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RESUMO

O Brasil € um dos principais produtores e fornecedores mundiais de alimentos.
No entanto, a grande producéo de frutas e vegetais é fortemente relacionada ao
uso excessivo de agrotoxicos, sendo um dos maiores consumidores mundiais de
agrotoxicos. O crescente uso tem gerado problemas devido a contaminagao de
alimentos. Dentre as principais classes de agrotdxicos, se destacam os
organofosforados (OPs) pela sua ampla utilizagao na agricultura e agropecuaria,
sendo efetivos e econdmicos para diversos cultivos. Os OPs sdo amplamente
usados como inseticidas, onde inibem irreversivelmente a enzima
acetilcolinesterase (AChE) no sistema nervoso de insetos levando a paralisia e
morte. Este trabalho objetivou relacionar a contaminacdo de alimentos
vegetais in natura por organofosforados através de revisdo de publicagdes dos
ultimos 20 anos. Para detectar os residuos de OPsem alimentos o
método QUEChERS associado a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa ou a cromatografia liquida-espectrometria de massa
tandem foi o mais difundido e aceito. O Limite Maximo de Residuos (LMR) tem
sido usado como parametro para avaliagdo da contaminacdo de
alimentos. LMRs do Brasil, Estados Unidos e Unido Europeia em amostras de
maca, morango, pimentdo e tomate foram comparados, sendo evidente a
disparidade de valores nas trés regides, com maior aceitacdo da presenca
de OPs ora no Brasil ora nos Estados Unidos. Dentre os alimentos estudados,
pimentdo e morango mostraram maior inconformidade, especialmente
para acefato, clorpirifés, dimetoato, metamidofés e ometoato. Organofosforados
podem ser hepato, neuro, nefro e genotodxicos, carcinogénicos e alterar a
fertilidade e o metabolismo, principalmente em quem esta exposto na agricultura.
Alguns estudos sugerem danos a saude pelo contato de pequenas doses em
longo prazo, mas apesar disso varios OPs foram reclassificados no Brasil como

agentes de menor toxicidade.

Palavras-chave: Agrotoxicos; Organofosforados; LMR; Alimentos



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Consumo de agrotoxicos e afins no Brasil (2000 - 2019)................. 15
Figura 2 — Estrutura quimica de alguns OFs empregados no Brasil.................... 19
Figura 3 — Estrutura quimica geral dos OPS...........ccccoeiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 19
Figura 4 — Reacao de hidrolise da acetilcolina..........cccooeeeeeiiiiiiiiiiiiiie. 22
Figura 5 — Classificagao toxicolégica dos OPs usados no Brasil...................... 39

Figura 6 — Regularidade das Detecc¢des das culturas estudadas...................... 40



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Grupos, subgrupos e exemplos de agrotéxicos utilizados

MUNAIAIMENTE. ... e e 16
Quadro 2 — Classificagao dos tipos de OPS...........coovviiiiiiciiiiieieieeeeeeeeeeee, 20

Quadro 3 — Etapas das principais versdes do método QUEChERS................... 27



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Classificagao toxicologica dos agrotOXiCoS...........uuuurrrrerieiiieeieeeeennnn 18

Tabela 2 — Valores de Ingestao Diaria Aceitavel e Dose de Referéncia Aguda

PArA OPS... . e 24
Tabela 3 — Residuos encontrados em magés (mg.kg') e o LMR (mg.kg™)......32
Tabela 4 — Residuos encontrados em morangos (mg.kg™) e o LMR (mg.kg).34

Tabela 5 — Residuos encontrados em pimentdes (mg.kg') e o LMR (mg.kg

Tabela 6 — Residuos encontrados em tomates (mg.kg') e o LMR (mg.kg™)....36

Tabela 7 — Valores de Ingestdo Diaria Aceitavel Internacional......................... 41



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

ACh - Acetilcolina
AChE - Acetilcolinesterase
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AOAC - Método Oficial da Associagédo de Quimicos Agricolas Oficiais
(Association of Official Agricultural Chemists Official Method)

C18 - Silica-Octadecil
DL50 - Dose Letal Minima para 50% dos individuos
DRIfA - Dose de Referéncia Aguda

D-SPE - Extragdo em Fase Sélida Dispersiva (Dispersive Solid Phase
Extraction)

ECD - Captura de Elétrons (Electron Capture Detector)

EFSA - Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (European Food Safety
Authority)

El - lonizacao de Elétrons (Electron lonization)
ESI - lonizagao por Eletropulverizacao (Electrospray lonization)

FAO - Organizagéo para Alimentos e Agricultura (Food and Agriculture
Organization)

FPD - Detector Fotométrico de Chama (Flame Photometric Detector)
FTD - Detector Termiénico de Chama (Flame Thermionic Detector)
GCB - Negro de Fumo Grafitado (Graphitised Carbon Black)

GC/MS - Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa (Gas
Chromatography—Mass Spectrometry)

GC-MS / MS - Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa Tandem (Gas
Chromatography— Tandem Mass Spectrometry)

GPC - Cromatografia de Permeacéao em Gel (Gel Permeation Chromatography)

HPLC - Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (High Performance Liquid
Chromatography)

I. A. - Ingrediente Ativo

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renoyéveis
IDA - Indice de Ingestao Diaria Aceitavel

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia

ITD - Detector Captura de ions (lon Trap Detector)



10

LC-MS - Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massa (Liquid
Chromatography—Mass Spectrometry,)

LC-MS/MS - Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massa Tandem (Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry)

LMRs - Limite Maximo de Residuos
LOD - Limite de Detecgao (Limit of Detection)
LOQ - Limite de Quantificagao (Limit of Quantification)

LP-GC/MS - Cromatografia Gasosa de Baixa Pressdo — Espectrometria de
Massa (Low-Pressure Gas Chromatography—Mass Spectrometry)

MAE - Extragao Assistida por Micro-ondas (Microwave Assisted Extraction)
MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MSPD - Dispersao da Matriz em Fase Sodlida (Matrix Solid Phase Dispersion)
NPD - Detector de Nitrogénio-Fosforo (Nitrogen Phosphorus Detector)

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

OPs - Organofosforados (Organophosphates)

PARA - Programa de Analise de Residuos de Agrotdxico

PDP - Programa de dados de pesticidas (Pesticide Data Program)

PLE - Extracao de Liquido Pressurizado (Pressurized Liquid Extraction)

PNCRC/VEGETAL - Plano de Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes de Origem Vegetal

PSA - Amina Primaria Secundaria (Primary Secondary Amine)

QUECHhERS - Rapido, Facil, Barato, Eficiente, Robusto e Seguro (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe)

SFE - Extracao de Fluido Supercritico (Supercritical Fluid Extraction)
SPE - Extracdo em Fase Sdlida (Solid Phase Extraction)

SPME - Microextragao em Fase Sdlida (Solid Phase Microextraction)
RSD - Desvio Padrao Relativo (Relative Standard Deviation)

UA-MSPD - Dispersao de Fase Sélida de Matriz Assistida por Ultrassom
(Ultrasound-Assisted Matrix Solid-Phase Dispersion)



12

SUMARIO
(I N 270 510 07X @ 1S 12
2 OBUETIVOS...cccoieee ettt et e e e e e e e e e eeaaeeeeannes 14
3  FUNDAMENTACAO TEORICA .......cooivoeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 15
3.1 Agrotoxicos NO Brasil ...........ccoiiiiiiiiiii e 15
3.2 Classificagao toOXiCOIOGICA .......ccceiiiiieiiiie et e 17
3.3 Agrotoxicos Organofosforados ...........coooeeeoioiieiie e 18
3.3.1  Classificacdo Organofosforados ............cooeeeeeiiiiiiiiieiiie e 19
3.3.2 Agao dos Organofosforados.........cccoeeeieiiieeeeeii e 22
3.4 LIMiItES LeGAIS ... oo 22
3.5 Métodos de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos............... 25
3.5.1 Técnicas de preparo de amostra............cceeeeveeiieeieiiiiiieeeeeeee e 25
3.5.2  Técnicas de analiSe.........coooeiiiiiiiiiiii e 28
3.5.2.1  Cromatografia Gasosa (GC) .......ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 30
3.5.2.2 Cromatografia Liquida (LC).........eveiiiiiieieiccieee e 31
3.6 Contaminagdo de AlIMENTOS ........cooviiiiiiiiiiee e 32
N TR I | = Vo USSP PPPPRRRTRN 32
3.6.2  MOTANGO ... 33
3.6.3  PIMENTA0 ... e 34
3.6.4  TOMALE ... 35
3.7 IMPAactoS @ SAUAE ........oiiiiiiieieeeei e 37
4  CONSIDERAGOES FINAIS......coieeeeeeeeee et 39

5 REFERENCIAS ......cooiiiioietiiet ettt 43



12

1 INTRODUCAO

A crescente demanda por alimentos, com o grande crescimento
populacional no mundo, impulsionou diversos avangos na pesquisa €
desenvolvimento de tecnologias de producg&o agricola (KARAM et al., 2015).
Depois da Segunda Guerra Mundial, houve grande salto tecnoldgico nas
atividades agricolas, como o desenvolvimento de sementes variadas com alto
rendimento e a utilizagdo de insumos quimicos como fertilizantes e agrotdxicos
(GERAGE, 2016). Visando um maior rendimento e menores prejuizos na safra,
0 uso de agrotéxicos acaba sendo parte fundamental do modelo agricola dos
dias de hoje (CHOWDHURY et al., 2013; FERNANDES, 2018).

