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RESUMO

Dados recentes de literatura tém demonstrado um aumento expressivo nas
contaminac@es acidentais em alimentos, decorrentes de residuos encontrados em
alimentos, ou seja, pesticidas, residuos provenientes de medicamentos
veterinarios, metais pesados presentes no ambiente e micotoxinas. Estes chegam
nos alimentos através de ecossistemas ambientais e podem causar cancer. Devido
ao alto perfil de consumo, um dos alvos € o leite, 0o qual pode sofrer
contaminagdo por compostos persistentes como pesticidas organoclorados
(OCPs) e bifenilas policloradas (PCBs) através de pastos, racGes e produtos
veterinarios. Portanto existe a necessidade de monitoramento em relacdo a
presenca e quantidade destas substancias nos alimentos que passa a ser um
desafio analitico. Para deteccdo e quantificacdo destes contaminantes €
necessario o desenvolvimento de técnicas analiticas que apresentem sensibilidade
e especificidade adequadas. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica baseado no preparo das
amostras seguindo o método de QUEChERS e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em tandem (GC-MS/MS) para quantificacdo de OCPs
e PCBs. O método de QUEChERS mostrou ser eficiente e pratico na extracdo dos
analitos, possibilitando a extracdo e clean-up de varias amostras ao mesmo
tempo. A validagdo foi realizada e os parametros avaliados foram especificidade,
linearidade, repetibilidade, recuperacédo, precisdo intermediaria, exatiddo, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, limite de decisdo (CCa) e capacidade de
deteccdo (CCP), segundo 2002/657 / EC e SANCO 2009. Resultados
satisfatorios foram obtidos para Aldrin, Mirex, PP-DDE, PCB101, PCB 138,
PCB 153 e PCB 180. O método desenvolvido foi testado para 20 amostras reais
de leite proveniente do Servi¢co de Inspecdo Federal, e nenhum residuo foi
detectado. Com a metodologia desenvolvida e validada foi possivel realizar a

quantificacdo dos compostos de interesse em leite cru, tendo como objetivo



principal a utilizacdo nas ac¢6es de controle oficial do Plano Nacional de Controle

de Residuos e Contaminantes (PNCRC).

Palavras-chave: contaminagOes alimentares, leite, deteccdo, GC-MS/MS,

fiscalizacdo, validacéo.



ABSTRACT

Development and Validation of Analytical Methodology for Determination
of Organochlorine Pesticides (OCPs) and Polychlorinated Biphenyls (PCBs)

in raw milk

Recent literature has shown a significant increase in accidental contamination in
food, resulting from residues such as pesticides, residues from veterinary drugs,
heavy metals present in the environment and mycotoxins. These arrive in food
through environmental ecosystems and can cause cancer. Due to the high
consumption profile, one of the targets is milk, which can be contaminated by
persistent compounds such as OCPs (organochlorine pesticides) and PCBs
(polychlorinated biphenyls) through pasture, feed and veterinary products.
Therefore, there is a need to monitor the presence and quantity of these
substances in food, which becomes an analytical challenge. For the detection and
quantification of these contaminants it is necessary to develop analytical
techniques that have adequate sensitivity and specificicity. Thus, the objective of
this work was the development and validation of an analytical methodology
based on gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry (GC-
MS/MS) for quantification of OCPs and PCBs with sample preparation following
the QUEChERS method. The QUEChERS method showed to be efficient and
practical in the extraction of the analytes, allowing the extraction and clean-up of
several samples at the same time. The validation was performed and the
parameters evaluated were specificity, linearity, repeatability, recovery,
intermediate precision, accuracy, detection limit, limit of quantification and limit
of decision (CCa) according to 2002/657 / EC and SANCO 2009. Satisfactory
results were obtained for Aldrin, Mirex, PP-DDE, PCB101, PCB 138, PCB 153
and PCB 180. The developed method was tested for 20 actual samples of milk
from the Federal Inspection Service, and no residue was detected. With the

methodology developed and validated, it was possible to quantify the compounds



of interest in raw milk, with the main objective being the use in official control

measures of the National Plan for the Control of Residues and Contaminants
(PNCRC).

Keywords: food contamination, milk, detection, GC-MS/MS, inspection,
validation.
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INTRODUCAO

As projecGes demonstram que a producdo de leite no Brasil deve crescer
em 2018, com uma estimativa entre 2,1% e 3% anualmente para 0s proximos 10
anos. Porém a crise de 2017 desestimulou esta taxa de crescimento, com a
diminuicdo dos investimentos na producdo leiteira, comprometendo assim a
qualidade e volume de producéo de leite. Observa-se ainda que a produgéo de
leite mundial em 2018 deve exercer um aumento em relacdo ao ano anterior,

devido a alta dos precgos dos produtos lacteos (ZEN et al 2018).

A utilizacdo de pesticidas organoclorados originou uma estabilizacdo para
a agricultura, trazendo grandes beneficios para a produgdo agricola. Em
contrapartida, os problemas causados por estas substancias, resultaram em efeitos
nocivos ao meio ambiente e a populacdo humana, que consomem alimentos de
origem vegetal e animal. Entre as principais doencas que podem ser provocadas
por essas substancias destaca-se o cancer. Os organoclorados afetam o material
genético e podem alterar o perfil da expressdo génica. Eles se depositam nos
tecidos adiposos, possuem uma meia-vida longa e sua degradacéo é lenta (CHAO
et al, 2006). Desordens reprodutivas, doencas como Parkinson, Alzheimer,
diabetes, doencas cardiovasculares, doencas respiratorias crénicas como a asma
podem advir da exposicdo ou ingesta de organoclorados na dieta (GEORGE &
SHUKLA, 2011, MOSTAFALOU & ABDLLAHI, 2013).

Os PCBs foram utilizados em equipamentos, 6leos, plasticos na inddstria e
em 1977 foram proibidos nos Estados Unidos. No Brasil a proibi¢do ocorreu em
1981. Estudos comprovam que ainda existe a presenca de PCBs em
equipamentos antigos, o que facilita as contaminagdes. A toxidade destes
compostos afeta o sistema neuroldgico, imunologico e endocrino (MOHR &
COSTABEBER, 2012).

Nos Estados Unidos os organoclorados tiveram uso aumentado nos anos

de 1960 a 1980, quando o organoclorado DDT foi usado para prevenir doencas
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INTRODUCAO

como a maléria, dengue e leishmaniose. O organoclorado lindano foi utilizado

para matar piolhos nas cabecas das criangcas (BENBROOK, 2002).

A contaminacdo de pesticidas no leite pode decorrer da contaminacgéo de
pastos, racdes, cereais, domissanitarios em currais e locais de producéo leiteira,
ambientes aquaticos e também produtos veterinarios utilizados nos animais.
Desta forma, o0 risco de exposicdo a este tipo de compostos torna-se bastante
elevada (KAN & MEIJER, 2007).

Para garantir a protecdo do consumidor quanto a seguranca alimentar, um
controle por parte das agéncias regulatérias se faz necessario. Dessa forma, o
Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA) realiza este controle de
residuos em alimentos através do Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), que tem por objetivo monitorar a exposi¢do da
populacdo aos residuos, e controlar os niveis destas substancias em alimentos e
medicamentos veterinarios (BRASIL, 1999, JANK et al 2017).

Considerando que existem poucas publicaces com métodos analiticos
que possam ser Uteis no monitoramento (triagem e confirmacédo) da presenca de
pesticidas em leite, o presente trabalho destina-se ao desenvolvimento de um
método multirresiduo capaz de determinar no leite cru, simultaneamente, um
grupo de 17 compostos organoclorados, incluindo bifenilas policloradas. O
método desenvolvido contempla o0s valores méaximos de residuos
regulamentados, visando a utilizacdo do mesmo no &mbito do Plano Nacional de

Controle de Residuos e Contaminantes.

