1,05 1,07

FI — Fator isomérico
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Apéndice I. Precisdo intermediaria (%) para a fortificacdo de 1 ng nas diferentes matrizes

Frango Bovino Peixe Ovos Leite

Transflutrina 18,3 4,1 17,3 16,1 16,2
Clorpirifés 10,0 6,8 16,4 6,1 10,7
Aletrina 13,6 17,1 12,3 8,9 16,0
Praletrina 7,4 13,6 12,4 6,3 7,5
Imiprotrina 4.4 6,0 12,4 11,2 13,9
Resmetrina 50 11,2 17,9 3,5 6,5
Tetrametrina 14,5 7,3 17,2 16,2 10,0
Bifentrina 11,9 8,5 9,7 11,7 4,6
Fenotrina 8,3 11,7 19,4 9,8 9,0
Cialotrina 12,3 20,4 8,3 6,1 7,6
Permetrina 8,3 6,5 8,6 6,6 9,0
Ciflutrina 8,9 5,3 7,8 51 9,1
Cipermetrina 7,0 7,9 8,8 7,1 5,2
Fenvalerato 10,5 8,8 54 8,8 5,3
Fluvalinato 8,9 8,5 6,2 12,5 4.8
Deltametrina 9,3 10,6 18,4 19,3 7,6
Kadetrina 15,6 9,4 14,4 13,6 7,0
Flumetrina 15,3 6,7 11,0 16,1 13,7
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Apéndice J. LD e LQ (ng kg™*) dos piretréides e clorpirifés utilizando método via GC/NCI-MS/MS em matrizes de origem animal. Os LDs e
LQs para a matriz leite estdo em ng L™.

LD LQ
Inseticida Frango Bovino Peixe Ovos Leite Frango Bovino Peixe Ovos Leite
Transflutrina 0,06 0,06 0,06 0,24 0,11 0,19 0,21 0,19 0,89 0,32
Clorpirifés 0,15 0,07 0,15 0,40 0,38 0,51 0,24 0,49 1,38 1,18
Aletrina 5,68 411 5,00 17,25 8,20 18,94 13,73 16,67 57,49 27,46
Praletrina 25,80 20,37 30,26 101,13 30,78 86,01 67,91 100,87 337,25 102,53
Imiprotrina | 8,51 7,08 7,74 31,74 14,26 28,38 23,59 25,80 105,75 47,57
Imiprotrina Il 1,65 1,36 1,42 6,48 3,11 5,48 4,51 4,73 21,62 10,46
Resmetrina | 0,97 0,88 11,42 11,34 23,43 3,23 2,93 38,07 37,89 78,19
Resmetrina Il 0,34 0,32 3,44 3,81 7,40 1,14 1,07 11,46 12,71 24,72
Tetrametrina | 1,21 1,01 1,57 4,21 2,68 4,06 3,37 5,24 14,01 9,01
Tetrametrina ll 0,15 0,14 0,23 0,57 0,43 0,54 0,49 0,75 2,02 1,39
cis-Bifentrina 0,15 1,58 0,17 0,57 1,82 0,54 5,26 0,57 1,94 6,06
Fenotrina | 2458 8,18 1,85 19,03 11,85 81,91 27,26 6,18 63,40 39,47
Fenotrina Il 5,49 2,55 0,57 4,70 4,24 18,30 8,47 1,92 15,71 14,21
Cialotrina | 0,27 1,28 0,21 0,73 0,59 0,91 4,29 0,70 2,43 1,98
Cialotrina Il 0,28 0,32 0,24 0,81 0,64 0,96 1,06 0,78 2,67 2,20
Permetrina | 0,98 1,79 0,73 3,81 9,60 3,30 5,99 2,43 12,79 31,91
Permetrina Il 3,28 4,77 2,16 13,77 30,03 10,95 15,90 7,21 45,91 100,06
Ciflutrina | 0,68 1,07 0,96 1,70 3,43 2,27 3,56 3,19 5,67 11,37
Ciflutrina 1l + 111 0,51 0,65 0,71 1,21 1,88 1,69 2,16 2,36 4,13 6,22
Ciflutrina IV 1,41 1,58 1,89 3,32 4,56 4,67 5,26 6,29 11,09 15,23
Cipermetrina | 0,92 1,38 1,20 2,51 4,18 3,05 4,61 4,00 8,50 13,89
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LD LQ
Inseticida Frango Bovino Peixe Ovos Leite Frango Bovino Peixe Ovos Leite
Cipermetrina Il + 111 0,63 0,80 0,82 1,62 2,09 2,09 2,68 2,73 5,51 6,97
Cipermetrina IV 0,83 1,03 1,12 2,11 3,91 2,77 3,42 3,72 7,13 12,98
Fenvalerato | 0,17 0,21 0,15 0,57 0,64 0,55 0,72 0,48 1,78 2,20
Fenvalerato Il 0,34 0,46 0,30 1,13 1,72 1,15 1,53 0,98 3,81 5,68
Fluvalinato | 1,48 1,78 1,01 3,48 6,22 4,94 5,92 3,37 11,58 20,75
Fluvalinato Il 1,42 1,64 1,02 3,40 6,33 4,74 5,47 3,39 11,26 21,13
Deltametrina 1,38 1,56 2,23 2,75 2,57 4,60 517 7,43 9,23 8,58
Kadetrina 0,45 0,44 0,56 3,81 0,86 1,48 1,46 1,87 12,71 2,90
Flumetrina | 1,29 1,37 1,09 4,94 0,91 4,28 4,57 3,64 16,44 3,06
Flumetrina Il 1,53 1,67 1,28 5,75 1,45 5,12 5,56 4,28 19,27 4,88
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Apéndice K. Niveis maximos, minimos, médias, taxa de detecgdo e comparativos com os LMRs para os inseticidas detectados em cada uma das