Os agrotoxicos sao usados antes e depois da colheita, antes para proteger
as safras de doengas de plantas, pragas de insetos e ervas daninhas e depois
para garantir seu alto rendimento (QUIJANO et al., 2016; RAIl et al., 2016;
ZHANG et al.,, 2018). Nas ultimas décadas, foram registradas mundialmente
mais de 100 classes de pesticidas com suas propriedades fisicas e quimicas
distintas (HONG et al., 2016). Dentre as principais classes se encontram os
organoclorados, usados com sucesso no controle de uma série de doengas,
porém ja proibidos ou restringidos em diversos paises desde 1960, os
organofosforados e carbamatos que sdo amplamente utilizados em todo mundo
e os piretroides que tem um alto nivel de eficacia e uma baixa toxicidade em
comparagao com outros inseticidas (AKTAR et al., 2009; JALALI et al., 2011;
TANG et al.,, 2018). Dentre essas classes, se destacam os inseticidas
organofosforados pela sua ampla utilizagdo na agricultura e agropecuaria, sendo
efetivo e econbmico para diversos cultivos (JUAN et al., 2003; PEREZ, et al.,
2009)

Com terras extensas, férteis e clima favoravel para a agricultura, o Brasil
€ um dos principais produtores e fornecedores mundiais de alimentos. No
entanto, a grande produgao de frutas e vegetais é fortemente relacionada ao uso
excessivo de agrotoxicos. De acordo com dados do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), o consumo de
agrotoxicos e afins cresceu em torno de 200.000 toneladas para em torno de

700.000 toneladas, entre os anos de 2000 e 2019, sendo o Brasil um dos maiores
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consumidores de agrotoxicos do mundo (LORENZ et al., 2014; LEMOS et al.,
2015; IBAMA, 2021).

Apesar dos beneficios do uso dos agrotoxicos, seu crescente uso tem
gerado problemas devido a contaminagao do solo, agua e alimentos (PANG et
al., 2006; CHOWDHURY et al., 2014) e, com a exposi¢ao prolongada a essas
substancias, existem muitos riscos associados a saude humana (CARNEIRO et
al., 2012). A contaminacg&o pode ocorrer através da aplicagado de agrotoxicos e
com o consumo através de alimentos contendo residuos de agrotoxicos. No ano
de 2018, os agrotéxicos organofosforados acefato e clorpirifés foram os que
tiveram maiores irregularidades em sua utilizagao, e em 4° lugar no ranking de
detecgbes em alimentos, estavam os organofosforados (ANVISA, 2019).
Estudos apontam que muitos deles atuam como desreguladores endocrinos,
imunotdxicos ou cancerigenos e estado ligados a doengas degenerativas como
Alzheimer e esclerose lateral amiotrofica (BLAIR et al., 2015; KALLIORA et al.,
2018).

Em fungcdo das quantidades de agrotoxicos a que a populagéo esta
exposta, através da alimentagdo, o controle de residuos de agrotoxicos em
alimentos € exigido por lei, em diversos paises, visando garantir a seguranga
alimentar e saude dos consumidores. Por este motivo sdo necessarios métodos
analiticos sensiveis e confiaveis para a determinacao de residuos, controlando
assim a quantidade de residuos contida nos alimentos para que estejam dentro
dos limites legais (GONZALEZ-CURBELO et al., 2015; STACHNIUK e FORNAL,
2016).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar, através de revisao
bibliografica, a presencga de agrotdxicos organofosforados em alimentos vegetais

in natura nos ultimos 20 anos.

2.1 Objetivos especificos
— Apresentar os principais agrotdéxicos organofosforados;
— Comparar os limites legais de agrotéxicos no Brasil com outros paises;
— Apresentar os principais métodos analiticos para determinagdo de
agrotoxicos organofosforados em alimentos;
— Identificar os principais alimentos vegetais que contém residuos de
agrotoxicos organofosforados;

— Relacionar os riscos a saude humana.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Agrotéxicos no Brasil

Segundo a legislagdo brasileira o termo agrotédxico significa:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos
setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composig¢éo da flora
ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos,
bem como as substincias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, 2002).

A utilizagdo dos agrotoxicos no Brasil cresceu substancialmente a partir
de 1990, comparado com outros paises do Mercosul. Ao longo desses anos
ocorreram mudancgas na dimensao da produgao agricola e expansao das areas

cultivadas, sendo este o principal motivo desse crescimento (MORAES, 2019).

O crescimento no consumo em toneladas dos agrotoxicos esta expresso
no grafico da Figura 1, no qual pode ser observado um expressivo aumento
desde o ano 2000 (IBAMA, 2001).

Figura 1. Consumo de agrotéxicos e afins no Brasil (2000 - 2019).

Consumo de agrotéxicos e afins (2000 - 2019)

700.000

600.000

500.000

300.000

200.000

o I I I I I I
0

Fonte: IBAMA, 2021

B
(=3
=3
8
=]

Toneladas de |1A

2001

2002
2003
2005
2007
2010
2011
2012
2013
2014
2015

2016

2017

2018
2019

Os agrotdxicos podem ser classificados, de acordo com a praga a que se
aplicam, como: inseticidas, para o controle de insetos em geral; larvicidas, contra
larvas de insetos; formicidas, contra formigas; acaricidas, no combate acaros;

carrapaticidas, contra carrapatos de animais; nematicidas, no combate a
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nematodides parasitas de plantas, que formam nédulos nas raizes; moluscocidas,
para combate a moluscos; rodenticidas — raticidas, contra roedores em geral;
fungicidas, contra fungos; herbicidas, contra ervas daninhas e outros vegetais
indesejaveis; desfoliantes no combate as folhas e fumigantes, no combate as
bactérias do solo (ALMEIDA et al.,1985; PERES et al., 2003).

Em consideragao a grande variedade de agrotdxicos existentes, o Quadro
1 apresenta os principais tipos utilizados no mundo, seus grupos quimicos e

alguns exemplos.

Quadro 1. Grupos, subgrupos e exemplos de agrotoxicos utilizados

mundialmente.

Grupos Subgrupos Exemplos
Inseticidas Inorgéanicos Fosfato de aluminio
Extratos vegetais Oleos vegetais
Organoclorados Aldrin, DDT, BHC
Organofosforados Paration, Malation
Carbamatos Carbofuran, Aldicarb
Deltametrina,
Piretrdides sintéticos Permetrina
Calda Bordalesa,
Fungicidas Inorgénicos enxofre
Mancozeb, Tiram,
Ditiocarbamatos Metiram
Dinitrofendis Binapacril
Acetato de
Organomercuriais fenilmercurio
Antibidticos Estreptomicina
Trifenil estanico Duter, Brestam
Triforina,
Compostos Formilamina Cloraniformetam
Herbicidas Inorganicos Arsenito de sédio
Bromofenoxim,
Dinitrofendis Dinoseb
CMPP, 2,4-D,
Fenoxiacéticos 2,4,5-T
Carbamatos Profam, Cloroprofam
Dipiridilos Diquat, Paraquat

Dinitroanilinas
Benzonitrilas
Glifosato

Nitralin, Profluralin
Bromoxinil, Diclobenil
Round-up

Desfoliantes

Dipiridilos
Dinitrofendis

Diquat, Paraquat
Dinoseb, DNOC
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Hidrocarbonetos

Fumigantes halogenados Brometo de metila
Geradores de Metilisocianato Dazomet, Metam
- Formaldeidos

Rodenticidas/ Cumatetralil,
Raticidas Hidroxicumarinas Difenacum
Indationas Fenil-metil-pirozolona
Moluscocidas Inorganicos (aquaticos) Sulfato de cobre
Carbamatos (terrestres) Aminocarb, Metiocarb
Hidrocarbonetos
Nematicidas halogenados Dicloropropeno, DD
Diclofention,
Organofosforados Fensulfotion
Acaricidas Organoclorados Dicofol, Tetradifon
Dinocap,
Dinitrofendis Quinometionato

Fonte: PERES et al., 2003.