Estudos recentes destacam que o que até agora vem sendo estudado em
termos de metodologia na investigagdo de contaminantes em alimentos séo a
extracdo em fase sOlida e cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia na
determinacdo de micotoxinas em leite, a técnica extracdo de QUEChERS
modificada e posterior detec¢do por captura de micro elétrons por cromatografia

gasosa (GC- pECD) na investigacdo de Endrina e Gama-Ceto Endrina em

26



INTRODUCAO

produtos alimenticios de origem animal, como porco, frango, ovo e leite. Ainda se
pode citar a técnica de cromatografia liquida combinada com a espectrometria de
massas na pesquisa de N-(3-aminopropil) -N-dodecilpropano-1,3-diamina em produtos
lacteos e pesticidas em cha (SHIDA et al, 2018; SLIMANY et al, 2018; RAHMAN et
al, 2018).

27
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

eDesenvolver e validar método para deteccdo e determinagdo quantitativa
de organoclorados (Aldrin, Dieldrin, Dodecacloro (Mirex), Heptacloro,
Heptacloroepoxido, Hexaclorobenzeno, Alfa-HCH, Gama-HCH, Trans-
Clordane, PP-DDT, PP-DDE, OP-DDT) e bifenilas policloradas (PCB101,
PCB 118, PCB138, PCB153 e PCB180) em leite cru.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver protocolo de preparo de amostras para extracdo empregando
0 método de QUEChERS.

e Desenvolver e validar método analitico para deteccdo de organoclorados e
bifenilas policloradas em leite cru empregando a técnica GC-MS/MS.
eAplicar a metodologia desenvolvida em amostras reais, e avaliar a

presenca dos analitos.
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REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3.1 Leite

O Brasil produziu 35,17 bilhGes de litros de leite no ano de 2014, que
corresponde a uma elevagdo de 2,7% em comparagdo com 0 ano anterior. E a
Regido Sul foi a regido que mais produziu leite no presente ano, desde que
comecaram as pesquisas pelo IBGE. Dados coletados pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos demonstraram que o Brasil se destaca pela
quinta posi¢do no ranking mundial de producéo do leite no ano de 2014, tomando
uma posicdo superior em relacdo a Unido Europeia, India, Estados Unidos e
China. (DAIRY, 2015, IBGE, 2014). Ja nos anos de 2015 e 2016 a producéo
leiteira no Brasil sofreu um crescente declinio, proveniente de crises financeiras
no pais, que acarretou quedas nas atividades industriais. Em 2017 registrou-se

uma recuperagéo, com a producdo de 34,5 bilhdes de litros. (BRASIL, 2017)

Em todas as partes do mundo o leite é consumido, tanto na sua forma
liquida como na forma de seus mais diversos derivados. O leite é composto por
varias substancias, sua principal funcdo € servir como alimento fornecendo
nutrientes. Ainda, o leite permite um amplo processamento industrial para
diferentes produtos na alimentagdo humana. A preparagdo dos diferentes
produtos lacteos depende das composicdes fisico-quimicas do leite (MOTTA, et
al., 2014).

3.2 Contaminacdes alimentares

Pesquisas demonstram que os desfechos negativos em termos de saude
publica decorrentes de contaminagdes em alimentos vém sofrendo um crescente
aumento em todo mundo, causando, riscos para a saude da populacdo e impacto
na economia. Os métodos analiticos de deteccdo adequados em termos de
especificidade e sensibilidade sdo imprescindiveis para 0 monitoramento e
controle dos niveis de exposicdo a substancias nocivas a salde da populacdo
(MOORE et al., 2012).
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A seguranca dos alimentos é uma questdo que esta cada vez mais sendo
observada pelos consumidores, pois existem riscos sendo identificados e que
podem ser veiculados nos alimentos de origem animal, 0 que compromete a
salde da populacdo. Estudos apontam que as contaminacGes dos alimentos por
agrotoxicos, ainda sdo vistas pela populagdo como um risco invisivel, pois seus
efeitos somente sdo observados em longo prazo. Assim, um controle por parte
das agéncias regulatorias se faz necessario para garantir a seguranca dos
consumidores (GALINDO & PORTILHO, 2015, VIEIRA, 2009).

Na Europa a Autoridade Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA)
assegura a seguranca alimentar conduzindo estudos cientificos e realizando o
monitoramento em politicas pablicas. Como exemplo da atuacdo deste 6rgdo na
seguranca alimentar se pode citar o estudo de avaliacdo de risco de pesticidas em
mel de abelha, onde se avaliou os riscos de exposi¢édo, caracterizacdo do risco e

perigos relacionados a ecossistemas ambientais (RORTAIS et al, 2017).

No Brasil e nos Estados Unidos os servigos de seguranca alimentar sao
monitorados pelos governos federais. Podendo os Estados Unidos executar
inspecdes federais e estatais, e no Brasil as inspecdes podem ocorrer atraves de
representantes federais, estatais e municipais. Mas esta divisdo de estrutura
organizacional no Brasil, apresenta um aspecto desfavoravel que é o custo em
manter estas divisdes interinamente em funcionamento (CARNEIRO &
KANEENE , 2017).

3.3 Organoclorados

Os organoclorados (OCs) sdo compostos persistentes, toxicos,
lipossoluveis e tem potencial de bioacumular-se, podendo ser cancerigenos e
genotoxicos. Estes compostos sdo resistentes a degradacdo ambiental e
apresentam solubilidade baixa em agua. (LIU et al 2016, SANATCUMAR,

2014). Com um estudo realizado em 70 pacientes com cancer e supostamente
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exposicdo a organoclorados, identificou-se maiores niveis de concentracdo de
residuos presentes nos tecidos tumorais destes pacientes, 0 que comprova a
relacdo da exposicdo com o cancer destes pacientes (ELDAKROORY et al 2017)

Estudos salientam que a contaminacdo de seres humanos por
organoclorados pode ser decorrente de sistemas aquaticos contaminados, onde a
agua e alimentos marinhos podem estar contaminados. Um exemplo disto pode
ser verificado através da pesquisa realizada no rio Indo na Asia que apresentou
contaminacdo por organoclorados na biota ribeirinha do rio devido ao uso destas
substéancias na agricultura (LIU et al 2016, ROBINSON et al 2016 ).

A absorcédo dos organoclorados ocorre principalmente por via oral, onde
posteriormente permeiam acessivelmente as membranas, transportados atraves
do sangue para 0s outros compartimentos do corpo. O metabolismo se caracteriza

por ser hepatico e a excrecdo renal (AMARAL et al, 2015).

Os organoclorados foram proibidos no Brasil em 1985, com a publicagdo
da portaria numero 329, de 02 de setembro de 1985. (BRASIL, 1985) No periodo
anterior a proibi¢do, os organoclorados eram utilizados como pesticidas nas
lavouras com o intuito de protegé-las contra agentes nocivos, a fim de garantir a
produtividade nas produc@es agricolas (CIRCUNVIS, 2010).

No estado do Mato Grosso do Sul foi realizado um estudo da presenca e
concentracdo de organoclorados no leite pasteurizado, onde se encontrou 90% de

amostras contendo residuos destas substancias em um total de 100 amostras.

A estrutura quimica dos organoclorados focos deste estudo segue abaixo

conforme Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica de organoclorados focos deste estudo (HAULER et
al, 2014, LAGO, 2006, NOVAK & KOVAC, 2011, NOVOTNY, 2009, SHI et
al, 2016, YOGUI, 2002).
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3.4 Bifenilas Policloradas

As bifenilas policloradas (PCBs) se caracterizam por ser uma classe de
compostos organicos que tem uma estabilidade alta. Este tipo de compostos se
caracteriza pela dificil eliminacdo (SANATCUMAR, 2014).

