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RESUMO

LIMA, ARIANA M. S. Caracterizacdo de nutrientes minerais e determinacdo de
pesticidas em hortalicas consumidas na cidade de Salvador, Bahia. 2021. 139f. Tese de

Doutorado - Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2021.

Neste trabalho foram desenvolvidos dois métodos de determinagéo de minerais, presente no capitulo |
e de pesticidas, no capitulo Il, ambos com intuito de avaliar nutricionalmente as hortalicas mostarda e
chicéria, consumidas na cidade de Salvador, Bahia. No primeiro capitulo, duas gramas das amostras
de mostarda e chicéria foram digeridas em bloco digestor por duas horas, utilizando 3 e 4 mL,
respectivamente, de acido e 1 mL de peréxido de hidrogénio, os minerais (Ba. Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S
e Zn), foram determinados utilizando ICP OES. Para validar o método foram obtidos os parametros de
mérito, a precisao ficou entre 0,2-8,8%, os valores de LD e LQ foram considerados satisfatorios, e a
avaliacdo da exatidéo ficou por conta do uso do CRM NIST 1515 de folhas de macg&, que considerando
o teste t e teste F, num intervalo de 95% de confianca confirma a acuraria do método. Foram avaliados
os diferentes métodos de coccdo: vapor, cozida em fogdo convencional e micro-ondas. Com 0s
resultados, foi possivel inferir que o processo de cozimento influencia na composi¢éo e disponibilidade
dos nutrientes, apresentando o padrédo de perda de nutrientes: crua>vapor>cozida>micro-ondas, ja o
PCA e HCA permitiu reconhecer que as amostras que passaram pelo mesmo método de cozimento
formaram os quatro grupos distintos, indicando a similaridade das amostras e o LDA permitiu a
separacdo clara de classes entre as amostras de cada tipo de cozimento, com taxas de 100%
seletividade, exatiddo e sem a presenca de falsos positivos ou negativos. No segundo capitulo, foi
desenvolvimento um método adaptado usando a técnica de particdo por baixa temperatura com o
objetivo de determinar vinte e seis pesticidas por CG-MS, consistiu na extracdo de 4g de amostra
previamente maceradas com uma combinacéo de acetato de atila/agua (8:1, v/v), essa mistura agitada
em vortex por 10 min, centrifugada por 3 minutos a 300 rpm e levada ao freezer (-20°C) até
congelamento, mais ou menos por volta de 3h. Os resultados obtidos foram satisfatérios com boa
linearidade (r2: 9936-0,9994), LD variando de 0,1-0,4 ug L*e LQ variando de 0,34-1,9 ug L1. A precisao
inter e intra-dia estavam dentro dos pardmetros de referéncia, entre 6,3-23,4% e 2,7-18,3%,
respectivamente. Para verificar a exatiddo ensaios de recuperacdo em trés niveis de fortificacdo foram
realizados e todos os resultados foram superiores a uma recuperacédo de 70%. Todos os dados indicam
que o método é robusto, preciso e confiavel. Dos vinte e cinco pesticidas estudados, trés apresentaram
concentracdes abaixo do limite de detecgéo e treze ndo foram detectados, indicando a n&o presenca
dessas substancias nas amostras, porém trés pesticidas foram detectados com concentragdo acima
do limite maximo permitido pela legislacao.

Palavras-chave: hortalicas, minerais, processos de cocc¢do, anélise multivariada, pesticidas.



ABSTRACT

LIMA, ARIANA M. Characterization of mineral nutrients and pesticide determination
in vegetables consumed in the city of Salvador, Bahia. 2021. 139f. Tese de Doutorado -

Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2021.

In this work, two methods of determination of minerals, present in chapter | and pesticides, in
chapter Il, were developed, both aiming to nutritionally evaluate mustard and chicory vegetables
consumed in the city of Salvador, Bahia. In the first chapter, two grams of mustard and chicory samples
were digested in a block for two hours, using 3 and 4 mL, respectively, of acid and 1 mL of hydrogen
peroxide, the minerals (Ba. Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S e Zn) were determined using ICP OES. To validate
the method, the merit parameters were obtained, the precision was between 0.2-8.8%, the LD and LQ
values were considered satisfactory, and the accuracy evaluation was due to the use of the CRM NIST
1515 sheets of apple, which considering the t-test and the F-test, within a 95% confidence interval
confirms the accuracy of the method. The different cooking methods were evaluated: steam, cooked in
a conventional stove and microwave. With the results, it was possible to infer that the cooking process
influences the composition and availability of nutrients, showing the pattern of nutrient loss:
raw>steam>cooked>microwave, while the PCA and HCA allowed to recognize that the samples that
passed by the same cooking method they formed the four distinct groups, indicating the similarity of the
samples and the LDA allowed a clear separation of classes between the samples of each type of
cooking, with rates of 100% selectivity, accuracy and without the presence of false positives or negative.
In the second chapter, an adapted method was developed using the low temperature partition technique
in order to determine twenty-six pesticides by GC-MS, consisting of the extraction of 4g of sample
previously macerated with a combination of ethyl acetate/water ( 8:1, v/v), this mixture is vortexed for
10 min, centrifuged for 3 minutes at 300 rpm and taken to the freezer (-20°C) until freezing,
approximately 3h. The results obtained were satisfactory with good linearity (r2: 9936-0.9994), LD
ranging from 0.1-0.4 ug L-1 and LQ ranging from 0.34-1.9 pg L-1. The inter and intra-day precision were
within the reference parameters, between 6.3-23.4% and 2.7-18.3%, respectively. To verify the
accuracy, three-level fortification recovery tests were performed and all results were above a 70%
recovery. All data indicate that the method is robust, accurate and reliable. Of the twenty-five pesticides
studied, three had concentrations below the detection limit and thirteen were not detected, indicating
the absence of these substances in the samples, but three pesticides were detected with concentrations

above the maximum limit allowed by legislation.

Keywords: vegetables, minerals, cooking processes, multivariate analysis, pesticides.
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INTRODUCAO

Cada vez mais é debitado aos habitos alimentares, a diminuicdo dos riscos de
adquirir determinadas comorbidades e levar a melhoria da qualidade de vida.
Entretanto, apesar das recomendagdes internacionais e nacionais de consumo e da
variedade de tipos e de preparagfes culindrias em que esses alimentos podem ser
ingeridos, seu consumo permanece aquém do desejado em grande parte dos paises,
sendo o cenario ainda pior para as hortalicas quando comparado ao de frutas (1).
Desta forma, o estudo da composi¢cdo dos alimentos € de extrema importancia

nutricional.

Os alimentos naturais sdo as principais fontes de minerais para o organismo, tanto
os de origem vegetal como animal (2). As hortalicas verdes, como chicéria e mostarda,
sao um importante componente da dieta, sendo tradicionalmente servidas junto com
um alimento proteico (carne ou peixe) e um carboidrato (massa ou arroz). Elas
fornecem nao apenas variedade de cor e textura as refeicdes, mas também nutrientes
importantes. As hortalicas tém pouca gordura e calorias, relativamente pouca
proteina, mas séo ricas em carboidratos e fibras e fornecem niveis significativos de

micronutrientes a dieta (3), sendo considerado um alimento funcional.

No primeiro capitulo deste trabalho, tanto os métodos exploratérios quanto
métodos supervisionados de reconhecimento de padrbes foram utilizados para
agrupar, simplificar e classificar dados obtidos através das analises realizadas por
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES)
em amostras de folhas de mostarda e chicéria, comercializadas em diferentes
mercados de Salvador e regido, Brasil, comparando teores de minerais (Ba. Ca, Fe,
K, Mg, Na, P, S e Zn) considerando diferentes métodos de cozimento que incluem

vapor, micro-ondas e cozido em fogao convencional.