amostras das diferentes matrizes.

TL® CLO BIF CIA PER CIP DEL
(%)
Musculo bovino
(n=18) g kg™
Média 6,67 3,08 0,53 0,02 0,03 0,88 0,12
Minima 1,23 nd nd nd nd 0,01 nd
Maxima 21,7 17,5 1,04 0,08 0,04 14,7 0,12
DP 5,64 7,09 0,73 0,03 0,01 3,45 -
LMR" 500 3000 500° 50 2000° 30°
Positivas (%) 33 22 61 11 100 6
Frango (n=53) ug kg™
Média 6,88 0,03 0,02 0,01 0,02 0,03 0,03
Minima 1,88 nd nd nd nd nd nd
Maxima 25,6 0,08 0,25 0,03 0,02 0,16 0,04
DP 4,08 0,02 0,04 0,01 - 0,03 0,02
LMR" 50 10 20° 100 100¢ 10
Positivas (%) 15 85 30 2 98 4
Peixe (n=11) ug kg™
Média 9,35 nd 0,32 0,01 nd 0,12 nd
Minima 1,52 nd nd nd nd 0,01 nd
Maxima 21,8 nd 0,66 0,04 nd 0,19 nd
DP 7,03 - 0,26 0,02 - 0,07 -
LMR® 10 10 10° 10 10¢ 10
Positivas (%) - 73 45 - 100 -

a — Teor de lipidio na amostra liofilizada; b — PNCRC/animal-2017; c— Apenas a lambda; d — soma dos isbmeros

105



TL®

%) CLO BIF CIA PER CIP DEL
Leite (n=38) ug L™
Média 24,8 2.10 0,04 0,04 nd 0,35 0,06
Minima 2,87 nd nd nd nd nd nd
Maxima 40,7 45,67 0,11 0,28 nd 2,75 0,20
DP 7,85 8,46 0,03 0,07 - 0,62 0,08
LMR" 20 200 200° 50 50 50
Positivas (%) 76 71 79 - 92 13
Ovos (n=27) ug kg™
Média 35,3 0,28 0,01 0,02 nd 0,45 nd
Minima 30,7 nd nd nd nd nd nd
Maxima 44,5 0,28 0,06 0,04 nd 1,37 nd
DP 3,45 - 0,01 0,02 - 0,44 -
LMR® 10 10 20° 10 10¢ 20
Positivas (%) 4 78 11 - 48 -

a — Teor de lipidio na amostra liofilizada; b — PNCRC/animal-2017; c — Apenas a lambda; d - soma dos isbmeros
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Apéndice L. Concentracdo dos inseticidas nas 147 amostras analisadas.