As PCBs foram muito utilizadas nas industrias, em 6leos e lubrificantes
para equipamentos, e em capacitores e transformadores. A contaminagdo
ambiental comecou a ocorrer apos a inutilizacao destes equipamentos e aparelhos
contendo PCBs, que acabaram permanecendo nos ecossistemas globais devido ao
descarte, contaminando assim, lenc¢ois freaticos, solos, ar e consequentemente 0s
alimentos (GEVAO et al, 2017, MOHR & COSTABEBER, 2012).

Nos Estados Unidos os PCBs tiveram sua utilizacdo interrompida no ano
de 1977. No Brasil a proibicdo ocorreu ap6s a publicacdo da Portaria
Interministerial 19, de 29 de janeiro de 1981 (MOHR & COSTABEBER, 2012).
A contaminacdo ainda estd presente no ecossistema global pelo uso
indiscriminado antes destes compostos serem proibidos, causando maleficios a
salde dos humanos, ainda pela caracteristica de persisténcia nos tecidos
corporais (ZHENG et al, 2016).

Pesquisas apontam que ndo se tem um controle da quantidade dos PCBs
nos paises que estdo em desenvolvimento, devido ndo se ter este tipo de
substancia em estogue nos paises. Dados destas pesquisas relatam que a
concentracdo maior estd presente em areas urbanas, pelo fato da utilizacéo
primaria que acabou permanecendo nestes locais. No Kuwait foi realizado um
estudo para identificar as concentragdes presentes na atmosfera, que confirmou
um aumento em areas urbanas. O estudo sugere que pode servir de base para

investigacdo em todo territorio global (GEVAO et al, 2017).

A estrutura quimica das bifenilas policloradas investigadas neste estudo

seguem abaixo conforme Figura 2.
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Figura 2: Estrutura quimica de bifenilas policloradas foco deste estudo
(HAULER et al, 2014, LAGO, 2006, NOVAK & KOVAC, 2011, NOVOTNY,
2009, SHI et al, 2016, YOGUI, 2002).

3.5 Residuos e Contaminantes em produtos de origem animal

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC)
consiste em uma ferramenta que garante a qualidade para os sistemas de
producéo em todas as suas cadeias produtivas. O objetivo deste plano é promover
uma melhora na qualidade e produtividade dos alimentos de procedéncia animal,
assegurando os limites maximos de residuos em substancias de uso permitido e

qualquer presenca de residuo de compostos proibidos no Brasil. Este plano é
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dividido em controle de residuos em alimentos de origem animal e controle de
residuos em alimentos de origem vegetal (BANDINI & SPISSO, 2017, BRASIL,
1999).

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) em
produtos de origem animal enfatiza que os residuos de organoclorados sédo objeto
de investigacdo neste ambito. A maior parte dos organoclorados obteve sua
utilizacdo proibida desde 1971 (BRASIL, 1999).

Varios paises trabalham ha muitos anos em programas de monitoramento
ambiental para detec¢do de residuos organoclorados. Este fato teve sua iniciativa
baseada na verificacdo em que as areas proximas ao Oceano Artico continham
indicios de deposito de organoclorados, prejudicando assim a populacdo que
vivia nestes locais. (POLDER et al, 2003). O governo dos Estados Unidos aponta
que 60% de amostras testadas de vegetais organicos apresentaram contaminacao
por organoclorados, mesmo que estes ja ndo estejam mais no mercado ha 20
anos. Estudos também demonstram que a contaminacdo ambiental € um dos
maiores motivos da contaminacdo de alimentos como queijo, carne e peixe.
(AMENDOLA et al, 2015, BENBROOK, 2002).

Dados provenientes de fiscaliza¢6es por agéncias de fiscalizacdo sanitarias
apontam o0 mel como também predisposto a exposicdo a pesticidas
organoclorados e bifenilas policloradas, onde o uso é justificado para manter a
protecdo dos enxames, e ainda existe a possibilidade que estas substancias podem
ser trazidas pelas abelhas até as colmeias (BANDINI & SPISSO, 2017).

O MAPA adota os Limites Méaximos ja internalizados pela ANVISA e
para 0 caso da inexisténcia de limites, sdo utilizadas referéncias como
MERCOSUL, Codex Alimentarius, Diretivas da Unido Europeia ou FDA/USA.
Para o controle dos residuos, o PNCRC utiliza subprogramas de monitoramento e

investigacdo que verificam através de inspecGes e analises laboratoriais, a
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presenca de compostos organoclorados em produtos de origem animal (BRASIL,
1999, BRASIL, 2015).

Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores de LMR (limite maximo de
residuo) dos OCs e PCBs objetos deste estudo definidos internamente pelo
MAPA.

Tabela 1: Valores de LMR dos OCs e PCBs

ORGANOCLORADOS (OCS)  LMR (ng/mL)

Gama HCH 10
Alfa HCH 4
Hexaclorobenzeno 10
Aldrin 6
Dieldrin 6
Mirex 10
Heptacloro 6
Heptacloroepoxido 6
Trans-clordane 2
PP-DDE 20
OP-DDT 20
PP-DDT 20
BIFENILAS LMR (ng/mL)
POLICLORADAS (PCBs)
PCB 101 40
PCB 118 40
PCB 153 40
PCB 138 40
PCB 180 40

3.6 Metodologias
3.6.1 Extracao e purificacdo

As analises de determinacdo de residuos em matrizes alimentares podem
sofrer interferéncias nos resultados, pela ampla quantidade de substancias que

podem ser extraidas juntamente com o analito. Uma metodologia de analise para
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determinacdo de pesticidas deve assegurar que os resultados sejam adequados em
termos de preciséo e exatiddo, com limites de detecgéo baixos o suficiente para
atendimento do propdsito pretendido, para o maior numero possivel de
compostos de interesse. Estudos demonstram que para extracdo de pesticidas
podem ser utilizados varios métodos de extracdo dentre eles destacam-se a
particdo liquido-liquido, cromatografia de permeacdo em gel (GPC), extracdo em
fase solida (SPE) e micro extracdo em fase sélida (SPME). Na preparacdo de
amostras a tendéncia é a reducdo do volume de solvente utilizado, o que nao
impacta na eficiéncia de extracdo do analito, mas ao contrario disso, promove um
aperfeicoamento desta eficiéncia (LEDOUX, 2011, WILKOWSKA & BIZUIK,
2011).

O método de QUEChERS é um método prético para extracao e clean-up de
pesticidas em amostras complexas, que conforme demonstram os estudos foi
sendo utilizado na extracdo dos pesticidas em alimentos. Este método se
caracteriza por otimizar a rotina de laboratérios, por ser um meétodo que
possibilita a extracdo e clean-up de véarias amostras ao mesmo tempo
(ANASTASSIADES et al, 2003).

Desde a introducdo do método por Anastassiades em 2003, o método de
QUEChERS vem sendo muito utilizado em laboratérios nacionais e
internacionais, com alteracdes de solventes e solugGes para melhor desempenho
nas extracfes. Estudos apontam que este método foi utilizado para extracdo de
pesticidas em vegetais e frutas, e mostrou ser adequado e eficiente para
identificacdo de vinte inseticidas presentes nestes alimentos (DUBEY et al,
2018). Na extracdo do método de QUEChERS é utilizada a Amina Primaria
Secundaria (PSA), que é mais amplamente utilizada para deteccdo de residuos de
pesticidas em alimentos, por ser responsavel pela remocgéo de compostos polares
(MU etal, 2016).