Para verificar essas similaridades e agrupamentos, o uso da analise multivariada
— exploratérios e supervisionados, incluindo a Analise de Componentes Principais
(PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA), metodologias exploratérias
que visam buscar similaridades ou diferencas entre amostras, e sdo os tipos de

analise mais empregadas na literatura. Na segunda categoria, o0 uso do LDA é



aplicado para calcular uma funcdo de discriminacdo linear entre amostras de

determinados grupos, a fim de classifica-los.

Por ser um alimento natural, e produto de agricultura, o monitoramento de
agrotoxicos em hortalicas é considerado imprescindivel, pois 0 consumo deste tipo de
substancia afeta diretamente a saude, devido a toxicidade.
A importancia do monitoramento desses produtos desperta a atencdo de varios
setores da sociedade (4).

Portanto, no segundo capitulo, foi elaborado um método para determinacéo de
vinte e cinco pesticidas através da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de massas (CG-MS) e utilizando a Extracdo liquido-liquido e particdo em baixa

temperatura (ELL-PBT) como método de extracao.



OBJETIVO GERAL

Avaliar nutricionalmente o teor de minerais em amostras de mostarda e chicoéria, e
pesticidas em alface, utilizando a anélise multivariada como forma de padronizar e

classificar essas amostras.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Analisar a diferengas entre os teores de minerais das hortalicas estudadas de acordo

com o método de cocgao;

eEvidenciar qual melhor processo de cozimento para evitar grandes perdas de

nutrientes;
e Contribuir com a tabela de composi¢éo de alimentos.

e Utilizar métodos néo supervisionados de andlise multivariada, como PCA e HCA,

para reconhecer padroes;

¢ Utilizar métodos supervisionados de analise multivariada, como LDA, para classificar

as amostras em classes;

eDesenvolver um método para determinacdo de diferentes classes de pesticidas

utilizando a Extracao liquido-liquido e particdo em baixa temperatura (ELL-PBT);
e Determinar a concentracao dos pesticidas em amostras de hortalicas;

e Comparar o resultado com limites estabelecidos pela legislacéo vigente.



CAPITULO | — DETERMINACAO DE MACRO E MICROMINERAIS EM
AMOSTRAS DE HORTALICAS POR ESPECTROMETRIA DE
EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO



1. HORTALICAS

Segundo a ANVISA, Associagcdo Nacional de Vigilancia Sanitéria, hortalicas séo
denominadas plantas herbaceas das quais uma ou mais partes sdo utilizadas como
alimento na sua forma natural, podendo ser classificadas como: verduras, legumes e

raizes, tubérculos e rizomas. (5)

Devido aos nutrientes que possuem, o0 consumo diario de hortalicas €
extremamente benéfico para a saude, pois possuem gorduras, carboidratos, minerais,
antioxidantes, fibras e agua, bem como excelentes fontes de [3-caroteno (provitamina
A), tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina, piridoxina (B6), acido pantoténico, acido
félico, acido ascorbico e vitamina E e K. A (6). Além disso, possuem baixa densidade
energética aumentando a saciedade (efeito manifestado apés o término da
alimentacao) e a saciacao (efeito que determina a finalizacdo da refeicdo), bem como
poucas calorias, favorecendo o estilo de vida mais saudavel.

Tendo em vista esse quadro, a OMS, Organizacdo Mundial da Saude indica o
consumo de 4009 de frutas e hortalicas, o que equivale a aproximadamente 5 porgdes
diarias (7). Essa quantidade é considerada elevada pois apesar das hortalicas
apresentarem um alto valor nutricional, o organismo normalmente ndo os absorve de
forma totalitaria, pois primeiramente o nutriente precisa estar bioacessivel (fracdo do
nutriente que € liberado no trato gastrointestinal pelo processo digestivo) e em seguida
biodisponivel (fracdo do nutriente que foi absorvido pelas fungbes metabdlicas do
organismo). Esse processo varia para cada pessoa em questdo, porém com o habito

de consumo a biodisponibilidade desses compostos tende a aumentar.

Segundo a World Health Organization, WHO (8), consumo de frutas e vegetais
pode prevenir doencas cardiovasculares e até certos tipos de cancer, estima-se que
a ingestdo baixa de frutas e vegetais cause cerca de 31% da doenca cardiaca
isquémica e 11% do AVC em todo o mundo. No geral, estima-se que até 2,7 milhdes
de vidas possam ser salvas anualmente se o consumo de frutas e vegetais for
aumentado, vale salientar que um baixo consumo de frutas e vegetais (menos de 4009
por dia) é considerado um dos 10 principais fatores de risco para a mortalidade e

estima-se que resulte em 1,7 milhdes de mortes globais por ano (9).



Diante disso, muitos estudos sdo feitos para melhor explorar e amplificar o
conhecimento quanto aos beneficios destes tipos de alimentos, bem como relacionar
0s teores de nutrientes inorganicos ou organicos ao estilo de vida, minimizagéo de
riscos associados a doencas, dentre outros. Em 2016, Kim e colaboradores (10),
estudaram a relacdo entre a densidade O0ssea e ingestdo dietética de [-caroteno,
vitamina C, zinco através do consumo de vegetais em mulheres coreanas apos a
menopausa. Os autores chegaram a conclusdo apés o acompanhamento de 189
mulheres, que uma alta ingestéo de vegetais verdes (hortalicas) ricos em carotenoides

antioxidantes pode ser benéfica para a saude 6ssea em mulheres na pos-menopausa.

Ainda no que diz respeito a saude feminina, Mattioli et. al (2018), liderou um
estudo com 650 mulheres em idades entre 45-54 anos, na qual as mesmas
consumiam uma porcao de frutas e verduras trés vezes na semana, de acordo com
seus habitos diarios. O aumento da ingestao de vegetais foi associado ao menor risco
de doenca arterial periférica, que segundo o autor é devido as propriedades
antioxidantes, presenga de carotenoides, vitaminas A e C, protegendo contra os

radicais livres de oxigénio e a peroxidacao lipidica (11).

Em 2003, a World Health Organization (WHO) realizou um compilado com estudos
de diferentes autores que relacionavam nutricdo, dieta e a prevencdo de doencas
cronicas, reforcando o consumo de vegetais como um alimento nutritivo e ressaltando
gue o beneficio de frutas e legumes ndo pode ser atribuido a uma Unica mistura de

nutrientes e substancias bioativas.

Isso demonstra que muitos trabalhos na literatura se debrucam em estudar a
diminuicdo da manifestacdo de determinadas doencas, quando se consome a
guantidade recomendada de vegetais, bem como a quantificacdo dos teores de
nutrientes organicos e inorganicos nesses tipos de alimentos. Entretanto, vale
ressaltar que muitos autores também trazem a preocupa¢do em subestimar alguns
resultados, ja que fatores ambientais, como o uso de herbicidas, pesticidas,
contaminacdo do solo e da agua, podem afetar a qualidade nutricional desses

alimentos.

Portanto, € necessario ter cuidado quanto a metodologia escolhida, desde a coleta
dessas amostras, passando pelo seu preparo, e principalmente com a interpretacao

dada a esses dados, a fim que esses sejam os mais fidedignos possiveis.



1.1. MOSTARDA (Brassica juncea (L.) Coss.) e CHICORIA (Cichorium intybus)

Existem vérias espécies de mostarda, todas da familia Brassicaceae, portanto
proximas ao repolho, a couve-flor, a couve comum e ao nabo. As folhas de mostarda
apresentam sabor bem mais pronunciado quando comparadas as folhas de couve e
espinafre. O sabor picante é caracteristico dessa hortalica. E fonte de vitaminas C e

A, de célcio e possui teores moderados de ferro, sodio, potassio e magnésio (12).