3.2 Classificag&o toxicoldgica

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) classifica os
agrotoéxicos conforme sua toxicidade do ponto de vista dos seus efeitos agudos.
Para o Ministério da Saude, os produtos sao classificados cm base na DLso,
denominada dose letal em ratos, ministrada na forma oral ou dérmica das
formulagdes liquidas e sdélidas. Para a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a
classificagao toxicoldgica do agrotoxico também & baseada na dose letal minima
(DLso) em ratos. DLso € uma forma de medir o potencial de envenenamento de
curto prazo, onde a quantidade de uma substancia quimica quando administrada
em uma unica dose oral ou dérmica, por mg/kg de peso, das formulacdes
liquidas e solidas, produz a morte de 50% dos animais expostos dentro de 24
horas (CAN, 2014; KARAM et al., 2015; CETESB, 2021). A classificagdo segue
a ordem a seguir (BRASIL, 2019a):

I- Categoria 1 — Produto Extremamente Toxico — faixa vermelha;
II- Categoria 2 — Produto Altamente Toxico — faixa vermelha;
[ll- Categoria 3 — Produto Moderadamente Toxico — faixa amarela;

IV- Categoria 4 — Produto Pouco Toxico — faixa azul,
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V- Categoria 5 — Produto Improvavel de Causar Dano Agudo — faixa azul;
VI- N&o Classificado — Produto N&o Classificado - faixa verde.

Sendo assim, a classificacdo dos produtos conforme a DL50 é mostrada

na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo toxicologica dos agrotoxicos.

Via de
Via de exposicao
exposicao Oral Dérmica
Categoria (mg/kg p.c.) (mg/kg p.c.)
Categoria 1 Extremamente Toxico <5 <50
Categoria 2 Altamente téxico >5-50 >50 - 200
Categoria 3 Mediamente téxico >50 - 300 >200 - 1000
>1000 -
Categoria 4 Pouco téxico >300- 2000 2000
>2000 -

Categoria 5 Improvavel de Causar Dano Agudo >2000 - 5000 5000
N&o

Classificado N&o Classificado > 5000 > 5000
Fonte: BRASIL, 2019a. p.c.= peso corporal.

3.3 Agrotéxicos Organofosforados

Os organofosforados (Organophosphates, OPs) constituem uma grande
classe de produtos quimicos, usados principalmente no controle de pragas. Séo
geralmente os mais toxicos de todos os pesticidas para os vertebrados, mas
devido a sua natureza menos persistente, sdo usados como uma alternativa aos
organoclorados, que persistem no meio ambiente. O uso de cada de tipo OPs
depende do seu custo, da regulamentacdo de cada pais e do clima de cada
regido. Em muitos paises, alguns OPs mais toxicos, como o paration, foram
proibidos ha décadas. No geral, os pesticidas OPs sao responsaveis por cerca
de 38% de todos os pesticidas empregados no mundo (CAN, 2014; KUMAR et
al., 2016; LEMOS et al., 2015; CASTRO et al., 2017). Na figura 2 é possivel

observar as estruturas quimicas de alguns OPs usados no Brasil.
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Figura 2. Estrutura quimica de alguns OPs empregados no Brasil.
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Fonte: ANVISA, 2021

3.3.1 Classificagao Organofosforados

O termo organofosforado € usado como um termo genérico para incluir
todos os compostos organicos que contém fosforo (figura 3). Eles sdo compostos
originados a partir da reac¢ao de alcoois com acido fosférico e contém elementos
como oxigénio, carbono, enxofre ou nitrogénio. Devido a grande variedade de
combinagdes quimicas possiveis, atualmente existem centenas de OPs em uso
(GUPTA, 2006; CAN, 2014; GEORGIADIS et al., 2018; FROTA e
VASCONCELOS, 2019).

Figura 3. Estrutura quimica geral dos OPs.
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Fonte: SOGORB e VILANOVA, 2002
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Normalmente, R' e R? s&do grupos arila ou alquila que estéo ligados ao
atomo de fésforo de uma forma direta (formando fosfinatos) ou através de um
atomo de oxigénio ou enxofre (formando fosfatos ou fosfotioatos). Em outros
casos, R' esta diretamente ligado ao atomo de fésforo e R? esta ligado a um
atomo de oxigénio ou enxofre (formando fosfonatos ou tiofosfonatos). Nos
fosforamidatos, pelo menos um é um grupo amino podendo ser mono- ou bi-
substituido. O atomo com ligagao dupla ao fésforo € o oxigénio ou o enxofre. E
o grupo A pode pertencer a uma ampla gama de grupos halogénio, alifaticos,
aromaticos ou heterociclicos. Ele também pode se ligar ao atomo de fosforo
através de um atomo de oxigénio ou enxofre sendo chamado de grupo de saida,
uma vez que é liberado do atomo de foésforo quando o organofosforado €
hidrolisado por fosfotriesterases. (SOGORB e VILANOVA, 2002).

A complexa classificacdo de OPs é devida as diferentes cadeias laterais
ligadas ao atomo de fésforo e a posigcdo em que essas cadeias laterais estéo
ligadas. Existem pelo menos 13 tipos de OPs que sdo apresentados na Quadro
2 (MARRS, 1993; GUPTA, 2006).

Quadro 2. Classificacdo dos tipos de OPs.

Tipo de OFs Estrutura Quimica Exemplos
Fosfatos IOI Clorfenvinfos
RO—P—OR Diclorvos
|
OR
Fosfonatos DI Triclorfon
l
RD—-—Fl‘—R
OR
Fosfinatos ﬁ Glufosinato
R—T—R
OR
Fosforotioatos (S =) 5 Diazinon
I Fentio
RO—P—OR Paratido

OR
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Fosfonotioatos (S =)

Fosforotioatos
(S- substituidos)

Fosfonotioatos

(S- substituidos)

Fosforoditioatos

Fosforotritioatos

Fosforamidatos

Fosforamidotioatos

Fosforofluoridatos

Fosfonofluoridatos

R5—P—OR or RS—P—SR

OR

0
|l

RS—P—SR

SR

0

Ll
RO—P—N
|

RO
s

R
/

R
R

.2

RO—P—N

LN

OR
0]
RO—P—F

OR

RO—P—F

R

|
OR

or RS—P—N
OR

/
N

R

Leptofos

Demeton-S-metil

VX

Dimetoato

Malathion

Tribufos

Fenamifos

Metamidofds

Fosforofluoridato

de diisopropil

Ciclosarina

Fonte: MARRS, 1993
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3.3.2 Acéo dos Organofosforados

Amplamente usados como inseticidas, eles inibem irreversivelmente a
enzima acetilcolinesterase (AChE) nos sistemas nervosos de vertebrados e de
invertebrados. O principal sitio de acdo dos OPs é o sistema nervoso na jungéo
neuromuscular, interagindo com a AChE, cuja fung&o é catalisar a hidrélise da
acetilcolina (ACh) em acido acético e colina (figura 4) interrompendo a
transmissao dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurdnios colinérgicos dos
sistemas nervosos central e periférico. A AChE € uma enzima regulatéria
responsavel pela transmissdo dos  impulsos  nervosos presente nos
mamiferos e insetos, sendo que sua inibicao, leva a paralisia e morte dos insetos
(SANTOS et al., 2007; GIACOPPO et al.,, 2014; LEMOS et al.,, 2015;
GEORGIADIS et al., 2018).

Figura. 4 Reacéao de hidrdlise da acetilcolina.

H5C CH H.C i
i P 0 AChE L™y +/CH3
/N )K N N
H3C OH
HaC N g CH, /' \—~oH
H5C
Acetilcolina Colina Ac. Acético

Fonte: SANTOS et al., 2007.