A purificacdo a baixas temperaturas tem a finalidade de auxiliar na
extracdo, com o congelamento da amostra, eliminando interferentes, facilitando
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assim, a extracao de substancias de interesse (BARBOSA et al, 2014). Durante a
fase de congelamento ocorre o congelamento da gordura e as substancias de
interesse devem permanecer na solucdo (BODAI et al, 2014). A limpeza
realizada no método de QUEChERS associada a purificagdo a baixas

temperaturas facilita a precipitacdo de gorduras. (LEHOTAY et al, 2010)

3.6.2 Deteccéo e Quantificacdo

A cromatografia a gas (GC) e a cromatografia liquida (LC) sdo os
métodos mais comumente utilizados para separacdo de pesticidas. O método de
escolha para identificagdo e quantificacdo baseia-se nas caracteristicas fisico-
quimicas dos compostos de interesse. Estudos na investigacdo de pesticidas em
produtos carneos, produtos lacteos, ovos e peixes confirmam que atualmente os
métodos de identificacdo e quantificacdo aplicados preferencialmente nas
pesquisas destes compostos citam as técnicas de GC e LC acopladas a
espectrometria de massas (MS) e espectrometria de massas em tandem (MS/MS)
sendo as mais aconselhaveis (LEDOUX, 2011). Testes comprovam que a técnica
da Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas em modo Tandem
(GC-MS/MS) permite uma maior sensibilidade e menor possibilidade de
resultados falsos positivos. (CHUNG & CHEN, 2011)

A cromatografia gasosa tem como vantagens a sua sensibilidade, e torna-
se conveniente para avaliagdes quantitativas. Na cromatografia gasosa, conforme
Figura 3, gas atua como carreador através da coluna. A vazdo do gas de arraste
deve ser ajustada durante os procedimentos de otimizagdo da metodologia
analitica. A amostra é injetada no septo e posteriormente passa pela coluna, onde

sofre uma separacao seguindo-se a deteccdo. (COLLINS, 1997)
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Figura 3: Diagrama esquematico de um cromatdgrafo a gas. Adaptado de
(COLLINS, 1997)

O funcionamento de um espectrobmetro de massas segue conforme a
Figura 4, onde a amostra deve ser introduzida em um local de entrada da amostra
(Inlet), na sequéncia passa por uma fonte de ions, e posteriormente sofre uma
selecdo de ions no analisador. Assim os ions passam pelo sistema de deteccédo e
apos podem ser detectados e quantificados através de um sistema de dados no
computador. (LANCAS, 2009, WILSON e WALKER, 2010)
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Figura 4: Esquema das principais partes de um Espectrémetro de Massas.
(LANCAS, 2009)

A técnica GC-MS/MS permite a quantificacdo de todos os analitos
detectados. A combinacdo da cromatografia a gds com a espectrometria de
massas, exerce uma alta resolucdo e proporciona dados precisos para
identificacdo e quantificacdo de cada uma das substancias separadamente. Nesta
técnica ocorre a ionizagdo por impacto de elétrons, onde € preservado o ion
molecular e outros fragmentos de peso molecular elevado. Esta técnica é uma
ferramenta importante para identificacdo de compostos que ainda ndo séo
conhecidos, e auxilia também na defini¢do da estrutura molecular (HOLLER et
al, 2009, LANCAS, 2008, LANCAS, 2009, STASHENKO, 2011).

A escolha da técnica GC-MS/MS de acordo com relatos de estudos é a
técnica mais adequada para se detectar substancias na area da toxicologia, pois
ela permite através do detector (MS/MS) no sistema cromatogréafico, tornar o
método mais seletivo, quando se pretende trabalhar com baixas concentracGes e

matrizes distintas (TRUTA et al, 2016). A técnica vem sendo utilizada em
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estudos de pesticidas em alimentos para deteccdo dos limites de residuos
presentes (CHANG et al, 2016).

3.7 Validacao

A validacdo de um metodo € considerada de suma importancia para
verificar se os resultados das analises sdo confiaveis, e se 0 método é adequado
para a finalidade pretendida, antes de ser utilizado. (BROCH & HADDAD,
2014)

Os principais parametros avaliados em uma validacdo de residuos em
matrizes de alimentos sdo especificidade, linearidade, repetitividade,
recuperacdo, precisdo intermediaria, exatidao, limite de deteccdo e quantificacao,
limite de deciséo (CCa) e a capacidade de deteccdo (CCp). (BRASIL, 2003,
COMISSAO EUROPEIA, 2002)

Para se avaliar o desempenho de um método, deve ser determinada a
veracidade e precisédo, onde a curva de padrdo deve apresentar pelo menos cinco
niveis de concentracdo (MAPA/ACS, 2011).

3.7.1 Especificidade/Seletividade

A especificidade e seletividade s&o parametros com o intuito de verificar
se existem interferentes de substancias distintas que podem de alguma forma
interferir na medicdo do método estudado. (COMISSAO EUROPEIA, 2002)

3.7.2 Linearidade

A linearidade é avaliada considerando a curva de padrdo, onde 0s
resultados devem ter uma proporcdo conforme aumento da concentracdo do
analito. A curva de calibracdo que resulta em uma reta significa que a
sensibilidade se manteve constante ao longo da analise. Valores de coeficientes

de determinacdo (R?) iguais ou superiores a 0,9 séo aceitaveis. (MAPA, 2011)
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3.7.3 Repetitividade e Reprodutibilidade

A repetitividade é a conformidade dos resultados de medic¢Bes seguidas
uma apos a outra, onde deve se manter as mesmas circunstancias de andlise. Pode
ser considerada como a precisao intra dia que deve obter resultados menores que
20%. Na repetitividade utilizam-se matrizes brancas que foram fortificadas com
0 composto objeto do estudo em trés niveis de concentracdo, sendo eles 0,5, 1,0 e
1,5 vezes 0 LMR (limite maximo de residuo). (MAPA, 2011)

Na reprodutibilidade o desempenho do método pode ser avaliado atraves
da precisdo intermediaria, mas com algumas alteragbes como, por exemplo,
analista diferente, dias diferentes de analise, ou até mesmo sob diferentes
condi¢des ambientais. Deve ser avaliado o coeficiente de variacdo para o nivel de
concentracdo das amostras que foram fortificadas. (MAPA, 2011)

A precisdo intermediaria leva em consideracdo a repetitividade e a
reprodutibilidade. Neste parametro, deve ser considerado o desvio padrdo. Para
analise devem ser utilizadas amostras brancas fortificadas em trés niveis centrais,
onde se devem analisar no minimo seis réplicas individuais. A etapa deve ser
repetida em mais dois dias diferentes. (MAPA, 2011, COMISSAO EUROPEIA,
2002)

3.7.4 Recuperacéao

A recuperacdo equivale ao percentual do analito recuperado durante o
processamento das analises, ou seja, que permanece na amostra sem ser extraido
durante a marcha analitica. Nos casos em que sdo realizadas fortificagcfes em
uma matriz branca, o célculo do fator de recuperacdo deve ser realizado
conforme equacdo (COMISSAO EUROPEIA, 2002, MAPA, 2011):

Equacéo 1:

Cf —Cn
f rec =%X100
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Cf = teor medido ap0s a fortificacdo da matriz branca
Cnf = teor medido na matriz branca ndo fortificada, antes da fortificacéo

Cad = teor do analito puro adicionado a matriz branca

3.7.5 Exatidéo

A exatid@o pode ser considerada como sendo a conformidade de um valor
real em comparacdo ao estabelecido pelo processo analitico. Os fatores
determinantes sio a veracidade e precisdo (COMISSAO EUROPEIA, 2002).