Musculo Bovino pgkg™(pu) CLO  BIF  CIA PER CIP DEL

1 nd nd 0,05 0,04 0,09 nd
2 nd nd 0,01 nd 0,02 nd
3 nd 1,04 <LOQ nd 0,29 nd
4 0,07 nd <LOQ nd 0,02 nd
5 0,47 nd 0,01 0,02 0,02 nd
6 nd nd nd nd 0,01 nd
7 0,01 nd <LOQ nd 0,05 nd
8 0,03 nd nd nd 0,02 0,12
9 nd nd nd nd 0,02 nd
10 nd <LOQ 0,08 nd 0,02 nd
11 nd nd nd nd <LOQ nd
12 nd nd <LOQ nd 0,22 nd
13 nd nd nd nd 0,01 nd
14 nd nd nd nd 0,01 nd
15 0,38 nd nd nd 0,30 nd
16 nd nd <LOQ nd <LOQ nd
17 17,54 <LOQ 0,01 nd 14,69 nd
18 nd nd <LOQ nd 0,01 nd
Ovos pg kg™(pu) CLO BIF CIA PER CIP DEL
1 nd <LOQ nd nd nd nd
2 nd 0,01 nd nd nd nd
3 nd 0,01 nd nd nd nd
4 nd nd nd nd nd nd
5 nd nd nd nd <LOQ nd
6 nd nd nd nd nd nd
7 nd nd nd nd nd nd
8 nd 0,01 nd nd nd nd
9 nd 0,02 nd nd <LOQ nd
10 nd <LOQ nd nd 0,51 nd
11 nd 0,02 nd nd nd nd
12 nd 0,02 nd nd 0,36 nd
13 0,28 0,01 nd nd nd nd
14 nd 0,04 nd nd nd nd
15 nd 0,01 <LOQ nd 0,59 nd
16 nd nd 0,03 nd 0,01 nd
17 nd 0,01 nd nd 0,55 nd
18 nd 0,06 0,04 nd <LOQ nd
19 nd 0,01 nd nd 0,01 nd
20 nd 0,01 nd nd nd nd
21 nd 0,01 nd nd 0,01 nd
22 nd 0,01 nd nd 0,94 nd
23 nd 0,02 nd nd 0,01 nd
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Ovos pg kg™(pu) CLO BIF CIA PER CIP DEL
24 nd 0,01 nd nd 0,65 nd
25 nd nd nd nd nd nd
26 nd 0,01 nd nd nd nd
27 nd 0,01 nd nd 1,37 nd

Mdsculo de frango ug kg™(pu) CLO BIF CIA PER CIP DEL
1 nd <LOQ <LOQ nd 0,03 nd
2 nd <LOQ nd nd 0,02 nd
3 0,01 <LOQ nd nd 0,04 nd
4 nd nd <LOQ nd 0,02 nd
5 0,08 0,01 nd nd 0,09 nd
6 nd nd <LOQ nd 0,03 nd
7 nd 0,05 nd nd 0,04 nd
8 nd <LOQ nd nd 0,01 nd
9 nd 0,01 0,02 0,02 0,04 nd
10 nd 0,05 <LOQ nd 0,03 nd
11 nd 0,25 nd nd 0,05 nd
12 nd 0,01 <LOQ nd 0,16 nd
13 nd nd nd nd 0,01 nd
14 0,03 nd <LOQ nd 0,05 nd
15 nd <LOQ nd nd 0,06 nd
16 nd 0,01 0,01 nd 0,01 nd
17 nd 0,01 nd nd 0,02 nd
18 0,03 0,01 nd nd 0,03 nd
19 nd 0,02 nd nd 0,06 nd
20 0,02 <LOQ nd nd 0,04 nd
21 0,03 <LOQ nd nd 0,02 nd
22 0,01 nd nd nd 0,02 nd
23 nd 0,01 nd nd 0,04 nd
24 nd 0,01 nd nd 0,03 nd
25 nd 0,03 nd nd 0,03 nd
26 nd 0,02 nd nd 0,01 nd
27 nd nd nd nd 0,02 nd
28 nd 0,01 nd nd 0,01 nd
29 nd 0,01 nd nd 0,04 nd
30 nd 0,01 <LOQ nd 0,02 nd
31 nd <LOQ nd nd 0,06 0,01
32 nd nd <LOQ nd 0,03 nd
33 nd 0,01 nd nd 0,03 nd
34 0,04 <LOQ nd nd 0,02 nd
35 nd 0,02 nd nd 0,04 nd
36 nd 0,08 <LOQ nd 0,08 nd
37 nd nd nd nd 0,03 nd
38 nd 0,01 nd nd 0,01 nd
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Misculo de frango pg kg™(pu) CLO BIF CIA PER CIP DEL
39 nd 0,01 nd nd nd nd
40 nd 0,14 nd nd 0,09 0,04
41 nd 0,01 <LOQ nd 0,02 nd
42 nd 0,02 0,01 nd 0,03 nd
43 nd 0,02 nd nd <LOQ nd
44 nd 0,01 0,03 nd 0,05 nd
45 nd 0,01 nd nd 0,02 nd
46 nd 0,10 nd nd 0,02 nd
47 nd 0,01 nd nd 0,02 nd
48 nd 0,01 <LOQ nd 0,06 nd
49 nd 0,01 nd nd 0,01 nd
50 nd 0,01 nd nd 0,01 nd
51 nd <LOQ nd nd 0,01 nd
52 nd <LOQ nd nd 0,02 nd
53 nd <LOQ nd nd 0,01 nd