3.4 Limites Legais

No Brasil existem dois programas de monitoramento do uso de
agrotoxicos, o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Vegetal (PNCRC/Vegetal), coordenado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e o Programa de Andlise de
Residuos de Agrotdéxicos em Alimentos (PARA), coordenado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (MAPA, 2021; ANVISA, 2021).
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O PNCRC/Vegetal tem como objetivo monitorar a qualidade dos produtos
de origem vegetal produzidos em todo o territério nacional, em relagéo a
ocorréncia de residuos de agrotoxicos e contaminantes quimicos e biolégicos.
Sao monitorados produtos de origem vegetal destinados ao mercado interno e a
exportacdo (MAPA, 2021).

O PARA tem como objetivo avaliar os residuos em alimentos de origem
vegetal, detectando eventuais irregularidades e riscos a saude devido a
exposicao pelo consumo dos vegetais. A avaliagdo consiste em analisar o risco
dietético, resultante da ingestdao de alimentos que contenham residuos de
agrotoxicos. Os parametros estabelecidos sdo a Dose de Referéncia Aguda
(DRfA), a Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) e o Limite Maximo de Residuos (LMR)
descritas a seguir (ANVISA, 2021).

— Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) € um dos parametros utilizados o qual é
definido pela quantidade maxima de agrotéxico que pode ser ingerido por dia,
durante toda a vida, e que n&o cause prejuizos a saude. Essa quantidade de
ingestado diaria permitida € calculada para cada agrotoxico, medida em
miligramas de agrotoxico por quilo de peso corpéreo da pessoa que o ingere
(mg/kg) (ANVISA, 2021).

— Dose de Referéncia Aguda (DRfA) é o parametro de seguranga toxicoldgico
agudo, no qual a quantidade estimada do residuo de agrotdxico que se
encontra nos alimentos pode ser ingerida durante um periodo de 24 horas,
sem causar algum efeito adverso a saude. A DRfA é expressa em miligrama
de residuo por quilograma de peso corporeo (mg/kg p.c.). Sendo a DRfA é
somente para ingredientes ativos que tenham potencial de toxicidade aguda
(ANVISA, 2021).

— Limite Maximo de Residuos (LMR) é a quantidade maxima de residuos de
agrotoxicos ou afins permitida no alimento resultante da aplicagdo em uma
cultura agricola, expresso em miligramas do agrotoxico por quilo do alimento
(mg/Kg). Com fim de estabelecer limites de niveis seguros para os consumos
dos alimentos, os valores do LMR sao definidos por meio de estudos de
residuos que partem da utilizagdo de quantidades minimas de agrotoxicos

com o intuito de atender a eficiéncia agricola necessaria. (ANVISA, 2021).
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Para todo este controle a Anvisa utiliza como referéncia os controles
utilizados no Estados Unidos e na Unidao Europeia. Nos Estados Unidos, existe
o Pesticide Data Program (PDP), no qual € um programa nacional que monitora
residuos de pesticidas e produz o banco de dados de residuos de pesticidas. Na
Unido Europeia o European Food Safety Authority (EFSA) que cuida do
monitoramento dos residuos de agrotéxicos em alimentos (ANVISA, 2021;
USDA, 2021; EFSA, 2021).

As quantidades de IDA s&o encontradas para quase todos os OPs
utilizados no Brasil (Tabela 2), ja as de DRfA sdo encontradas em poucos,

indicando que a maioria dos OPs nao tenha potencial de toxicidade aguda.

Tabela 2. Valores de Ingestao Diaria Aceitavel e Dose de Referéncia Aguda para
OPs.

lLA. IDA DRfA. CLASSE AGRONOMICA

Acefato 0,0012 - INSETICIDA E ACARICIDA

Azametifos - - INSETICIDA

Cadusafés 0,0003 - INSETICIDA E NEMATICIDA
INSETICIDA, FORMICIDA E

Clorpirifés 0,01 0,1 ACARICIDA

Diazinona 0,002 - INSETICIDA E ACARICIDA

Diclorvés - - INSETICIDA

Dimetoato 0,002 - INSETICIDA E ACARICIDA

Etoprofos 0,0004 - NEMATICIDA E INSETICIDA

Fenamifos 0,0008 - NEMATICIDA

Fenitrotiona 0,005 - INSETICIDA E FORMICIDA

Fosmete 0,005 - INSETICIDA E FORMICIDA

Fostiazato - - INSETICIDA E NEMATICIDA

Foxim - - INSETICIDA

Glifosato 0,5 - HERBICIDA

Malationa 0,3 - INSETICIDA E ACARICIDA

Metidationa 0,001 - INSETICIDA E ACARICIDA

Pirimifos-

metilico 0,03 - INSETICIDA E ACARICIDA

Profenofos 0,01 1 INSETICIDA E ACARICIDA

Tebupirinfés 0,0002 - INSETICIDA
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Temefos - - INSETICIDA, LARVICIDA
Terbufés 0,0002 - INSETICIDA E NEMATICIDA

INSETICIDA, ACARICIDA E
Triazofos 0,001 - NEMATICIDA

Fonte: ANVISA, 2021. I. A.= Ingrediente Ativo; IDA (mg/kg p.c); DRfA (mg/kg p.c).

O LMR se refere a concentragcdo maxima de um residuo de pesticida
permitido em um alimento. Para que essa determinagao ocorra é importante que
os residuos encontrados estejam dentro do Limite de Deteccao (Limit of
Detection — LOD) e do Limite de Quantificacéo (Limit of Quantification — LOQ). O
LOD revela a menor concentracdo da substancia estudada que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, ja o LOQ, por outro lado, é a
menor concentragao pela qual o analito pode ser medido com um certo nivel de
confianga (LEMOS et al., 2015; ANVISA, 2019).

3.5 Métodos de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos

3.5.1 Técnicas de preparo de amostra

O primeiro método foi desenvolvido por Mills para a analise de multiplos
residuos por volta de 1960, onde o principal foco era analisar os inseticidas
organoclorados em alimentos ndao gordurosos. Sua extracdo era feita com
acetonitrila e logo ap6s a etapa de particdo era feita com éter de petréleo, um
solvente ndo polar, consequentemente pesticidas polares como
organofosforados eram perdidos no processo (MILLS, 1963 apud
ANASTASSIADES et al., 2003). Um dos principais limitantes na obtencao de
métodos de analise de residuos esta na extracao a partir da amostra, bem como
na sensibilidade da metodologia de detecgdo. Nesse sentido, outros métodos
foram estudados visando aprimorar esses aspectos.

Na década de 1970, novos métodos foram criados, visando cobrir uma
faixa maior de polaridade para extracdo. Esses métodos se diferenciavam do
inicial pois era usada acetona, em vez de acetonitrila para a extragdo, porém

ainda usavam solventes apolares para remover a agua em uma etapa de
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particao liquido-liquido. No método de Luke, o cloreto de sédio foi adicionado
para saturar a fase aquosa durante a etapa de particéo, cuja quantidade teve
efeito direto na faixa de polaridade coberta pelos métodos (LUKE,1975; apud
ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al, 2011). Posteriormente, outro
meétodo utilizou acetato de etila para extragéo, logo apos uma adigédo de sulfato
de sddio anidro, e a purificacdo da amostra por cromatografia de permeagdo em
gel (Gel Permeation Chromatography, GPC) (KRIJGSMAN, 1976 apud DIEZ et
al., 2006).

Na década de 1990, ocorreu um grande desenvolvimento, com varios
novos métodos de extragao visando diminuir o volume de solventes utilizados.
Entres estes métodos, se destacaram a Extracdo em Fase Sélida (Solid Phase
Extraction, SPE), empregada na etapa de purificagdo do extrato para amostras
de alimentos; a Extracdo de Fluido Supercritico (Supercritical Fluid Extraction,
SFE) e a Extragao de Liquido Pressurizado (Pressurized Liquid Extraction, PLE),
que sao técnicas dependentes de instrumentos, que consomem muito tempo
com suas etapas e tem manutencgao cara. Ainda, a Dispersao da Matrizem Fase
Solida (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD), e a Microextragdo em Fase
Solida (Solid Phase Microextraction, SPME), que juntamente com a Extragao por
Fluido Supercritico (SFE), ndo fornecem grande escopo de analitos dentro de
um unico processo. Finalmente, a Extragcdo Assistida por Micro-ondas
(Microwave Assisted Extraction, MAE) e o PLE nao fornecem seletividade
suficiente, apresentam uma boa eficiéncia, mas requerem um grande
investimento. Esses sdao métodos uteis para varias aplicacbes, mas nao sao
muito simples e eficazes para a detecgdo de multiplos residuos
(ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2011; WILKOWSKA e BIZIUK,
2011).