A veracidade é determinada atraveés da concentracdo media que foi
detectada e corrigida pela recuperagdo, multiplicado por 100 e dividido pelo
valor certificado. E declarada como o desvio sistematico, e 0 grau de aceite entre
varios resultados de uma série e um resultado de referéncia aprovado
(COMISSAO EUROPEIA, 2002).

Para a avaliacdo da precisdo é considerado o valor de desvio padrdo
resultante do ensaio, onde defini-se como o grau de aprovagdo entre valores
resultante de ensaios individuais em condi¢des ja anteriormente estabelecidas
(COMISSAO EUROPEIA, 2002).

3.7.6 Limite de detec¢éo (LD) e de quantificacédo (LQ)

O limite de deteccédo e quantificacdo corresponde a menor quantidade em
que o método estd apto a, respectivamente, identificar e quantificar o analito.
(MAPA, 2011, COMISSAO EUROPEIA, 2002)

3.7.7 Limites de Decisdo (CCa) e Capacidade de Detecciao (CCP)
Os limites de Decisdo (CCa) e Capacidade de Detecgédo (CCp) avaliam o
comportamento do método analitico. N&o existem critérios estabelecidos para 0s

valores de CCa e CCP, mas o que pode ser considerado como CCa ¢ a incerteza

de medigdo no LMR. (COMISSAO EUROPEIA, 2002, MAPA, 2011)
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Através do Limite de Decisao (CCa) € possivel detectar uma amostra nao
conforme contendo uma probabilidade de erro a. (COMISSAO EUROPEIA,
2002) Na concentragédo zero o CCa pode ser considerado o limite de detecgao.
(MAPA, 2011)

Segundo a Decisdo da Comissdo 2002/657/CE, a Capacidade de Deteccao
(CCpB) € uma quantidade minima que pode ser detectada com uma probabilidade
de erro B, que equivale ao Limite de Decisdo adicionado a 1,64, multiplicado
pelo desvio padréo que corresponde a reprodutibilidade.

Os analitos que ja tem definicdo de LMR resultam em valores superiores
a0 LMR para 0 CCa e CCp, portanto estes valores devem ser superiores ao LMR.
(MAPA, 2011)

50



4 MATERIAIS E METODOS







MATERIAIS E METODOS

4.1 Padroes

Padroes dos pesticidas Gama-HCH, Alfa-HCH, Hexaclorobenzeno,
Aldrin, Heptacloroepoxido, Dieldrin, Mirex, Heptacloro, OP-DDT, PP-DDE, PP-
DDT, e PCB118 (em solucdo) foram da marca Dr. EhrenstorferGmbH. O padréo
Trans-clordane (Supelco Analytical) e PCB101, PCB153, PCB138 e PCB180
(um mix em solucdo da marca Fluka). De acordo com a pureza dos padrdes
solidos foi feita a correcdo das massas, de modo a pesar quantidade
correspondente a 10 mg, se a pureza fosse 100%, que foi diluida em 10mL de
Hexano para uma concentracdo final de 1mg mL™. A solucéo de fortificacdo foi
preparada a partir das solugdes estoque, a fim de se utilizar esta solugéo para as
curvas de padrdo. Apds fortificacdo, os analitos apresentaram as concentracGes

demonstradas na Tabela 2 na solugéo de fortificacéo.

Tabela 2: Concentracdo dos analitos na solucgéo de fortificacdo

Analito Concentracéo (ng mL™)
Gama HCH 10
Alfa HCH 4
Hexaclorobenzeno 10
Aldrin 6
Heptacloroepoxido 6
Trans-clordane 2
Dieldrin 6
Mirex 10
Heptacloro 6
OP-DDT 20
PP-DDE 20
PP-DDT 20
PCB 118 40
PCB 101 40
PCB 153 40
PCB 138 40
PCB 180 40
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As solucdes de estoque e fortificacdo permaneceram armazenadas em

freezer a -20°C.

4.2 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: Hexano (Tedia95%); Acetonitrila
(Merck 99,9%); Sulfato de Magnésio Anidro (Vetec); Cloreto de Sodio

(Cromoline) e Amina Primaria/Secundaria (PSA) da marca Varian.

4.3 Amostras

A quantidade de leite cru utilizada foi de 2,0 mL para cada amostra. O
leite cru utilizado foi disponibilizado pelo LANAGRO.

As amostras foram fortificadas com a solucgéo de fortificacdo de pesticidas
organoclorados (OCPs), PCB 118 e mix de bifenilas policloradas (PCBs)
assumindo a concentracdo conforme nivel de validacdo adotado, demonstrado na
Tabela 3. Para se manter a estabilidade dos analitos na solucdo de fortificacéo,

esta foi armazenada em freezer a -20°C.

Tabela 3: Concentragcdes das amostras de acordo com o nivel de validacao

adotado, conforme a Decisdao da Comissdo 2002/657/CE.

OCPs 025LMR 05LMR 1LMR 15LMR 2 LMR
PCBs (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)  (ng/mL)
Gama HCH 2,5 5 10 15 20
Alfa HCH 1 2 4 6 8
Hexaclorobenzeno 2,5 5 10 15 20
Aldrin 1,5 3 6 9 12
Heptacloroepoxido 1,5 3 6 9 12
Cisclordane 0,5 1 2 3 4
Dieldrin 15 3 6 9 12
Mirex 2,5 5 10 15 20
Heptacloro 15 3 6 9 12
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OP-DDT 5 10 20 30 40
PP-DDE 5 10 20 30 40
PP-DDT 5 10 20 30 40
PCB 118 10 20 40 60 80
PCB 101 10 20 40 60 80
PCB 153 10 20 40 60 80
PCB 138 10 20 40 60 80
PCB 180 10 20 40 60 80

4.4 Extragao

A extracdo seguiu conforme o método de QUEChERS concomitante com
algumas modificacdes. O método de QUEChERS vem mostrando ser o método
de extracdo mais eficaz para extracdo de pesticidas em alimentos, conforme
apontam varios estudos de investigacdo neste tipo de substancias. Dentre as
alteracdes significativas realizadas na extracdo do método em comparagdo com o
método original, pode se citar a reducdo da quantidade de amostra e
consequentemente de solvente acetonitrila, e etapa de purificacdo a baixas
temperaturas onde a amostra foi colocada no freezer por 40 minutos, com o
intuito de facilitar a extracdo das substancias de interesse com o congelamento da
gordura. (BODAI et al, 2014, DUBEY et al 2018).

Na extracdo transferiram-se 2,0 mL de leite cru para tubo de centrifuga do
tipo Falcon de 50 mL. Fortificou-se com a solucdo de fortificacdo de
organoclorados, PCB118 e mix de PCBs. Agitou-se em Vortex por 5 segundos.
Deixou-se em repouso por 10 minutos. Adicionaram-se 5,0 mL de Acetonitrila.
Agitou-se em mesa agitadora (Thermo MaxQ 3000) durante 20 minutos.
Pesaram-se 4,0 g de MgSO4 e 1,0 g de NaCl em tubo de centrifuga de 50 mL.
Esta pesagem foi adicionada ao tubo contendo a amostra e logo em seguida,
agitou-se em agitador tipo Vortex por 20 segundos. Centrifugou-se em centrifuga
(Thermo Scientific) a 4000 rpm por 10 min em temperatura de 21°C. Para
limpeza, transferiu-se todo o sobrenadante para tubo de centrifuga de 15 mL.

Colocou-se no freezer por 40 minutos. Centrifugou-se a 4000 rpm por 10 min em
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temperatura de 5°C. Pesaram-se 0,15 g de MgSO4 e 0,025 g de PSA em um tubo
de centrifuga de 50 mL. Transferiu-se o conteido dos tubos centrifugados para 0s
tubos com as pesagens de MgSO4 e PSA. Agitou-se em Vortex por 20 segundos.
Centrifugou-se a 4000 rpm por 10 minutos em temperatura de 10°C. Transferiu-
se 0 sobrenadante para tubo de centrifuga de 50 mL e levou-se para evaporar no
concentrador de amostra (Tecnal, TE-0194) sob a temperatura de 45°C.
Retomou-se 1mL de Acetonitrila e agitou-se no agitador tipo Vortex por 20

segundos.