Conhecida como mostarda indiana ou mostrada-folna € uma planta de rapido
crescimento que produz uma biomassa elevada mesmo em solos poluidos de metais
pesados. Essa planta apresenta um potencial fitofiltracdo e/ou fitoestabilizacdo de
aguas residuais contaminadas com metais pesados. Até agora, esta espécie de planta

tem sido utilizada em estudos dos efeitos de metais pesados como o cadmio (13).

J&, o género Cichorium (Asteraceae) é composto por seis espécies com grande
presenca geogréafica na Europa e na Asia. Cichorium intybus, comumente conhecido

como chicdria, € bem conhecido como um substituto do café,

Em relacdo ao café a chicoria apresenta as seguintes vantagens: contém maior
guantidade de substancias soluveis, pode mesmo considerar-se um alimento, devido
ao seu maior valor nutritivo e auséncia de cafeina, que permitem o seu consumo em
maiores quantidades e é mais barata que o café (14). Nesta vertente, a chicoria é
consumida em varios paises da Europa, e consumida também em outras regifes do

mundo, como por exemplo Africa do Sul, EUA e india.

Muitos artigos trazem a analise de compostos fendlicos desta hortalica (15-17), o
que evidencia sua capacidade de ser um alimento com caracteristicas antioxidante,
anti-inflamatéria, antimicrobiana e anticarcinogénica, além disso a ingestdao de
produtos vegetais estd associada com uma reducdo no risco de uma variedade de

doencas crbnicas como aterosclerose e cancer.

Esses efeitos tém sido particularmente atribuidos aos compostos que possuem
atividade antioxidante. Os principais antioxidantes nos vegetais sédo as vitaminas C e
E, os carotenoides e os compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, devido a

sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus



radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao de varios ingredientes do

alimento, particularmente de lipidios (18).

Porém apesar da parte morfolégica e de componentes organicos estar bem
respaldada na literatura, ainda carecem de informacfes a respeito dos macros e
micronutrientes existentes nestas hortalicas, principalmente sobre as possiveis

variagdes de concentragdo quando as hortalicas ndo sdo consumidas in natura.

Ambos os vegetais estdo presentes na Tabela de Composicéo de Alimentos(19),
juntamente ao teores de Calcio, Magnésio, Manganés, Fosforo, Ferro, Sdédio,
Potassio, Cobre e Zinco correspondentes.

2. MACRO E MICROMINERAIS NO CORPO HUMANO

Os lipidios, proteinas e carboidratos séo considerados macronutrientes, pois sdo
consumidos e absorvidos em maior quantidade pelo organismo humano para manter

0 metabolismo com um bom funcionamento.

Os micronutrientes sdo componentes dietéticos essenciais e desempenham um
papel fundamental na prevencéo de doencgas, trinta deles séo essenciais e ndo podem
ser sintetizados pelo organismo, desta forma a obtencao deles através da alimentacéo
se torna critica. Os micronutrientes tém uma série de fun¢des bioquimicas que sao
fundamentais na regulacdo homeostatica da funcédo corporal (20), devido a cada
nutriente participar de forma diferente desse mecanismo, a caréncia pode causar

diversos problemas e dificultar o metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas.

De forma mais especifica, os minerais, objetivo do estudo deste trabalho, sdo uma
subcategoria dos micronutrientes e sdo elementos indispensaveis para manutencao
da vida animal, regulando mecanismos importantes, participando de processos como
o equilibrio acido-base, metabolismo, fluxo osmotico e estimulos nervosos. Sendo
agrupado em: macrominerais, devendo ser consumidos numa porcao acima de 100
mg/dia, tais como calcio, fosforo, magnésio, potassio e sédio e os microminerais, entre

1 a 50 mg/dia, como cobre, fltor, ferro, manganés, molibdénio, selénio e zinco.

Aquém dos macros e micronutrientes, na alimentacdo alguns elementos nédo
possuem funcdo biologica e sdo considerados tdéxicos mesmo em baixas

concentracbes. O bario, por exemplo, € um metal considerado toxico e pode ser



incorporado na estrutura de alguns vegetais a depender da estrutura do solo em que

foi realizado o plantio ou proveniente da agua utilizada na irrigacao.

Segue alguns minerais que foram objetivos de estudo neste capitulo, bem como

suas fun¢des no organismo.

Quadro 1 — Minerais e suas fun¢des no organismo (continua)

Mineral Funcao Referéncia

N&o apresenta funcdo do organismo e é 21)

Ba ! L, S
considerado toxico em certos niveis.

Possui uma série de papéis bioldgicos,
incluindo processos estruturais e
Ca metabolicos chave, como contracéo (22)
muscular, digestdo, coagulacao do
sangue e sinalizacao celular.

Centro ativo de proteinas, responsavel

pela transferéncia de oxigénio e elétrons (23)

em metaloenzimas como oxidases e
desidratases.

Fe

Desenvolvimento fisioldgico celular e na
K regulacéo dos fluidos corporais, (24)
juntamente com o cloro

Atua como cofator de mais de 300
enzimas, estabiliza proteinas e
~ (25)
membranas, e regulacdo de fluxos
ibnicos.

Mg

Manutengéo do volume e da
osmolaridade. Ele também contribui para
a manutencao do equilibrio acido-basico, (26)

a absorcao de nutrientes e € essencial
para a contragdo muscular e transmisséo
nervosa.

Na

Exerce papel estrutural, uma vez que esta
presente na composi¢cdo da membrana
celular por meio de sua combinacdo com
lipideos, formando os fosfolipideos.

(27)

Possui funcdes energéticas, plasticas e de
desintoxicacao, esta presente na
L . (28)
constituicdo de todas as proteinas
celulares.

Incorporado em enzimas, ligando-se ao

DNA e regulando a transcri¢cao de (20)

receptores para hormdnios esteroides e
outros fatores.

Zn

Fonte: Prépria (2019) (final)



3. INFLUENCIA DO METODO DE COZIMENTO

Cozer um alimento significa prepara-lo por meio do fogo e este tratamento térmico
pode ter um impacto positivo (destruicdo de patdgenos e inativacdo de enzimas
indesejaveis) ou negativo (perdas de nutrientes). As condi¢cdes de processamento
podem causar perdas de vitaminas, que variam de acordo com o método de cozimento
e o tipo de alimento. A degradacédo de vitaminas depende de condi¢des especificas
durante o processamento, tais como temperatura, presenga de oxigénio, luz, pH,

umidade e duracao do tratamento térmico (29).

No caso das hortalicas que podem ser consumidas cruas ou cozidas, a depender
do consumo escolhido, a biodisponibilidade de nutrientes (como fitoquimicos,
vitaminas, minerais e fibras) pode ser alterada. Algumas evidéncias sugerem que para
alguns nutrientes, como o licopeno e o0 caroteno, 0 cozimento pode aumentar sua
biodisponibilidade. Porém, o tipo de processamento também pode levar a perdas de

minerais, seja cocgao, secagem, cortes e congelamento.

Prodanov e colaboradores (2004) (30), estudaram a influéncia de imerséo e
cozimento nos teores de tiamina, riboflavina e niacina de leguminosas, como, feijao,
grao de bico e lentilha. O procedimento baseou-se em cozinhar essas leguminosas
durante 35 minutos e depois de secas, liofilizadas e homogeneizadas os componentes
foram determinados por HPLC. Os resultados indicaram que houve perda desses
nutrientes se comparado as amostras naturais, tanto no método de imersao quanto

no cozimento.