Leite ug L™ CLO BIF CIA PER CIP DEL
1 nd nd 0,01 nd 0,01 nd
2 0,02 nd 0,01 nd 0,11 nd
3 0,03 0,03 <LOQ nd 0,15 nd
4 0,02 0,02 0,02 nd 0,02 nd
5 nd nd 0,01 nd 0,01 nd
6 nd 0,03 0,25 nd 0,06 nd
7 45,67 0,01 <LOQ nd 2,75 nd
8 nd 0,09 0,02 nd 0,03 nd
9 0,06 nd nd nd nd nd
10 0,12 0,01 0,02 nd 0,47 nd
11 2,28 0,11 0,01 nd 0,36 0,02
12 0,04 0,06 <LOQ nd 0,02 nd
13 1,09 0,06 <LOQ nd 0,17 0,01
14 0,01 0,01 0,02 nd 0,02 0,04
15 0,06 0,01 0,01 nd 0,01 nd
16 0,21 0,04 0,15 nd 0,04 nd
17 nd 0,07 0,11 nd nd 0,20
18 0,10 nd nd nd 0,05 nd
19 5,85 nd nd nd 1,61 nd
20 0,83 nd nd nd 1,60 nd
21 0,80 0,07 0,28 nd 0,92 nd
22 0,06 <LOQ 0,01 nd 0,01 nd
23 1,05 0,01 <LOQ nd 1,15 nd
24 1,97 0,01 0,03 nd 0,02 0,05
25 0,07 nd <LOQ nd 0,56 nd
26 0,03 <LOQ 0,01 nd 0,03 nd
27 0,04 0,05 0,01 nd 0,01 nd
28 0,05 <LOQ nd nd 0,10 nd
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Leite pg L™* CLO BIF CIA PER CIP DEL
29 0,10 0,01 0,03 nd 0,15 nd
30 0,01 <LOQ 0,04 nd <LOQ nd
31 0,06 0,01 nd nd <LOQ nd
32 0,05 0,01 nd nd nd nd
33 nd 0,01 0,01 nd 0,01 nd
34 nd 0,05 0,01 nd <LOQ nd
35 nd nd 0,01 nd 0,02 nd
36 0,04 nd nd nd 0,12 nd
37 nd 0,02 0,06 nd 0,24 nd
38 0,10 nd nd nd 0,14 nd

Musculo de peixe pg kg™(pu) CLO BIF CIA PER CIP DEL
1 nd 0,29 nd nd 0,19 nd
2 nd <LOQ nd nd 0,09 nd
3 nd 0,45 0,01 nd 0,14 nd
4 nd 0,34 <LOQ nd 0,19 nd
5 nd 0,01 nd nd 0,11 nd
6 nd 0,15 <LOQ nd 0,01 nd
7 nd nd nd nd 0,03 nd
8 nd 0,66 0,04 nd 0,03 nd
9 nd nd nd nd 0,03 nd
10 nd nd nd nd 0,11 nd
11 nd 0,64 <LOQ nd 0,01 nd

pu — peso Umido
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