4.5 Andlise das amostras por GC-MS/MS

Apds a etapa descrita acima, as amostras foram transferidas para vials a
fim de serem inseridas no equipamento GC-MS/MS com Sistema de
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (Agilent) utilizando
uma coluna CG ZB-5 (5% Phenyl Methyl Silox) para identificacdo e
quantificacdo de OCPs e PCBs. A corrida foi realizada com um volume de

injecdo de 3 ul, fluxo de gas Hélio e Nitrogénio de 18,8 mL por minuto.

A temperatura do forno foi programada inicialmente para 60°C. Aos 4
minutos de corrida o forno marcou 150°C. Aos 18 minutos subiu
progressivamente para 220°C e 230°C aos 22,33 minutos, chegando a 300°C aos
37,33 minutos totais de corrida. O gradiente de aumento de temperatura é de
grande importancia para eliminacdo de componentes volateis que restaram na
amostra (CHEN et al, 2017).

4.6 Validacéao

O método de validacdo seguiu conforme a Decisdo da Comissdo
2002/657/CE, SANCO 2009 e Manual de Garantia da Qualidade Analitica para

residuos e contaminantes em alimentos MAPA, 2011.
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Os critérios avaliados incluem a especificidade, linearidade,
repetitividade, recuperacdo, precisdo intermedidria, exatiddo, limite de deteccéo,
limite de quantificagéo, limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgéo (CCp).
Na validacdo foram testados trés lotes. Os lotes de validacdo foram constituidos
por 31 amostras, sendo uma curva de calibracdo de seis pontos representados
pelos niveis equivalentes a 0 LMR, 0,25 LMR, 0,50 LMR, 1 LMR, 1,5LMR e 2
LMR, conforme a Tabela 3, trés amostras de TS (Tissue Standard) em uma
amostra de branco, uma amostra branco, sete amostras fortificadas no nivel
equivalente a 0,5 x LMR (Tabela 3), sete amostras fortificadas no nivel
equivalente a 1,0 x LMR (Tabela 3) e sete amostras fortificadas no nivel
equivalente a 1,5 x LMR (Tabela 3). Este procedimento foi repetido em trés dias

diferentes, sendo que cada lote testado em um dia diferente.
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O PNCRC (Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem animal) de 2017 auxilia no monitoramento de niveis de
pesticidas organoclorados (OCPs) e bifenilas policloradas (PCBs) em alimentos
de origem animal como, por exemplo, carnes, leite, mel, ovos e pescado. Este
Plano ainda ndo abrange todos os OCPs e PCBs para possivel investigacdo no
leite cru. (BRASIL, 2017)

No Brasil, a defini¢do dos limites maximos de residuos é estabelecida pelo
MAPA, ou no caso de inexisténcia de defini¢do por parte deste 6rgao, aplicam-se
as definicbes do MERCOSUL, Codex Alimentarius, Diretivas da Unido Europeia
ou FDAJUSA. Para investigacdo de controle de residuos, segue-se o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), que assegura que
os limites maximos de residuos de substancias sejam respeitados. (BRASIL,
1999, BRASIL, 2015)

Considerando que estas substancias ao longo do tempo podem ser
cancerigenas, torna-se importante o desenvolvimento de uma metodologia para
triagem e confirmacdo da presenca de OCPs e PCBs em leite (CHAO et al,
2006).

Para a extracdo de multirresiduos em alimentos 0 método que esta sendo
mais comumente utilizado é o método de QUEChERS, que se caracteriza por ser
um metodo rapido, pratico e, pelo que foi até o0 momento estudado, se adapta
adequadamente com a técnica Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas operando no modo Tandem GC-MS/MS (ANASTASSIADES, et al,
2003).

Para auxiliar este monitoramento foi desenvolvida uma metodologia com
a finalidade de detectar a presenca de OCPs e PCBs no leite cru, e quantificar de
acordo com os limites maximos de residuos permitidos, por intermédio da
técnica de GC-MS/MS.
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5.1 Anélise por GC-MS/MS

O tempo de corrida foi de 40 minutos, com um tempo de equilibrio de 0,5
minutos, tornando-se adequado para a verificagdo dos cromatogramas obtidos.

A analise por GC-MS/MS possibilitou a injecdo dos analitos em uma
mesma solucdo, resultando em cromatogramas para cada analito em separado, 0
que facilita a visualizacdo. Estudos em alimentos ja vém utilizando esta técnica e
obtendo éxito quanto a satisfatoria sensibilidade no auxilio da identificacdo e
quantificacdo de residuos (CHANG et al, 2016).

Na Figura 5 esta demonstrado o cromatograma obtido para a amostra
“branca” onde nao houve fortificagdo. Neste ¢ possivel observar a auséncia de
picos, tanto para o0 modo de visualizacdo qualitativo A e B, quanto para 0 modo
de visualizagdo quantitativo C e D.

Os cromatogramas obtidos dos pesticidas organoclorados e bifenilas
policloradas, onde foram fortificadas as amostras de acordo com o nivel de
validacdo equivalente ao LMR, estdo demonstrados nas Figuras 6 a 12, onde A e
B representam o modo de visualizagcdo qualitativa e C e D o modo de
visualizagdo quantitativa, onde C representa o fragmento quantitativo e D o
fragmento de confirmacdo. Observa-se que na Figura 10 no cromatograma
resultante do método qualitativo, o primeiro pico, de acordo com o tempo de
retencdo é o pico do analito PCB 153, o qual apresentou tempo de retencédo

anterior ao analito PCB 138.
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Figura 5. Cromatogramas obtidos para as amostras “brancas” para o

modo de visualizacédo qualitativo (A e B) e quantitativo (C e D), respectivamente.
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Figura 7. Cromatogramas obtidos para o analito PCB 101 para 0 modo de

visualizacdo qualitativo (A e B) e quantitativo (C e D), respectivamente.
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Figura 8. Cromatogramas obtidos para o analito PP-DDE para o0 modo de

visualizacdo qualitativo (A e B) e quantitat

ivo (C e D), respectivamente.
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Figura 9. Cromatogramas obtidos para o analito PCB 153 para 0 modo de
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Figura 10. Cromatogramas obtidos para o analito PCB 138 para o0 modo

de visualizagdo qualitativo (A e B) e quantitativo (C e D), respectivamente. No

modo de visualizacdo qualitativo, o PCB 138 ¢ representado pelo segundo pico.
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Figura 11. Cromatogramas obtidos para o analito PCB 180 para o0 modo

de visualizagdo qualitativo (A e B) e quantitativo (C e D), respectivamente.
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Figura 12: Cromatogramas obtidos para o analito Mirex para 0 modo de

visualizacdo qualitativo (A e B) e quantitativo (C e D), respectivamente.
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Nos cromatogramas obtidos é possivel observar a nitidez dos picos dos
analitos, o que comprova a sensibilidade do método aos mesmos. Nas pesquisas
ja anteriormente realizadas demonstram que a sensibilidade da técnica GC-
MS/MS tem desempenho satisfatério para investigacdo de pesticidas. (WU,
2017)

Os tempos de retencdo resultantes dos picos cromatograficos variaram
entre 15,5 minutos e 24,7 minutos, e os fragmentos resultantes para o product ion
obtiveram valores aproximados, com excecdo do analito Mirex que resultou em
236,9 e 116,9 para o product ion, isto, pois devido a diferencas de massas
decorrentes do padrdo isétopo do Cloro no Mirex. As transicdes MRM
monitoradas, incluindo o tempo de retengédo para cada analito estdo representadas

na Tabela 4.