Outro autor que estudou a relacdo entre os métodos de cozimento e as
propriedades nutricionais, foi Zhong (2015) (31), no qual comparou o efeito do micro-
ondas usando saco a vapor versus métodos de cozimentos tradicionais na Brassica
oleracea (brocolis). Essas descobertas mostraram que a confec¢édo de recipientes a
vapor ajuda a aumentar o conteado nutricional, e produz alteragdes de cor minimas,
diminuindo o acido ascorbico, mas aumentando a capacidade antioxidante total,
trazendo o indicativo de que cozinhar vegetais a vapor € uma forma de manter a

gualidade nutricional.

Em 2015, Bureau e colaboradores (32) fizeram um estudo mais completo,

comparando quatro métodos de cozimento: ferver em agua, cozinhar com vapor,



cozinhar a pressao e cozinhar em micro-ondas, em treze vegetais: 3 tipos de feijao
francés, ervilha, couve de Bruxelas, brocolis, couve-flor, alho-poro, abobrinhas, ramos,
espinafre, cogumelo, cenoura e planta de ostra. Eles destacam que a caracteristica
nutricional para cada método depende do vegetal, sendo que no geral o cozimento
por micro-ondas ou por presséo pode ser o0 melhor método para preservar a qualidade
nutricional. Porém, a auséncia de resultados gerais para todos 0s componentes e
todos os vegetais (com excecao da fervura) geram uma dificuldade em dar uma
recomendacgao real simples para melhor preservar a qualidade nutricional dos

vegetais congelados.

Muito além da andlise de caracteristicas relacionadas a componentes organicos,
muitos autores analisaram a composi¢do mineral de diferentes tipos de hortali¢as.
Santos e colaboradores (2013) (33), determinaram seis elementos: Fe, Zn, K, Ca, Mg
e Na, em amostras de brécolis coletadas em diferentes cidades do estado da Bahia,
ademais comparou-se 0s teores de minerais em amostras cruas e cozidas. Os
resultados obtidos mostraram que os elementos determinados tiveram seus niveis
diminuidos a medida que os brécolis foram cozidos em relacdo ao cru, sendo o

provavel motivo a perda por lixiviacao.

O estudo supracitado € diferenciado, pois apresenta inclusive o uso de técnicas de
analise multivariada, como o PCA e o HCA, nos gquais trazem a informacdo da
tendéncia de separacdo entre as amostras cruas e cozidas, exemplificado
graficamente através dos graficos das PC’s e do dendrograma, corroborando com o

que ja havia sido observado através da analise dos dados individuais.

A manutencao das quantidades minerais € um desafio, uma vez que, logo apés a
colheita, reacdes quimicas e fisicas passam a ocorrer e podem influenciar na
qualidade, sendo que os principais determinadores das perdas sdo os métodos de
coccéo, pois a temperatura, o tempo e o tipo de cocgao influenciam diretamente na

guantidade final destes nutrientes (34).

Sabe-se que o0 processo de cozimento envolve mudancgas na estrutura das folhas
devido ao efeito do calor e essas reacdes sdo em geral de carater fisico-quimico. A
temperatura empregada, no caso de coccao, € um fator crucial e esta relacionado
intrinsecamente a perda dos nutrientes, modificando assim as propriedades

nutricionais. Desta forma, vale ressaltar que vegetais da mesma espécie podem



apresentar composi¢cdes quimicas diferentes, devido a fatores ambientais,
variabilidade do solo e periodo da colheita. Essas variacfes influenciam diretamente
na interacdo desta amostra com o método de cozimento, pois cada processo interage
de forma diferente com a estrutura do vegetal.

4. AVALIACAO QUIMIOMETRICA — METODOS NAO-SUPERVISIONADOS

Os métodos quimiométricos podem ser aplicados em dados multivariados com os
propésitos qualitativos (analise exploratoria e reconhecimento de padrbes) e
quantitativos (calibracdo). Estes métodos possibilitam encontrar e/ou prognosticar
uma propriedade de um conjunto de amostras, a qual ndo é diretamente mensuravel,

mas que se relaciona com as medidas analiticas que séo obtidas (35).

Os métodos ndo supervisionados de analise consistem em técnicas multivariadas

gue mostram tendéncias de separacéo, viabilizando a obtencdo de informacdes (36).

O numero de parametros analisados (variaveis) nos estudos de reconhecimento de
padrbes € elevado, e a representacdo grafica de todo o conjunto de dados facilita a
interpretacédo dos resultados. Alguns algoritmos foram desenvolvidos para elaborar
graficos que representem a maior quantidade possivel das informa¢des contidas em

um conjunto de dados analiticos.

Esses métodos sdo denominados de nao supervisionados, pois a principio ndo se
conhece as classes a quais 0s objetos (amostras) pertencem ou essa interpretacao
nao é fornecida na hora de construir o modelo matematico. Destacam-se a analise de

componentes principais (PCA) e a andlise por agrupamento hierarquico (HCA).

O objetivo desses métodos sao reduzir a dimenséo dos dados, avaliar e organizar,
sendo que esses dados podem ser de carater continuo, como dados
espectroscopicos, cromatogramas e infravermelho, e discretos, como concentracéo
(devido a algumas limitagbes instrumentais), dentre outros. Esses métodos se

baseiam nas seguintes suposic¢oes (35):

e As amostras do mesmo tipo sdo semelhantes;

e Existem diferencas significativas entre diferentes tipos de amostras;



e O conjunto de medidas disponiveis € capaz de detectar essas semelhancas e

diferencas.

Com base nos padrdes observados e obtidos € possivel chegar a conclusdes,
como a possivel adulteracdo de remédios (37) ou avaliacdo de contaminantes em
diferentes legumes (38), indicando uma gama de aplica¢des possiveis.

4.1. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A andlise das componentes principais (PCA) é uma maneira de identificar a
relacdo entre caracteristicas extraidas de dados. E utilizada quando os vetores de

caracteristicas (variaveis) tém muitas dimensfes ou quando uma representacao

2 1 01 2 3 4
grafica ndo é possivel, porém pode ser utilizado com dimensdes menores.

A componente principal € o vetor que melhor representa a distribuicdo dos dados
no espaco (reta vermelha) e a componente secundaria (reta azul) é ortogonal a

componente principal.

Figura 1 - Representagdo Gréfica das componentes principais

Fonte: Prépria (2018)

Usando o exemplo genérico acima, podemos observar que a distribuicdo dos
dados (representados pelos pontos azuis), indica que podemos expressar a
distribuicdo dos dados na PC1 (em vermelho), pois representa a maior variabilidade
desses dados a segunda componente principal, representaria a maior variabilidade

subsequente a PC1 e assim sucessivamente até que se esgote 100% da variabilidade.



As componentes principais comprimem os dados reduzindo o niumero de variaveis
e facilitando a analise. Cada componente principal sera formada pelas variaveis

originais que combinadas representaram toda a matriz de dados.

Desta forma, cada componente principal sera definida por um par de vetores
pesos e escores. Pode-se interpretar também os pesos como os angulos do vetor
diregdo e os escores como a projegao das amostras em dire¢do das PC’s. Ocorre
entdo, uma mudanga do espaco tridimensional em “n” diregbes, direcdes essas que

numericamente equivalem a quantidade de variaveis em estudo (Figura 2).