O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe),
desenvolvido em 2003, caracteriza-se como sendo rapido, facil, barato, eficaz,
robusto e seguro. Esta metodologia analitica original combina a extragado de
pesticidas de matrizes de alimentos e purificacido de extrato, o que permite a
extragcdo de compostos alvo de uma amostra homogeneizada em menos de 30
minutos (WILKOWSKA e BIZIUK, 2011; KIM et al., 2019).



27

Neste método original (Quadro 3a) a extragdo ocorre com algum solvente
comum como acetonitrila, acetona, acetato de etila, metanol, que fornecem altas
recuperacgdes, sendo geralmente a acetonitrila mais utilizada. Essa etapa é
seguida pela particdo com adigéo de sais e centrifugagcédo, onde no QUEChERS
original se utiliza o sulfato de magnésio e cloreto de sodio. Apds a centrifugacgéo,
que proporciona uma separagao fisica perfeita das fases, a limpeza e a secagem
residual sdo realizadas simultaneamente utilizando um método proposto junto ao
QUEChERS, chamado de Extracdo em Fase Sélida Dispersiva (Dispersive Solid
Phase Extraction, D-SPE), onde a amostra é adicionada a um frasco contendo
um sorvente como uma amina primaria secundaria (primary secondary amine,
PSA) e um sal como MgSOs4 anidro, entdo a mistura é agitada em um Vortex,
onde se distribui uniformemente, e separada por centrifugagéo ou filtragem,
sendo que uma aliquota do extrato final €& retirada para analise
(ANASTASSIADES et al., 2003; DIEZ et al., 2006; GONZALEZ-CURBELO et al.,
2015; KIM et al., 2019).

Modificagbes do QUEChERS foram desenvolvidas para tornar o
desempenho do método ainda melhor para alguns analitos. Devido a certos
compostos que apresentam problemas de estabilidade e/ou recuperagao de
acordo com o pH da matriz, a adicdo de uma etapa de tamponamento foi a
primeira modificagdo proposta, com o objetivo de melhorar os percentuais de
recuperagdo. O método “QUEChERS acetato” (Quadro 3b), no qual o efeito
tamponante (pH = 4,8) é promovido pela adicdo de acetato de sddio e o método
“QUEChERS citrato” (Quadro 3c), este utiliza uma mistura de citrato de sodio di-
hidratado e hidrogenocitrato sesqui-hidratado como responsaveis pelo efeito
tamponante (PRESTES et al., 2011; GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).

Quadro 3. Etapas das principais versées do método QUEChERS

QUECHhERS Original (a) QUEChERS Acetato (b) QuEChERS Citrato (c)

Extracdo 10 g Amostra + 10 g Amostra + 10 g Amostra +

10 mL Acetonitrila 10 mL Acetonitrila 10 mL Acetonitrila
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Particdo 4 g MgSO4

+

1 g NaCl

6 g MgSO, +
1,5 g Acetato de Sédio

4 g MgSOs + 1 gNaCl
+ 1 g Citrato de Sddio
Diidratado +

0,5 g Hidrogenocitrato
Sesquihidratado

Limpeza 1 mL sobrenadante
+
150 mg MgSO.

+

25 mg PSA

1 mL sobrenadante
+
150 mg MgSO,

+

50 mg PSA

1 mL sobrenadante
+
150 mg MgSO.

+

25 mg PSA

(PRESTES et al., 2011)

Outras modificacbes do QUEChERS foram a adicdo de C18 (silica-
octadecil) junto com o PSA na etapa d-SPE, o qual ajuda a melhorar a limpeza
de algumas amostras, especialmente aquelas que contém lipidios.
Consequentemente, alguns métodos modificados usaram apenas C18 para
remover gorduras, uma vez que o PSA ndo era necessario ou diminuiu as
recuperagdes. O uso do negro de fumo grafitado (graphitised carbon black, GCB)
também foi combinado com PSA para remover co-extrativos de clorofila de
matrizes verdes, resultando em extratos menos coloridos, porém com a reducao
de 25% na recuperacéo de alguns pesticidas (LEHOTAY, 2007; LEHOTAY etal.,

2010; GONZALEZ-CURBELO et al., 2015).

3.5.2 Técnicas de analise

O método oficial da AOAC (Association of Official Agricultural Chemists
Official Method 2007.01) para analise de pesticidas utiliza o QUEChERS
juntamente com a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(Gas chromatography—mass spectrometry, GC-MS) e cromatografia liquida-
espectrometria de massa tandem (liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, LC-MS / MS), mas pode ser muito flexivel e ser usado para LC e
GC com outros detectores (LEHOTAY, 2007).
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Nos ultimos anos, as técnicas cromatografia gasosa (GC), cromatografia
gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) e cromatografia gasosa-
espectrometria de massa tandem (GC-MS / MS), tem sido frequentemente usada
para analise de pesticidas multirresiduos em alimentos devido a sua alta
sensibilidade e seletividade, capacidade de rastrear muitos pesticidas de varias
classes quimicas em matrizes muito complexas em uma unica execucao
(SHARMA et al.,, 2010; STACHNIUK e FORNAL, 2016). A variedade de
detectores sensiveis acoplados a GC, como captura de elétrons (electron
capture detector, ECD), detector termibnico de chama (Flame Thermionic
Detector, FTD), detector de nitrogénio-fésforo (nitrogen phosphorus detector,
NPD), detector captura de ions (ion trap detector, ITD), detector fotométrico de
chama (flame photometric detector, FPD) aprimorou os procedimentos de
detecgdo e quantificagdo do monitoramento de residuos de agrotoxicos em
diferentes matrizes (SHARMA et al., 2010; HIORTH et al., 2011; LORENZ et al.,
2014; REILER et al., 2015).

Embora o GC tenha sido empregado de forma satisfatoria, também é
possivel a utilizagcdo de outros métodos de quantificacdo tradicionais, como
cromatografia liquida de alto desempenho (high performance liquid
chromatography, HPLC), cromatografia liquida-espectrometria de massa (liquid
chromatography—mass spectrometry, LC-MS) e cromatografia gasosa de baixa
pressao - espectrometria de massa (low-pressure gas chromatography—mass
spectrometry, LP-GC / MS) (SHARMA et al., 2010).

A Anvisa no Brasil, utiliza em seus laboratérios credenciados os métodos
de extracdo QUEChERS e um método Mini-Luke modificado. As metodologias
analiticas adotadas pelos laboratdérios, sdo reconhecidas internacionalmente e
sdo validadas, a fim de garantir a confiabilidade dos resultados analiticos. As
amostras sdo analisadas pelo método analitico de multirresiduos, onde é
possivel analisar simultaneamente diferentes componentes ativos de
agrotoxicos em uma mesma amostra, ou metodologias especificas previamente
validadas (ANVISA, 2019).
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3.5.2.1 Cromatografia Gasosa (GC)

Diferentes estudos em todo o mundo adotaram diferentes procedimentos

de extracao para estimativa de OPs usando GC.

Em um estudo realizado por KUMARI e JOHN (2019) estimaram os
residuos do cloripirifds, etiona, malationa, parationa-metilica em frutas e vegetais
(maga, uvas, couve-flor, repolho, ervilhas, batata), através do método
QUEChERS original, utilizando o GC-MS / MS. OS residuos foram analisados
usando CG-MS onde o hélio ultrapuro foi usado como gas de arraste e argonio
como gas de colisdo. O detector que foi usado para detectar residuos de
pesticidas foi o espectrdmetro de massa triplo quadruplo (MS). O LOD variou
entre 0,0011 e 0,012 pug.kg™ e 0 LOQ entre 0,0012 e 0,035 ug.kg™. As taxas de
recuperacao variaram de 94 a 99%, indicando a precisao e reprodutibilidade do
método.