Tabela 4. Tempos de retengédo e transicdes MRM para determinagdo de

organoclorados e bifenilas policloradas em leite cru.

. TR Precursor Product fon

Analito . -

(min) lon (Mm/z) (mz)

Aldrin 15.5 262.8 192.9

190.9

PCB 101 18.0 326.0 256.0

324.0 254.0

PP-DDE 19.1 245.9 176.0

150.1

PCB 153 21.2 360.0 290.0

358.0 288.0

PCB 138 22.4 360.0 290.0

358.0 288.0

PCB 180 24.1 394.0 324.0

392.0 322.0

Mirex 24.7 271.8 236.9

271.9 116.9
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5.2 Extragao

O método de QUEChERS escolhido para a extracdo dos pesticidas
organoclorados e bifenilas policloradas se mostrou um método de extracdo
eficiente, com satisfatoria recuperacdo, onde houve pequena utilizacdo de
solventes.

A extracdo com o método de QUEChERS possibilita a um unico analista
executar o método e analisar varias amostras ao mesmo tempo, sendo o método
mais aplicado hoje para extracdo de pesticidas em alimentos, pois € possivel
extrair pesticidas de polaridades diferentes. (PRESTES et al, 2009)

O solvente Acetonitrila escolhido auxiliou satisfatoriamente a extracéo
dos compostos foco deste estudo. Dados provenientes de estudos salientam que a
Acetonitrila é um dos solventes de melhor escolha para extracdo de pesticidas,
pois responde satisfatoriamente na recuperacdo de pesticidas com polaridades
distintas. (PRESTES et al, 2009, LEHOTAY et al, 2005) A técnica de extracdo
pelo método de QUEChERS utilizou no método desenvolvido neste estudo
pequena quantidade de solvente acetonitrila no método desenvolvido neste
estudo, demonstrando assim economia na utilizagéo do solvente.

Uma das peculiaridades da acetonitrila conforme citado em estudos € que
ela extrai residuos de pesticidas em alimentos com baixa quantidade de lipidios
(AMENDOLA et al, 2015). Estudos também tém demonstrado que com um teor
de 80% de acetonitrila é possivel obter boa sensibilidade para 0 método e a forma
dos picos cromatogréaficos torna-se mais adequada (CHATTERJEE et al, 2017).

Com a adicdo de sais como NaCl promove-se o salting out, que d& uma
melhoria na recuperacédo de analitos polares, mantendo o extrato da amostra sem
diluir e as fases orgéanicas e aquosas separadamente. O MgSO4 foi utilizado com
a finalidade de remover agua e também esta substancia favorece a extracdo de
compostos apolares (PRESTES et al, 2011).

A utilizacdo do PSA na extracdo foi responsavel pela etapa de clean up,

com o intuito de reter interferentes presentes na matriz, podendo ser acidos
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graxos ou outros componentes polares, e assim garantir uma limpeza efetiva
evitando a contaminacdo da coluna e do sistema de cromatogréfico (PRESTES,
2011).

5.3 Procedimento de Validacéo

5.3.1 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi estabelecida construindo curvas de padréo
de seis pontos com os analitos em estudo, area absoluta versus concentracdo do
analito. As amostras foram testadas em trés dias distintos e resultaram em
coeficientes de determinacdo (R?) com valores acima de 0,9 conforme
demonstrado na Tabela 5, 0 que demonstra que a reta obtida é adequada.
(MAPA, 2011)

Tabela 5. Resultados dos coeficientes de determinacao (R?).

Analito Dia 1l Dia 2 Dia 3

Aldrin 0.99 0.90 0.97
Mirex 0.98 0.93 0.98
PP-DDE 0.98 0.92 0.98
PCB 101 0.99 0.90 0.99
PCB 153 0.99 0.91 0.99
PCB 138 0.99 0.91 0.99
PCB 180 0.99 0.92 0.99

A resposta das curvas de padrdo expressaram linearidade satisfatoria,

considerando os critérios estabelecidos.

5.3.2 Precisao

A precisdo foi considerada adequada avaliando os valores resultantes de
desvio padréo, variancia e coeficiente de variacdo, onde pode se constatar que o

método é preciso, de acordo com a Tabela 6. Dados encontrados na literatura
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preconizam a faixa de até 20% ideal para estes valores, podendo aumentar de
acordo com a concentragdo que estd sendo testada. (IMOTO et al, 2004,
COMISSAO EUROPEIA, 2002)

Uma investigacdo de pesticidas realizada em matriz de leite em po
baseada na diretriz da SANCO 2009, relata resultados satisfatorios para a
precisdo intra e inter dia avaliada em um método que utilizou a técnica GC-
MS/MS para quantificacdo de 30 compostos organoclorados (ZHENG et al,
2014).

Tabela 6. Resultados para os parametros de validagdo avaliados no
método.

Parametro de Veracidade Precisa Precisao Inter Precisao
Validacéo recisao . I
(%) Intra Dia Dia Intermediaria
(%) (%)

Nivel (x LMR)

] 05 10 15 0,5 1,0 1,5 0,5 1,0 15 0,5 1,0 15
Analito
Aldrin 83 107 105 14,3 18,9 14,4 12,4 10,3 12,1 18,9 21,5 18,8
Mirex 90 108 106 17,9 15,3 13,5 1,1 6,3 14,0 17,9 16,6 19,4
PP-DDE 90 111 111 19,1 14,7 13,9 51 7.4 6,4 19,8 16,4 15,3
PCB 101 88 103 100 15,8 17,4 13,8 9,3 2,4 5,9 18,3 17,5 15,0
PCB 153 89 104 99 15,2 16,7 12,5 7,6 6,0 8,0 17,0 17,7 14,8
PCB 138 88 104 100 17,0 18,2 13,7 8,0 43 6,7 18,7 18,7 15,2
PCB 180 89 104 100 17,4 17,6 13,0 7,2 51 6,4 18,8 18,3 14,5

5.3.3 Repetitividade e reprodutibilidade

Na avaliagcdo da repetitividade foram utilizados os dados obtidos dos trés
lotes de validacdo. Nesta avaliacdo foi considerado o valor resultante de preciséo
intra e inter dia que permaneceu abaixo de 20% para todas as amostras testadas,
fato considerado adequado segundo a Decisdo da Comissdo 2002/657/CE. As
analises foram realizadas sob condi¢cdes do mesmo sistema e do mesmo analista.

A reprodutibilidade foi testada sendo um lote de validacdo avaliado por
outro analista em dia distinto, no mesmo equipamento. Para avaliacdo, foi
considerado o coeficiente de variacdo até 20% no ponto equivalente ao LMR. A
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reprodutibilidade foi considerada adequada, conforme se observa na tabela 6,
pois o0s coeficeintes de variagdo resultaram menores que 20%, conforme

preconiza a Decisdo da Comisséo 2002/657/CE.

Tabela 7. Resultados da Reprodutibilidade

Analito Reprodutibilidade (CV %o)
Aldrin 12,77
Mirex 19,43
PP-DDE 17,63
PCB 101 19,42
PCB 153 18,38
PCB 138 17,35
PCB 180 19,24

5.3.4 Recuperacéao

Na recuperacdo, foram avaliadas amostras do tipo tissue standard (TS)
que foram fortificadas apds o processo de extracdo, em comparacdo com as
amostras fortificadas na matriz anteriormente ao processo de extracao.
Comparando-se as amostras TS com as amostras extraidas se obtém o valor da
recuperacdo (COMISSAO EUROPEIA, 2002).