Figura 2 - conjunto de dados originais, b) conjunto de dados apés PCA

a) b)
* pc2
. ”
F,f’f:_ o : o ® E\\
2% o ® __“ra

N

Fonte: Prépria (2018)

O numero de PC'’s utilizadas para representar corretamente os dados depende do
grafico de autovalores e de quantas PC’s sdo necessarias para representar a

variabilidade do sistema sem perda de informacao.
4.2. ANALISE DE COMPONETES HIERARQUICOS (HCA)

A Analise de agrupamento hierarquico (HCA) é um método para dividir um grupo
de objetos, caso forem similares estardo na mesma classe. A intencdo é que haja

homogeneidade dentro as classes e heterogeneidade entre as classes.

Diferente das componentes principais, a analise de agrupamento hierarquico, visa
diminuir o nimero de objetos e ndo o numero de variaveis, concentrando-os em um

namero menor de grupos (40). Esta classificacdo € baseada na distancia entre pares



de amostras em um espaco n-dimensional. Quanto menor a distancia entre as

amostras, maior a similaridade entre elas.

Figura 3 — Estagios de formagéo dos clusters
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A figura 4, indica como ocorre o processo de busca da similaridade,
individualmente as amostras sao observadas no espaco, considerando-as um
agrupamento separado, em seguida se calcula as similaridades (pelo calculo de
distancia) entre os pares como mostra a letra b). E assim sucessivamente até que
todas as amostras sejam contempladas em um grupo Unico que contenha todas as

amostras. Este caso, presume um processo aglomerativo.

As amostras similares séo representadas em duas dimensdes num dendrograma
(Figura 4). O dendrograma € um grafico bidimensional que sintetiza as informacdes e
mostra a proximidade das amostras versus a similaridade, pode ser representado de
forma vertical ou horizontal, apesar de ser mais utilizado para exemplificar a relacéo

entre as amostras, as variaveis também podem ser correlacionadas.

Figura 4 — Representacdo do dendrograma
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Fonte: Prépria (2018)



5. AVALIACAO QUIMIOMETRICA — METODOS SUPERVISIONADOS

Diferentemente dos métodos ndo supervisionados que mostram tendéncias, o
método de reconhecimento de padrdes ou método supervisionado sao utilizados para
identificar diferentes tipos de amostras através das semelhancas e diferencas entre

elas. Para isso é importante ter conhecimento das caracteristicas que possam

distinguir esses diferentes tipos de amostras.

Cada amostra diferente teoricamente pertencerd a uma classe diferente, o
conjunto de medidas experimentais € chamado de padrdo e séo classificados de
acordo com a propriedade de interesse. Atribuir essa propriedade a uma amostra e
consequentemente a uma classe € denominada reconhecimento (46). As medidas
utilizadas para a construcédo das classes resultam em um modelo matematico de

classificacdo que classificara futuras amostras desconhecidas.

As técnicas de classificacdo sédo categorizadas de acordo com suposi¢cdes usadas

na construcdo dos modelos, ela podem ser:
1. Paramétricas e ndo paramétricas:

O modelo paramétrico ou classico emprega parametros, como média e matriz de
covariancia, para definir as regras do classificador para cada classe, o que demanda
certa homogeneidade nas propriedades espectrais das classes(35), como o SIMCA e
o LDA. Ja as nao-paramétricas ndo consideram informacdo da distribuicdo da
populacdo como no caso anterior, elas deixam os proprios dados definirem sua propria

estrutura, como o KNN.
2. Discriminantes e Modelativas:

No modelo discriminante as amostras pertencem a somente uma casa, Como no
caso do KNN e o LDA. Ja no caso das modelativas, as amostras podem pertencer a
nenhuma classe, uma ou varias classes ao mesmo tempo, pois as fronteiras podem

se sobrepor, como o SIMCA.

3. Probabilisticas e Deterministicas:



Os modelos considerados probabilisticos estimam um grau de confianca da

classificacéo, no segundo caso, ndo se estima um grau de confianca na classificacao.

Por apresentar uma gama de possibilidades, os métodos supervisionados séo
aplicados em diferentes situacGes, por exemplo: identificacdo de espécies de
madeira(47), distinguir metabdlitos secundarios e divergéncias filogenéticas (48),
deteccdo de abuso de alcool através de marcadores bioldgicos (49), classificacdo de
amostras de acordo com sua origem geologica (50-52), dentre outras.

5.1. LDA

A Andlise de Discriminantes Lineares (LDA) € um método que define uma
superficie de separacdo entre dois grupos considerados distintos, proposto por
Fischer, trabalha-se com projecdes de amostras para determinar um vetor que melhor
discrimine as amostras, através de um critério de maximizagdo da separacdo entre

duas ou mais classes de amostras (53).

Vale ressaltar que diferentes dos outros métodos de analise supracitados o LDA,
discrimina dois grupos construindo uma fronteira em linha reta (Figura 8), com isso o
método tenta encontrar a melhor maneira de projetar as classes num plano de forma

gue apresentem a melhor separacao interclasses.

Figura 5 — Representacao gréfica dos limites lineares
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Porém, para que o método de classificacdo seja bom, os erros devem ser
considerados ou até mesmo previstos, com isso se reduz a probabilidade de ma

classificagao.

E um dos métodos mais simples de se aplicar, porém apresenta algumas

desvantagens como: ser somente aplicado quando o niumero de variaveis é menor



gue o de objetos, assumir que as classes sdo linearmente separadas, sendo que
muitas vezes a realidade € outra, sensivel a outliers e dificuldade quando o niumero

de classes a se distinguir € muito grande.

Baseando-se na Funcao Discriminante Linear de Fischer, uma combinacao linear
gue tem como intuito produzir uma separacdo maxima entre duas populacdes b
Considerando que pi e S* sdo parametros conhecidos e respectivamente, 0os vetores
de médias e a matriz de covariancias comum das populacfes Ti. Demonstra-se que
a funcéo linear do vetor aleatério X que produz separacdo maxima entre duas

populacdes é dada por (54):

DIX)=L'X=[u -] " X
(14)

Sendo:

L = vetor discriminante;

X = vetor aleatério de caracteristicas das populagdes;

V1 vetor de médias p-variado;

1 = matriz comum de covariancias das populagdes 11 e 112;

O valor do Discriminante de Fischer €é dado pela equacao:

D(xo)= [/ul _;uz]l' x X,

(15)
O ponto médio entre as duas médias populacionais p1 e H1 é:

1 -
m =-|;U1 _/L‘{z] 2 K [/ul +1u2]

2 (16)
Ou seja,

1
m=2[D(u)+ Dl ]

(17)



Logo, para que um elemento seja incluido em um grupo ou outro, é:
' 1
Alocar X, em m; se D(xu)= [p] —,uj] XX, 2m

Alocar X, em, se D(x, )= Ltt, - ﬂ:]‘- Xx, <m
(18)

Desta forma, podemos assumir que as populacdes, tem a mesma matriz de

covariancia sendo possivel estimar uma matriz de covariancia conjunta.

, n, —1 , n, —1 ,
Sc = . : . ) Sl + ) : . ) '52
(7’?1—1)+(7’?2—l) (7’?1—1)+(I’?2—l)
(19)
Portanto, a funcéo discriminante € dada por:
Sc = estimativa da matriz comum de covariancias S;
nq = numero de observagdes da populagao 1ri;
no = numero de observagdes da populagao 1r2;
S1 = estimativa matriz de covariancias da populagao 1i;
S, = estimativa matriz de covariancias da populagao 1r2;
a1 !
A — P = -1 .
D(x)=L -x —[,\.1 —3.2] S -x
(20)

Em que:

D(x) = funcéo discriminante linear amostral de Fischer
L’ = estimativa do vetor discriminante;

X1 = média amostral da populagao m:

X2 = média amostral da populagao 12

5.2. AVALIACAO DO MODELO SUPERVISIONADO DE ANALISE



Para avaliar se a construcdo do modelo criado é adequada se faz necessario
avaliar determinados parametros como: especificidade, sensibilidade, falso positivo e

exatidao.