DOS SANTOS et al. (2019) desenvolveram um método utilizando a
disperséo de fase sélida de matriz assistida por ultrassom (ultrasound-assisted
matrix solid-phase dispersion, UA-MSPD), usando areia do mar como suporte
sélido alternativo, para extrair 36 agrotdxicos, incluindo alguns OPs, de amostras
de alface, cenoura, tomate, couve, morango e pimentdo. A analise
cromatografica de 27 pesticidas foi realizada usando o GC-MS. A fonte foi a
ionizagao de elétrons (El). O gas hélio foi usado como gas de arraste. Os LOQ
variaram de 0,005 a 0,5 mg.kg ~'. As recuperagées ficaram entre 60 e 140% com
um desvio padrao relativo (relative standard deviation, RSD) inferior a 20%. O
método desenvolvido mostrou-se robusto e capaz de ser utilizado com diferentes

grupos de matrizes alimentares.

Em um outro estudo, REILER et al. (2015) analisaram tomates para dois
grandes grupos de inseticidas, os organoclorados e os organofosforados. Foi
utilizado o método QUEChERS, com a diferenca na etapa de purificacdo onde
junto ao PSA e ao MgSO:u foi adicionado o carvao ativado. A quantificagdo dos
residuos de pesticidas no extrato final foi realizada em cromatégrafo a gas com
detector termiénico de chama (FTD) e hélio como gas de arraste. Todas as
concentragdes encontradas de OPs estavam acima de 1,00 ug.kg ~' na primeira
analise, sendo que foram feitas analises no dia 3, 6 e 10 apds colheita e todas
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as concentragbes de organofosforados diminuiram significativamente com o

tempo.

3.5.2.2 Cromatografia Liquida (LC)

DOS SANTOS et al. (2019) desenvolveram o método UA-MSPD, usando
areia do mar como suporte solido alternativo, onde 9 dos 36 pesticidas
determinados em amostras de alface, cenoura, tomate, couve, morango e
pimentdo, foram analisados pelo cromatégrafo liquido no modo gradiente de
eluicdo. A fase mével foi uma mistura de agua ultrapura com acido acético 0,1%
e metanol. A composigao inicial de metanol foi 8%, aumentou linearmente para
80% em 6 min, apds 4 min voltou a composicao inicial 8% com o tempo analitico
total sendo 15 min. Para determinacao por LC-MS / MS o modo de operacao
MS/MS foi conduzido usando argdnio como gas de colisdo. Para o acefato, o
Unico OP analisado por LC, o LOQ variou de 0,005 a 0,05 mg.kg™". As taxas de
recuperacao foram de 74 a 108%. Como o RSD foi inferior a 20% o método foi

considerado capaz de ser utilizado com diferentes grupos de alimentos.

Em outro estudo, HUANG et al. (2019) determinaram mais de 100
agrotoxicos em cha verde, incluindo OPs, usando o método QUEChERS
modificado, onde na etapa de particao foi utilizado 4 g de MgSO 4 anidroe 1 g
de CH3COONa, e na limpeza junto ao PSA e ao MgSO4 foram adicionados a
silica C18 e o GCB. Para analise foi usado HPLC-MS/MS, com acetonitrila e
acido formico 0,1% em agua como fase mével a uma taxa de fluxo de 0,3 mL.
min-'. Para a analise de espectrometria de massa em tandem (MS/ MS) equipado
com uma fonte de ionizagao por eletropulverizagao (electrospray ionization, ESI).
Os resultados mostraram que os LODs e LOQs variaram de 0,03 a 15 ug.kg ' e
0,1 a 50 ug.kg ' respectivamente. As recuperagdes para todos os agrotoxicos
estavam na faixa de 62-125%, indicando que o método pode atender aos
requisitos de monitoramento diario para compostos alvo. Os valores de RSD

estavam na faixa de 1,1-17,8% atendendo aos critérios de RSD < 20%.
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3.6 Contaminacao de Alimentos

3.6.1 Maca

Em 2005, no Brasil, foi realizado um estudo que envolvia detectar residuos
de agrotéxicos em magas, e no qual fez uma comparacgao entre os métodos de
preparacao de amostra, que concluiu que a extracdo com fluido supercritico foi
mais eficaz que a extragdo solido—liquido. A técnica GC-ECD foi usada para
quantificacdo, e a analise confirmatéria foi realizado por GC/MS no
monitoramento de ions selecionados. Os residuos dos OPs analisados,
clorpirifés, diazinona, diclorvés e dimetoato estdo apresentados na tabela 6.
(RISSATO et al., 2005).

Um projeto, em 2007 entre cinco paises: Dinamarca, Estbnia, Finlandia,
Noruega e Suécia, teve seu objetivo reunir o maximo de informagdes possiveis
sobre residuos de pesticidas em lavouras importadas da Ameérica do Sul. Neste
estudo foram utilizados diversos métodos de extracdo, sendo um destes o
QUEChERS e para analise foram usados métodos multiplos de GC com
detecgédo de ECD, NPD, ITD, MS ou MS / MS e métodos multiplos de HPLC com
deteccdo de MS / MS. O Brasil foi o pais com mais amostras contendo residuos
acima dos LMRs, entre elas, estava a maca, que continha residuos de dimetoato
e fenitrotiona (Tabela 3) (HJORTH et al., 2011).

Tabela 3. Residuos encontrados em magés (mg.kg™') e o LMR (mg.kg™).

OPs LMR
2005(a) 2007(b) 2010(c) BR USA UE

Clorpirifés 1,25 - 0,15 1,00 0,10 0,01*
Dimetoato 0,91 0,04 0,04 2,00 NP 0,01*
Diazinona 0,53 - - 0,50 0,50 0,01*
Diclorvés 0,10 - 0,05 NE 0,50 0,01*
Fenitrotiona - 0,02 0,05 0,50 NP 0,01*
Malationa - - 0,01 2,00 8,00 0,02

Metidationa - - 0,03 0,02 0,05 0,03
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Parationa-metilica - - 0,03 NP NP 0,01*

Fonte: RISSATO et al., 2005(a); HIORTH et al., 2011(b); ANVISA, 2010 (c); ANVISA, 2021;
USDA, 2021; EFSA, 2021. NP- ndo permitido; NE — ndo empregado; * - Indica limite inferior ao
LOD.

Na tabela 3 € possivel observar que o dimetoato teve uma diminuicdo nas
quantidades de residuo de 2005 a 2007 estabilizando-se dentro do LMR
brasileiro, porém continua acima dos limites preconizados nos USA e UE. O
diclorvés nao é empregado para a cultura de magas, porém foi encontrado nos
anos de 2005 e 2010. Houve uma grande redugéo ao longo dos anos do uso de
clorpirifés e sua ocorréncia em macas, o que também foi observado na india,
porém com concentragdo menor (0,003 mg Kg') que a encontrada no Brasil
(KUMARI e JOHN, 2019). Embora apenas a malationa seja aprovada na UE,
todos tem uma quantidade de residuos detectados dentro do LMR, onde a
maioria indica o limite inferior ao LOD. Em comparagao aos EUA apenas o
clorpirifés foi encontrado em quantidades acima do LMR, sendo que dimetoato,
fenitrotiona e parationa-metilica estariam irregulares pois ndo sao permitidos.
(USDA, 2021; EFSA, 2021).

3.6.2 Morango

No ano de 2010, no Brasil, o relatorio do PARA analisou diversas culturas,
onde um grande numero de OPs foi encontrado, umas destas foi a do morango
onde continha residuos de acefato, clorpirifés, dimetoato, fosmete, metamidofés,
metil parationa e profenofés (tabela 4) (ANVISA, 2010).

No relatério do PNCRC/Vegetal, foram encontradas irregularidades de
residuos de OPs. As analises utilizadas pelo PNCRC/Vegetal, sdo realizadas
pelos laboratérios oficiais do MAPA, ou por laboratdrios credenciados pelo
Ministério, para os quais s&o exigidos de todos os seus integrantes a acreditacao
do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) pela
Norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 (BRASIL, 2019c).

Em outro estudo mais recente também foram encontradas quantidades de

clorpirifés e dimetoato (tabela 4). Nesse estudo foi utilizada a dispers&o de fase
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sélida de matriz assistida por ultrassom (UA-MSPD) com determinagao por GC-
MS e LC-MS / MS. (DOS SANTOS et al., 2019).

Tabela 4. Residuos encontrados em morangos (mg.kg™') e o LMR (mg.kg™").