A recuperacdo foi considerada satisfatoria, uma vez que a curva €
construida em matriz, sendo a mesma desnecessaria para correcdo dos valores
quantificados. A recuperacao retomou a concentragdo nas amostras com matrizes
fortificadas com os padrdes, demonstrando assim que ndo houve perda durante
todo o processo de extragéo.

Existem estudos que demonstram que o método de QUEChERS associado
a técnica GC-MS/MS ja vem sendo utilizado na investigacdo de pesticidas em
ovos e carne de porco, onde resultou em recuperacdo satisfatoria para 0s
pesticidas testados (LICHTMANNEGGER et al, 2015).
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5.3.5 Limite de Deteccéo e de Quantificacao

O limite de deteccdo e quantificacdo foi testado através da confecgdo de
uma curva de calibracdo de seis pontos, onde foram fortificadas amostras em
matriz branca nas concentracdes equivalentes aos niveis de validacdo 0,25, 0,5,
1,0, 1,5e 2,0 LMR, em trés dias diferentes.

O limite de deteccdo foi avaliado através da menor concentracao
detectavel no menor ponto da curva de calibracdo, intitulado como 0,25 LMR do
nivel de validacdo adotado.

Para o limite de quantificagdo foi avaliada a menor concentracdo
quantificavel localizada no ponto 0,25 LMR do nivel de validacdo adotado, no
que se refere a0 ponto mais baixo da curva de padrdo. Juntamente a esta
avaliagéo foi observada a veracidade que deve estar entre 70 e 120%, e preciséo
com variagdo menor que 20% entre os resultados conforme preconiza a
2002/657/CE.

Os resultados demonstraram atendimento satisfatorio para o limite de

deteccéo e limite de quantificagéo.

5.3.6 Exatidéo

A exatiddo avaliada através da veracidade foi considerada satisfatdria pois
os resultados obtidos para precisdo foram até 20%. A veracidade foi considerada
satisfatdria para a maioria dos analitos, visto que permaneceu entre 80 e 110%,
com excessdo do PP-DDE que resultou em 111%, levemente acima do
preconizado (SANCO, 2009).

Os resultados de uma validacdo de método para piretrdides em leite cru
bovino demonstrou ser satisfatorio quanto a exatiddo do método sugerido pela
SANCO, onde obtendo varia¢do nos resultados para preciséo abaixo de 20% e os
valores obtidos para veracidade permaneceram na faixa de 87 a 101%
(MENEGHINI et al, 2014)
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5.3.7 Limites de Decisdo (CCa) e Capacidade de Deteccio (CCP)

O Limite de Decisdo (CCa) ¢ a Capacidade de Detecgdo (CCP) foram
estabelecidos analisando-se os dados da curva de calibracdo dos trés dias.

Os valores resultantes para CCa e CCP para cada analito seguem
conforme Tabela 8. Estes valores podem ser considerados aceitaveis e
satisfatorios, pois permaneceram proximos ao LMR estabelecido, que podem ser
considerados como valores de incerteza para 0 método. O CCB mostra que 0s
analitos foram detectados corretamente nos niveis de concentracGes

estabelecidos.

Tabela 8. Valores de CCa e CCp para cada analito

Analito CCa (ug/Kg) CCB(ug/Kg) LMR (ug/Kg)
Aldrin 8.2 10.4 6
Mirex 135 17.1 10
PP-DDE 30.0 39.9 20
PCB 101 54.1 68.3 40
PCB 153 59.4 78.8 40
PCB 138 53.9 67.8 40
PCB 180 54.0 68.0 40

5.3.8 Especificidade e Seletividade

A especificidade e seletividade do método foi avaliada analisando-se 20
amostras de leite brancas com o método de extracdo proposto e posteriormente
confirmacédo por analise GC-MS/MS para investigar possiveis interferentes. Nao
encontrou-se nenhum vestigio, presenca de picos ou sinal das substancias
analisadas.

O metodo pode ser considerado seletivo e especifico quando houve a
fortificacdo na matriz, comprovando a identificacdo dos analitos através dos

tempos de retencdo resultantes do sistema cromatografico.
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A aliquota de 2,0 mL escolhida como quantidade de matriz mostrou ser
adequada, reduzindo assim a quantidade de utilizacdo de padrdo no preparo da
solugdo de fortificacdo e quantidade de acetonitrila durante o processo de

extracao.

O meétodo utilizando a extragdo de QUEChERS apresentou-se efetivo,
rapido e com sensibilidade satisfatoria para recuperacdo simultdnea de trés

organoclorados e quatro bifenilas policloradas foco deste estudo.

A analise cromatogréafica por GC-MS/MS apresentou resultados eficientes
na separacdo dos compostos, 0 que se observou tanto na etapa qualitativa como
na quantitativa. Para avaliacdo qualitativa foi considerado o primeiro lote de
validacdo composto por amostras brancas fortificadas de acordo com a
concentracdo de 0, 25, 50, 100, 150 e 200% equivalentes a concentracdo do

LMR. Para avaliacdo quantitativa foram considerados os resultados de trés lotes.

O método permitiu a andlise concomitante de 17 analitos dentre eles
organoclorados e bifenilas policloradas. Dentre estes, os que atenderam aos
critérios de validacdo estabelecidos pela Decisdo da Comissdo 2002/657/CE de
2002 e SANCO 2009, foram Aldrin, Mirex, PP-DDE, PCB101, PCB 138, PCB
153 e PCB 180. A linearidade, precisdo, repetitividade, reprodutibilidade,
recuperacdo, limite de deteccdo e quantificagdo, exatiddo, limite de deciséo
(CCa), capacidade de deteccdo (CCp), especificidade e seletividade, foram 0s

critérios de validacdo avaliados para o método.

Os organoclorados Gama-HCH, Alfa-HCH, Hexaclorobenzeno,
Heptacloroepoxido, Transclordane, Dieldrin, Heptacloro, OP-DDT, PP-DDT, e a
bifenila policlorada PCB 118 ndo atingiram os critérios de validacdo
preconizados de acordo com a Decisdo da Comissdo 2002/657/CE de 2002 e
SANCO 2009. Sugere-se a continuidade dos estudos, com mudancas, por

exemplo, nas condi¢gdes cromatograficas, tipo de solventes.

Analisar varias amostras concomitantemente proporciona praticidade para

rotinas laboratoriais que trabalham com altas quantidades de amostras diarias. O
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método obteve resultados satisfatorios no atendimento aos critérios de validacéo
que sdo preconizados pela Comissdo 2002/657/CE de 2002 e SANCO 2009, e
ainda mostrou ser adequado e econdmico pelo baixo consumo de reagentes. Este

método entrara na rotina de analises do MAPA.

Ap0s ser validado, o método foi aplicado em 20 amostras reais. Estas
amostras foram recebidas pelo LANAGRO para anélise de rotina do leite cru.

Na&o foi encontrado nenhum dos compostos objeto deste estudo.

O método pode ser considerado pratico e eficaz para analise de rotina, pois
através dele é possivel processar grande quantidade de amostras em menor

espaco de tempo, condicédo ideal para laboratérios de rotina.
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O texto completo do item 8, que no texto da dissertacdo defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 91 — 105, foi suprimido por tratar-
se de manuscrito submetido em periodico cientifico. Consta o desenvolvimento de um
método simples e répido para identificacdo e quantificacdo de pesticidas em leite cru,
onde na extracdo utilizou-se 0 método de QUEChERS associado a purificacdo em baixa
temperatura. A identificacdo e quantificacdo foram realizadas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa. Resultados satisfatorios foram obtidos para Aldrin,
Mirex, PP-DDE, PCB 101, PCB 138, PCB 153, e PCB 180.
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