Para isso, utiliza-se a tabela de contingéncia, também chamada de matriz de
confusdo, com o intuito de representar a quantidade de amostras que forma
classificadas em casa classe, a partir dela, é possivel extrair as figuras de mérito. A
sensibilidade expressa qudo bem o modelo é capaz de classificar as amostras
corretamente nas classes, ja a seletividade informa as amostras que ndo foram
classificadas numa determinada classe de forma correta. Ja, a taxa de falso positivo
indica as amostras que foram classificadas de forma equivocada em uma classe que

nao héa pertence, e o falso.

6. DETERMINACAO DE MINERAIS POR ESPECTROMETRIA DE EMISSAO COM
PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP-OES)

Existem diferentes técnicas sequenciais e multielementares que podem ser
utilizadas para determinar diferentes analitos, como o GFAAS, FAAS e
frequentemente o ICP-OES e o ICP-MS.

Técnica utilizada, nessa tese, o ICP-OES possui uma fonte de plasma baseada
na excitacdo de atomos que alcanca altas temperaturas e a amostra ao ser nebulizada

passa por trés etapas: dessolvatacéo, vaporizacao e por fim a excitagao (55).

O ICP-OES é considerado uma escolha viavel para determinar metais em
diferentes matrizes pois é uma técnica consolidada, robusta, com boa
reprodutibilidade e alta sensibilidade, na faixa de mg L e alguns elementos na faixa
de pg L, além de uma boa linearidade. Porém, apresenta algumas limitacées, como

efeitos de matriz consideraveis e interferéncias quimicas e espectrais.

Devido a estas caracteristicas, Naghipour e colaboradores (2018), fizeram uso do
ICP-OES para determinar metais pesados (Cd, Pb, Cu, Ba, Co e Sn) em amostras de
frutas e vegetais, vale ressaltar que por se tratar de amostras sélidas, fez-se
necessario uma etapa de preparo da amostra através da decomposic¢ao por via imida
utilizando &cido nitrico, demonstrando uma das limitacdes desta técnica quando

relacionada ao estado fisico que se apresenta a amostra.



Tratando-se da determinacédo de minerais em amostras de hortalicas o Quadro 2
traz um compilado de alguns artigos encontrados na literatura, indicando o uso desta

técnica como uma alternativa viavel para a determinacdo de minerais em amostras
semelhantes.

Quadro 2 — Determinacdo de minerais em amostras de vegetais usando ICP-OES

Elementos _
Amostra ) Referéncias
determinados
Folhas de rabanete,
rabanete, salsinha,
espinafre, Ba, Cd, Co, Pb, Cu,
. (56)
cebolinha, alho- Sn
pord, horteld,
coentro
Couve Ca. Fe, Fe, Mg, Zn (57)
o Ca, Fe, Mn, K, Mg,
Brécolis (33)
Na e Zn
Variedades da
N Ca, Cu, Fe, K, Mg,
familia (58)
) Mn, Na, P e Zn
Brassicaceae




) Ca, Cu, Fe, Mg, Mn
Agriao (59)
e Zn

7. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Uma série de parametros sdo avaliados para que um método especifico seja
considerado adequado a ser aplicado em determinadas amostras, com iSSoO uma

gama de requisitos € calculada, com o propdésito de validacéo.

7.1. LIMITE DE DETECCAO (LD) e QUANTIFICACAO (LQ);

Considerados parametros importantes de qualquer método analitico a ser
desenvolvido, o limite de deteccdo € a concentracdo na qual é possivel diferenciar

o branco do sinal do analito, identificando a presenca ou nao dele.



Ja o limite de quantificacdo é a concentracdo minima na qual o analito em
questdo € quantificado com exatiddo, garantindo a confiabilidade da resposta

analitica gerada.

A IUPAC (60) recomenda expressa-lo matematicamente como trés vezes o
desvio padréo do valor do sinal analitico correspondente ao branco (s) obtido de 20
a 30 determinacdes, dividido pela inclinacdo da curva analitica (S). De acordo com

as equacoes:

_ 3=
LD=2 (21)

LQ==" (22)
7.2. SENSIBILIDADE E LINEARIDADE

A sensibilidade esta relacionada com a capacidade de o método distinguir, com
determinado nivel de confianca, duas concentragcdes proximas. Métodos
considerados sensiveis indicam que uma pequena diferenca na concentracdo do

analito resulta numa grande variacdo do sinal analitico medido.

J4, a linearidade é a capacidade de um método analitico em produzir resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras em uma
dada faixa de concentracdo, frequentemente expressa através do coeficiente de
correlacéo, R, e do coeficiente de determinagdo, R?. Contudo, valores de R préximos
de 1 ndo implicam necessariamente que a curva analitica apresenta linearidade

satisfatoria.
7.3. FAIXA LINEAR DE TRABALHO

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio sera
utilizado, nesse caso, o valor inferior corresponde ao limite de quantificacéo e o
superior, corresponde até a concentracdo na qual a curva analitica permanece
linear. Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdo do

analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado (61).



7.5. PRECISAO

Indica a dispersado dos resultados em analises de amostras num curto periodo
de tempo, com 0 mesmo operador, mesmo instrumento, no mesmo laboratorio.

Nesse caso, também denominado repetibilidade.

Quantitativamente avaliada através do desvio padréo associado a média de um
conjunto de ensaios independentes, sendo expressa como desvio padrao relativo
(RSD)

RSD=(s/x)x100% (23)

Onde x € o valor médio do conjunto de resultados e s € o desvio padrao

associado.
7.6. EXATIDAO

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.
Geralmente € avaliada através de ensaios de fortificacdo (adicdo e recuperagao)

e/ou Materiais Certificados de Referéncia (CRM).

O uso do CRM é mais adequado pois as concentracfes sdo certificadas e
referidos com incerteza, sendo possivel realizar testes estatisticos de exatidao
(teste t) e teste de precisao (teste F). Porém ha casos em que o uso do teste de
fortificacdo se faz necesséario, pois ndo existe CRM de matriz semelhante a amostra
em estudo. A exatidao foi avaliada utilizando o material de referéncia certificado de
folnas de maca (NIST 1515) obtido através do National Institute of Standard
Technology.

8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de Mostarda foram coletadas de fevereiro a junho de 2017, em
supermercados e feiras nas cidades de Salvador, Serrinha, Berimbau e Feira de
Santana, Bahia. J4, as amostras de Chicoria foram coletadas entre marco e setembro

de 2018 somente em supermercados da cidade de Salvador, Bahia.



8.2. PRE-TRATAMENTO

As amostras de mostarda e chicéria, apds a coleta, foram higienizadas com uma
solugéo de Extran a 2% v/v por 15 minutos com o objetivo de remover as impurezas
e residuos de possiveis agrotoxicos. Em seguida, foram lavadas com agua ultrapura

e secas com papel toalha.

Sobre um papel filme, a fim de evitar contaminac¢des, as amostras foram cortadas
com garfos e facas de plasticos (Figura 9a), homogeneizadas, rotuladas e em
seguidas armazenadas em recipientes de plasticos descontaminados (Figura 9b) até
serem levadas para balangca e seguirem com os procedimentos de preparo de

amostra.

Figura 6- Preparo das amostras, a) aspectos da amostra pos corte e b) recipiente de
armazenamento.