OPs LMR
2010a 2015b 2017¢c BR EUA UE
Acefato 0,09 - - NE 0,02 0,01*
Clorpirifés 0,02 0,55 0,02 NE 0,20 0,01*
Dimetoato 0,07 - 0,06 NE NP 0,01*
Fosmete 0,08 - - NE NP 0,05
Metamidofos 0,94 0,69 - NP 0,02 0,01*
Parationa-metilica 0,02 - - NP NP 0,01*
Profenofos 0,05 0,03 - NE NP 0,01*

Fonte: ANVISA, 2010 (a); BRASIL, 2019b (b); DOS SANTOS et al., 2019 (c); ANVISA, 2019;
ANVISA, 2021; USDA, 2021; EFSA, 2021. NP- ndo permitido; NE — ndo empregado; * - Indica

limite inferior ao LOD.

No Brasil para a cultura de morango so6 é permitida a malationa, entretanto
em todos os estudos sédo encontrados varios outros OPs como o metamidofés
proibido desde 2011, e parationa-metilica, proibida desde 2015. Visto que o
metamidofds € o principal produto de degradagédo do acefato, a amostra pode
ser considerada irregular se o somatorio dos residuos de acefato e metamidofés
for superior ao LMR estabelecido para o acefato na cultura. Sendo assim é visivel
diversas irregularidades no morango ao longo dos anos. A maioria desses OPs
nao sado aprovados na UE, exceto pelo fosmete. Ja nos EUA metade sédo
proibidos, os quais sdo acefato, clorpirifés e metamidofés (BRASIL, 2019b;
ANVISA, 2021; USDA, 2021; EFSA, 2021).

3.6.3 Pimentao

Outra cultura listada no relatério do PARA de 2010 foi a do pimentéo, o
qual apresentou diversas irregularidades que incluia a utilizagado de OPs que néo

sdo permitidos para a cultura (tabela 5). O relatério do PNCRC/Vegetal e o0 mais
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recente do PARA também demonstra as mesmas irregularidades com OPs
encontrados (BRASIL, 2019b; ANVISA, 2010; ANVISA, 2019).

Tabela 5. Residuos encontrados em pimentdes (mg.kg™) e o LMR (mg.kg™).

OPs LMR
2010(a) 2015(b) 2018(c) BR EUA UE

Acefato 1,80 - 2,23 NE 4,00 0,01*
Clorpirifés 0,70 - 0,14 NE 1,00 0,01*
Diclérvos - - 0,02 NE 0,50 0,01*
Dimetoato 0,53 - 0,18 NE 2,00 0,01*
Fenitrotiona <LOQ - - NE NP 0,01*
Metamidofos 0,62 0,24 - NP 1,00 0,01*
Profenofés 2,72 1,68 2,98 NE NP 0,01*
Triazofos 0,09 - - NE NP 0,01*

Fonte: ANVISA, 2010 (a); BRASIL, 2019b (b); ANVISA, 2019 (c); ANVISA, 2021; USDA, 2021;
EFSA, 2021. <LOQ - menor que o LOQ; NP- ndo permitido; NE — ndo empregado; * - Indica limite

inferior ao LOD.

Visto que o acefato foi o que apresentou o maior percentual de deteccdes
irregulares, seguido pelo clorpirifés, no ultimo relatério do PARA, ja era esperado
encontrar esse tipo de irregularidade (ANVISA, 2021). Dentre os OPs da tabela
8, nenhum é empregado no cultivo do pimentdo, e nenhum é aprovado na UE.
Comparando com o LMR dos EUA, a maioria deles estaria de acordo, estando
inclusive abaixo do permitido. Embora o uso do clorpirifés no Brasil ndo deva
ocorrer no cultivo do pimentao, foram detectados residuos deste OP no pimentao
e em uma quantidade superior do encontrado em um estudo na China (0,082
mg.kg™), o qual utilizou um método semelhante ao QUEChERS junto a GC-MS
(CHU et al., 2019).

3.6.4 Tomate

O mesmo estudo de 2005 feito com macgas citado anteriormente, também
analisou tomates, onde foram encontrados residuos de OPs. No relatério do

PARA de 2010 e 2018 também foram encontradas irregularidades com o uso de
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OPs nao permitidos e ndo empregados para essa cultura (tabela 6). O mesmo
estudo citado anteriormente que utilizou a UA-MSPD com determinagao por GC-
MS e LC —-MS/MS, também detectou acefato em tomates (RISSATO et al., 2005;
ANVISA, 2010; ANVISA, 2019; DOS SANTOS et al., 2019)

Tabela 6. Residuos encontrados em tomates (mg.kg™') e o LMR (mg.kg™").

OPs LMR

2005(a) 2010(b) 2017(c) 2018(d) BR EUA UE
Acefato - 0,29 0,45 0,85 0,02 0,02 0,01*
Clorpirifés 0,95 0,70 - 0,16 0,50 0,01 0,01*
Dimetoato 0,89 0,06 - - 1,00 2,00 0,01*
Diclorvés - 0,23 - 0,64 NE 0,05 0,01*
Fentoato - 0,01 - - NP NP NP
Metamidofos - 0,32 - - NP 2,00 0,01*
Ometoato - - - 0,20 NP 2,00 0,01*
Profenofés - 0,09 - 0,07 1,00 NP 10
Triazofés - 0,17 - - 0,50 NP 0,01*

Fonte: RISSATO et al., 2005(a); ANVISA, 2010 (b); DOS SANTOS et al., 2019 (c); ANVISA,
2019 (d); ANVISA, 2021; USDA, 2021; EFSA, 2021. NP- nao permitido; NE — ndo empregado; *
- Indica limite inferior ao LOD.

O acefato também foi uma das irregularidades, encontradas em tomates,
visto que ele se apresentou em quantidade maior do que o LMR. Para o
clorpirifés pode se observar uma diminuicao da quantidade ao longo dos anos,
considerado ja satisfatorio no ultimo registro em 2018 (tabela 6). O ingrediente
ativo ometoato, detectado no ultimo relatério do PARA, n&o é permitido no Brasil,
no entanto, o ometoato € metabdlito do dimetoato, agrotoxico autorizado para
cultura de tomate. Outra irregularidade foi a presenca de diclorvds que nao é
permitida para cultura (ANVISA, 2019). Embora a maioria dos OPs (tabela 6)
sejam aprovados nos EUA, eles nao estariam em conformidade pelo LMR, ja na
UE nenhum deles é aprovado (USDA, 2021; EFSA, 2021).
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3.7 Impactos a saude

Todos os OPs apresentam um risco potencial a saude, pois podem ser
ingeridos nos alimentos ou mesmo na agua potavel, inalados ou absorvidos por
via transdérmica. Os OPs inibem irreversivelmente a acetilcolinesterase (AChE),
resultando no acumulo de acetilcolina (ACh) na placa terminal com um resultado
de despolarizagdo persistente. Sendo assim a transmissdao do sinal
neuromuscular é prejudicada. Os efeitos dos OPs sao categorizados como
agudos, retardados e de longo prazo, dependendo do momento de sua
apresentacao. Devido ao aumento da infiltracdo de pesticidas em nosso meio
ambiente, a exposicdo humana a tais compostos tornou-se quase inevitavel, ndo
apenas nos paises em desenvolvimento, onde as praticas agricolas ainda
dependem amplamente de pesticidas, mas também em paises desenvolvidos
onde os pesticidas sao usados com mais frequéncia para fins de saude publica.
Produtos alimenticios e agua geralmente estdo contaminados com pesticidas
(GEORGIADIS et al., 2018).

A toxicidade aguda dos OPs pode se tornar aparente com sintomas como
salivagédo, lacrimejamento, micgdo, defecagcdo, desconforto gastrointestinal,
aumento da sudorese, arritmia, dor de cabeca, inquietacao, confusao, tremor,
caibras, resultados de convulsbes e morte devido a parada respiratoria ou
cardiaca. A neurotoxicidade retardada, apresenta-se com caibras, ataxia e
fraqueza dos membros que se manifestam em 10 a 14 dias apds a exposicao
devido a fosforilagdo e desalquilagdo de uma enzima chamada neuropatica.
(MUNOZ-QUEZADA et al., 2013; GEORGIADIS et al., 2018).

Diversos estudos fornecem evidéncias de que a exposi¢cdo aos OPs € um
fator de risco para o neurodesenvolvimento deficiente, principalmente de
exposicdes pré-natais (MUNOZ-QUEZADA et al., 2013). O leite materno
contaminado devido a exposicdo materna revelou deficiéncias imunologicas
pronunciadas e aumento do risco de infec¢des, principalmente meningite e
infeccbes do ouvido interno (KALLIORA et al., 2018).