Fonte: Prépria (2017)

8.3. PROCEDIMENTO DE DIGESTAO DAS AMOSTRAS

O bloco digestor com o uso de dedo frio foi escolhido por ser um sistema de
digestéo por via imida, logo ocorre a mineralizacdo das amostras sendo possivel sua
determinacao por ICP-OES

Sendo assim, aproximadamente 2 g de amostras foram pesadas e digeridas em
4 mL de acido nitrico e 1 mL de peroxido de hidrogénio adicionado 1h apés o inicio da
digestédo. O tempo total desse processo foi de duas horas. No caso da chicéria, foram

utilizados 3 mL de &cido, mantendo todos 0s outros parametros iguais.



A diferenca entre os volumes de acido utilizados pode ser explicada pela diferenca
no teor de fibras encontradas em cada hortalica, sendo uma relacdo diretamente
proporcional, ou seja, quanto maior o teor de fibras, maior a quantidade de &cido
usado para facilitar a digestdo, uma vez que a chicoria apresenta 3 g/100 g de fibras
e a mostarda 4g/100g. Além disso, o aspecto visual do digerido, no caso da mostarda,
foi um fator determinante para o aumento do volume do uso de &cido na digestéo,
como pode-se observar na figura 11, j& que um dos indicios de uma digestdo completa
€ a limpidez do digerido, algo que nao foi atingido ao utilizar menores volumes de
acido Foram pesados aproximadamente 2g de amostras e em seguida a digestao
prosseguiu com 4 mL de acido nitrico e 1 mL de peroxido de hidrogénio, ao qual foi
colocado uma hora ap6s o inicio da digestédo a temperatura de 145°C e duracdo total
de 2h.

Figura 7 - Aspecto da amostra digerida com menor volume de acido

Fonte: Prépria (2017)

ApoOs a digestao as solugdes foram transferidas para um tubo de polietileno e
diluidas para 15 mL com agua ultrapura. Cada amostra foi realizada em triplicata, bem

como o branco.

Os volumes escolhidos tanto para o acido, peréxido e o tempo da digestédo foram

corroborados em artigos ja encontrados na literatura (62,63) que usam esses valores



em matrizes semelhantes, portanto ndo se considerou necessario esse tipo de

monitoramento.

O procedimento descrito acima foi realizado para todas as amostras que

passaram pelo processo de coccéo.
8.4. SISTEMA E METODOS DE COCQAO EMPREGADOS

Foram avaliados trés sistemas de coccédo diferentes: cozido em fogao
convencional, uso do micro-ondas e cozimento em vapor (Figura 8), comparados com
a amostra crua, todos com o aproximadamente 2g de amostra e realizados em

triplicata.

Figura 8 — Aparato para cozimento em vapor
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Fonte: Prépria (2017)

Vale ressaltar que todo o material usado era de laboratério e devidamente
higienizado para evitar contaminagcdo. A cocg¢dao das hortalicas foi realizada no

laboratdrio do Instituto de Quimica da Universidade Federal da Bahia.

Por ndo haver um tempo de cozimento estabelecido para a mostarda e a chicoéria,
tomou-se como referéncia a metodologia descrita por Botelho (2005) para alimentos
semelhantes (64). No caso da mostarda, hortalicas da familia Brassicaceae e no caso
da chicéria hortalicas da familia Asteraceae.



Quadro 3 — Metodologia de coccdo empregados

Tratamento Tempo médio (min) Volume de agua (mL)
Fogéao convencional 1523-20P 50
Micro-ondas* 5ab 50
Vapor 1523-20P 50

afolhas de chicoria, P folhas de mostarda
*utilizada poténcia maxima

O tempo de coccdo era contado a partir do momento que a dgua entrava em

ebulicdo. E o tempo em micro-ondas era contado de acordo com o timer do préprio

eletrodoméstico.

8.5. INSTRUMENTAL

A determinacdo de elementos quimicos: potassio, calcio, sédio, ferro, fésforo,

magnésio e enxofre foi realizada empregando-se um espectrébmetro de emissao Optica

de plasma indutivamente acoplado com visualizagdo axial - ICP OES (Vista Pro

Varian, Mulgrave, Australia). Os parametros instrumentais estdo descritos na tabela
1. Também foram utilizadas a balanca analitica SARTORIUS, modelo BLD105 e bloco
digestor modelo TE-040/25 (TECNAL, Sao Paulo, Brasil) com controle de

temperatura.

Tabela 1 — Parametros instrumentais do ICP OES

Parametros Valor/Especificagdo
RF gerador de frequéncia (MHz) 40
RF poténcia (kW) 1.0
Vazéo do plasma (L min?) 15
Vazédo do gas auxiliar (L min') 15
Pressdo do nebulizador (KPa) 200

Sistema de nebulizacdo

Linhas espectrais selecionada (nm)

V-Groover com camara de spray de
PTFE Sturman-Masters
K 1l (766.491), Ca Il (317.933), Na |
(589.592), Fe ll (238.204), P | (213.613),
Mg Il (285.213), e S 11 (181,972).




8.6. REAGENTE E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico (Merck,
Darmstadt, Alemanha), sendo que as soluc¢des analiticas de referéncia dos elementos
quimicos foram preparadas, antes da utilizagcdo por diluicdo seriada de solugbes de
referéncia estoque com concentracées de 1000 ou 4000 mg L. Todas as solucdes
foram preparadas utilizando agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, EUA).

O material de referéncia certificado de folhas de maca NIST 1515 fornecido
Institute of Standard and Technology (Gaithersburg, MD, USA) foi utilizado para os

testes de validacéo.
9. PARAMETROS ANALITICOS

Os parametros analiticos foram realizados de acordo com os procedimentos
descritos no tépico 7, e foram analisados a sensibilidade, preciséo, limite de deteccao

e guantificacdo e exatidao.
9.2. LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O limite de deteccéo e quantificacao foi obtido de acordo com as orienta¢cdes do
IUPAC, na qual foi realizada analise de dez brancos analiticos, de acordo com as
equacdes 21 e 22. Para cada elemento foram obtidos valores de LD E LQ diferentes,

de acordo com a tabela abaixo.

Tabela 2 — Valores de LD E LQ para as amostras de folha de mostarda e chicéria

Folha de mostarda Folha de Chicoria
Limite de Limite de Limite de Limite de
Elemento deteccéo Quantificacéo deteccéo Quantificacéo
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
Ba 0,02 0,07 0,02 0,07
Ca 3,14 10,36 0,16 0,53
Fe 0,04 0,13 0,19 0,63




K 2,56 8,45 0,23 0,76
Mg 1,26 4,16 0,22 0,73
Na 6,77 22,34 0,1 0,33

0,06 0,19 0,02 0,08
S 0,62 2,06 0,09 0,31
Zn 0,19 0,62 0,02 0,07

9.3. SENSIBILIDADE, FAIXA DE TRABALHO E LINEARIDADE

A faixa linear de trabalho se inicia no limite de quantificacdo do analito e termina
no ponto final da curva de calibracdo. Enquanto no caso da linearidade é necessario
conhecer a dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do analito, obtida
por padronizagdo interna ou externa e formulada como expressdo matematica usada

para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real (61).