Os OPs malationa e diazinona sao classificados como provavelmente

carcinogénicos para humanos. As exposi¢gdes ocupacionais a malationa e
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diazinona relatam associa¢gdes com o linfoma n&o-Hodgkin, um risco aumentado
de leucemia e cancer de prostata. Em ratos, a malationa aumentou o carcinoma
de tireoide, carcinoma hepatocelular e adenocarcinoma de glandula mamaria
(FRITSCHI et al., 2015). A exposicéo prolongada de coelhos a diazinona causou
lesbes histopatoldgicas (inflamagao focal e fibrose) nos rins e no figado, estresse
oxidativo e efeitos genotdxicos induzidos com dano oxidativo ao DNA
(TSITSIMPIKOU et al., 2013).

Ainda sao limitados os estudos sobre a toxicidade a exposi¢céo crdnica do
acefato. Ja é conhecido que pode causar processos metabolicos perturbados em
ratos, incluindo os da glicose, acidos nucléicos e de proteinas. Em ratos machos,
a toxicidade cronica esta associada a diminuicdo da contagem de
espermatozoides (RAJAK et al., 2018). A exposi¢cao gestacional de ratos ao
acefato sugeriu a predisposi¢ao da prole ao diabetes tipo 2 e dislipidemia durante
a idade adulta (RIBEIRO et al., 2016). Outro OP associado a alteragdes da
glicose no sangue é o clorpirifés, onde a maioria dos estudos com ratos expostos
a baixas doses relatam hiperglicemia, porém a exposicdo a altas doses de
clorpirifés também pode reduzir os niveis de glicose no sangue dando o impacto
da hipoglicemia que pode estar relacionado ao disturbio da fungcdo hepatica,
resultando em hepatotoxicidade (FARKHONDEH et al., 2020).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A classificagao toxicoldgica dos OPs no Brasil (Figura 5) sofreu inumeras
mudancas em 2019, onde diversos OPs antes classificados como extremamente
téxicos ou altamente téxicos foram realocados. Na classificagdo mais atual ja
estdo incluidos em uma categoria de mais baixa toxicidade (BRASIL, 2019c). Os
parametros desta reavaliagdo envolvem mudangas na rotulagem das
embalagens dos agrotéxicos, onde visam a identificacdo de perigos a vida e a
saude humana. Esse fato suscita inumeras duvidas quanto a necessidade
destas alteragbes e suas causas, uma vez que essa tendéncia nao foi
encontrada em registros ou normas para o restante do mundo no mesmo
periodo. Ainda assim, mais de 40% dos OPs ainda seguem classificados como

altamente ou extremamente téxicos.

Figura 5. Classificagao toxicologica dos OPs usados no Brasil.

Classficiagao dos OPs usados no Brasil

M Categoria 1 - Extremamente
Toxico

M Categoria 2 - Altamente tdxico
Categoria 3 - Mediamente toxico

M Categoria 4 - Pouco toxico

M Categoria 5 - Improvavel de Causar

Dano Agudo

m Nao classificado

Fonte: BRASIL, 2019c; ANVISA, 2021.

Para os métodos analiticos, apesar dos varios procedimentos de extracao
foi possivel observar que o uso do método QUEChERS ja esta bem difundido,
seja na versao original ou modificada, sendo ele bastante flexivel em suas
etapas. Embora o uso da cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massa seja mais frequente no que diz respeito a detecgao de organofosforados,
tanto esta cromatografia quanto a cromatografia liquida associada a

espectrometria de massa sao eficientes para a quantificagao, com flexibilidade
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no uso de diferentes detectores e fontes de ionizagdo. Ambas tém uma alta
sensibilidade e seletividade, sendo capazes de rastrear multiplos residuos de

agrotoxicos de varias classes quimicas em uma unica execugao.

Para os alimentos estudados, € possivel observar (Figura 6) que o
morango e o pimentdo foram os que tiveram maiores irregularidades, seja por
OPs proibidos, seja por uso indevido de OPs em ambas as culturas ou ainda por
estar acima do LMR, como é o caso do pimentdo. A magé foi o alimento mais
satisfatorio aos longos dos anos dentre os citados, onde a maioria de suas
detecgbes estavam regulares. Ja o tomate embora tendo resultados satisfatorios

em seus residuos, mostrou a maioria das detecgdes como irregulares.

Figura 6. Regularidade das Deteccdes das culturas estudadas.

Regularidade das Detecgdes

14
12

10

Maga Morango Pimentao Tomate

W Regular Irregular> LMR Irregular NE Irregular NP

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

O acefato foi o OP mais irregular dentre as culturas estudas, o qual foi
usado em excesso no tomate e indevidamente no morango e pimentao, seguido
pelo clorpirifés e dimetoato que também tiveram seu uso indevido. O
metamidofds e ometoato apareceram de forma irregular por serem proibidos no
Brasil, mas como s&o provenientes do acefato e dimetoato respectivamente,
resultam em algumas detecgbes fora de conformidade. E importante que se
destaque que, eventualmente, os residuos detectados nao necessariamente sao
provenientes apenas do uso deliberado de agrotoxicos, podendo ser também

resultantes de contaminagdées ambientais.
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Como nao foi possivel detectar um padrao na diminui¢cado dos residuos de
OPs aos longos dos anos e, contrariamente, inclusive em alguns casos houve
aumento nas quantidades encontradas, fica clara a necessidade de maior
fiscalizacdo dos poderes publicos. Além disso, a padronizagao das informacgdes
publicas sobre a contaminagao dos alimentos também se mostrou necessaria, ja
que ha uma grande diferenga nos relatérios ao longo dos anos quanto a forma
como sao apresentados os resultados, dificultando assim uma comparacao

adequada.

O Codex Alimentarius € um programa conjunto da FAO (Food and
Agriculture Organization) e OMS (Organizagdo Mundial da Saude), que visa as
praticas de seguranga alimentar internacionais (CODEX ALIMENTARIUS, 2021).
Observando os padrées de IDA segundo o Codex Alimentarius (Tabela 7), é
perceptivel que sdo muito préximos dos valores registrados no Brasil (Tabela 2).
Visto que os valores de IDA devem obviamente ser semelhantes, pois a ingestao
aceitavel de agrotoxicos deve ser a mesma indiferente do pais de origem, por
questdes de saude. O IDA estima a quantidade diaria que pode ser consumida
ao longo da vida sem um risco para a saude do consumidor € é o parametro
fundamental para a determinacéo dos limites maximos de residuos (LMRs),
sendo assim n&o fica claro como pode haver tanta disparidade entre os valores
do LMR entre as trés regides estudadas, sejam Brasil, Estados Unidos (EUA) e
Uniao Europeia (UE). Em alguns casos, quando o OP é permitido para a cultura,
o LMR do Brasil acaba sendo maior que dos EUA. Entretanto os EUA permitem
uma maior utilizagdo de OPs na maioria das culturas, tendo um LMR para cada
um, frequentemente muito superior ao do Brasil. Ja a UE apresenta LMR para
todos os OPs em quantidades muito inferiores, menores que o LOD, sendo que

a maioria dos OPs nao sao aprovados.

Tabela 7. Valores de Ingestao Diaria Aceitavel Internacional

I.A IDA (mg/kg p.c)

Acefato 0,03
Clorpirifés 0,01
Diazinona 0,005

Dimetoato 0,002
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Malationa 0,3
Profenofés 0,03
Triazofds 0,001

Fonte: CODEX ALIMENTARIUS, 2021.

Outro fator limitante em relagdo ao IDA é o fato de que ele ndo estima
esses agrotoxicos usados indevidamente em diferentes culturas, sugerindo um
aumento da ingestdo de certos residuos, podendo assim afetar a seguranga

alimentar, contribuindo para o dilema entre saude publica e protegcao de cultivos.

Os impactos relacionados a saude ainda nao sio claros para os
consumidores, apenas os efeitos agudos e cronicos para os agricultores ja sdo
bem conhecidos. Dentre deles destacam-se os efeitos hepatdxicos, nefrotdxicos,
neurotdxicos, genotodxicos, e a influéncia na fertilidade e metabolismo, bem como
inducao de estresse oxidativo, com decorrente carcinogénese. Entretanto, a fim
de conhecer os efeitos a longo prazo para quem consome tais alimentos, ainda
sdo necessarios estudos adicionais quanto aos prejuizos potenciais a saude com
o uso de organofosforados, especialmente considerando o efeito acumulativo
pela ingestdo de maior diversidade de alimentos in natura e derivados por um

mesmo individuo.
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