Tabela 3 — Valores de sensibilidade, faixa linear e coeficiente de determinagéo para ao analitos
determinados nas folhas de mostarda e chicéria

Folha de mostarda Folha de chicéria
Elemento Sensibilidade Faixa linear R2 Sensibilidade Faixa linear R2
(L mg*) (mg L) (L mg™) (mg L)
Ba 591679 0,08 - 40 0,9986 591679 0,048 - 70 0,9995
Ca 595427 10,47 - 60 0,9961 595427 0,531 - 60 0,9973
Fe 2864,7 0,12-20 0,9976 2864,7 0,61 - 20 0,9942
K 5957,4 8,52 -100 0,9978 5957,4 0,764 -150 0,9937
Mg 63042 4,2 - 40 0,9992 63042 0,73-40 0,9897
Na 21701 22,55 - 150 0,9977 21701 0,014 -100 0,9982
P 73,313 0,19 - 150 0,9986 73,313 0,08 - 150 0,9976
S 66,646 2,06 - 20 0,9946 66,646 0,307 - 20 0,9984
Zn 10693 0,62 - 20 0,9988 10693 0,065 - 20 0,9882

A sensibilidade é considerada satisfatoria, bem como a faixa linear de trabalho,
pois todos os analitos medidos nas amostras, ainda que utilizando os métodos de
coccéo, estdo dentro da faixa de trabalho, garantindo a seguranca da medida obtida
pelo método. Os coeficientes de determinacgédo (R?) variaram entre 0,98 e 0,99, valores
considerados adequado e dentro dos parametros estabelecidos pelo INMETRO,

acima de 0,90.

9.4. PRECISAO



Na tabela 6, constam os valores de precisédo para cada analito, referente a cada
amostra analisada. A precisdo do método foi calculada através do desvio padréao
relativo (DPR), pelo processo de repetibilidade, realizando dez repetigcbes do ponto
intermediario da faixa de trabalho.

Tabela 4 — Valores de desvio padréo relativo, referente a dez repeticdes.

Preciséo (%)

Elemento Folha de mostarda | Folha de chicoria

Ba 0,7 4.6
Ca 2,5 2

Fe 8,8 3,7
K 0,2 3,5
Mg 3,7 0,4
Na 8 2,4
P 4,8 2,9
S 4.9 0,4
Zn 3,8 1

De acordo com o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO), o critério de preciséo esta atrelado a concentracédo do analito, utilizando
como base os critérios definidos pela AOAC (Association of Analytical Chemists) (75).
Como as concentracdes variam na faixa de 100 pg Lt a 500 mg L o desvio padrédo
pode variar de 15 a 1,9%, desta forma, a precisdo do método esta coerente com o
padrdo estabelecido para comparacao, indicando precisdo adequada do método para
determinacao dos analitos pretendidos.

9.5.EXATIDAO

Para avaliar a exatiddo dos resultados encontrados através do método utilizado,
fez-se uso do CRM NIST 1515, de folha de macga, pelo Instituto Nacional de Padréo e
Tecnologia. A comparacdo dos valores encontrados e certificados para cada
elemento € realizada com o uso de dois testes estatisticos, primeiramente, o teste F
que é feito com o objetivo de comparar as variancias de dois grupos de dados e em
seguida o teste t de student que compara os valores da média, usando como base os
graus de liberdade e o intervalo de confianga, considerou-se 95% de intervalo de
confianga, com a = 0,025 (bilateral), logo o valor de tcritico = 4,317, € 0 valor de Fecritico =

19,000. Se o valor tcalculado < teritico, aSSim como 0 valor de Fcalculado < Feritico 0S dados



sao estatisticamente significativos. Os valores de t e F estdo compilados na tabela

abaixo.



Tabela 5 - Comparacao entre as concentracdes dos analitos no material certificado (n=3)

Folha de mostarda

Folha de chicéria

Valor certificado valor Valor certificado Valor
Elemento (mg kg'l)* encontrado Fcalculado feaculculado (mg kg'l)* encontrado (mg Fcalculado teaculculado
(mg kg-1) kg-1)
Ba 48,8+ 2.3 46,2+ 0.5 17,488 -8,188 48,8+ 2,3 46,0+ 24 0,918 -1,876
Ca 15250 + 100 15166 = 200 0,250 -0,727 15250 + 100 15080 + 83 1,452 -3,548
Fe 82,7+26 84,5+0.9 8,346 3,272 82,7+26 83,3+ 3,0 0,751 0,346
K 16080 = 210 15914 + 246 0,729 -1,169 16080 + 210 16257 + 75 7,840 4,088
Mg 2710+ 120 2735+ 77 2,429 0,562 2710 £ 120 2798 + 84 2,041 1,815
Na 244+2.1 28,1+1.7 1,526 3,770 244 +21 2655+19 1,222 1,914
P 1593 + 68 1642 + 42 2,621 2,021 1593 + 68 1518 + 100 0,462 -1,299
S 1800 1765+ 41 - -1,479 1800 1780 = 30 - -1,155
Zn 12,45+ 0.43 13,82 +1.28 0,113 1,854 12,45+ 0,43 13,1+1,7 0,064 0,662




Os valores de Fcalculado S80 menores do que o valor de Ftabelado (19,000) para 2
graus de liberdade correspondentes a cada analise, indicando a confirmacdo da
hip6tese nula, logo as varidncias ndo séo estatisticamente diferentes. Com isso, 0s
valores de t foram calculados, obtendo também valores menores que o t tabelado
(4,30) para 2 graus de liberdade. Dessa forma, os resultados obtidos em ambas as
analises ndo sao estatisticamente diferentes. Resultando na validacdo do método

analitico utilizado, confirmando a sua exatidao.

10. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido ao grande consumo e por ser considerado um alimento de grande valor
nutricional, avaliar a composi¢ao mineral de diferentes hortalicas € essencial. Para tal,
optou-se como forma de preparo de amostras a decomposicdo por via Umida com o
uso de dedo frio, pois por naturalmente a amostra apresentar um teor grande de fibras,
sendo majoritariamente organico, torna-se necessario a mineralizacdo da amostra
para disponibilizar os analitos em solu¢des aquosas possibilitando a analise por ICP-
OES.

N&o se fez necessario realizar uma etapa de otimizacéo deste processo, pois ha
inUmeros artigos que corroboram o uso dos volumes referidos de acido, peroxido, bem

como o tempo de digestdo e a massa da amostra (65,66).

Para melhor discussao dos resultados, primeiro serdo expostos os dados relacionados
a folha de mostarda, e sem seguida da folha de chicéria, no fim serdo discutidos a

analise multivariada deste compilado de dados.

10.1. COMPOSICAO MINERAL DAS FOLHAS DE MOSTARDA DE ACORDO COM
O METODO DE COZIMENTO

Posterior a etapa de digestdo prosseguiu-se para a determinacdo do analitos
através do ICP OES, nos parametros ja explicitados anteriormente. Os dados obtidos

na leitura de 48 amostras estéo representados na tabela abaixo:



Tabela 6 — Comparativo entre amostra de mostarda e a tabela de referéncia (ug L)

Elementos Mostarda (;élclc))*
Ba 4,3 +38 -
Ca 53+9 68
Fe 0,8+0,2 1,1
K 121 +8 364
Mg 33+8 16
Na 18,8 + 6,3 3
33,3+8,1 58
80+ 11 -
Zn 1,3+0,4 0,3

*Valores de referéncia.

Comparando os valores encontrados com os apresentados na Tabela Brasileira
de Composicdo de Alimentos (19), os valores de célcio e ferro sdo semelhantes,
porém o valor de potassio na amostra é trés vezes menor, bem como o valor de
fosforo, magnésio, sodio e zinco. J&, para o valor de enxofre ndo ha comparativo, pois

nao se encontra na tabela utilizada como referéncia.

O potassio foi o nutriente de maior concentracdo na amostra, estudos como o de
Alves et, al (2011) corroboram essa informacao, na qual o autor estudou a variacao
da vitamina C, potassio, fosforo e céalcio em amostras de brécolis, vegetal da mesma

familia que a mostarda, obtendo resultados semelhantes.

A TACO por ser uma tabela composta por um plano de amostragem e coleta que
contempla todas as regides do Brasil, através de um projeto integrado entre diferentes
laboratorios, traz um valor determinado com garantia de sua confiabilidade analitica.

Porém, amostras biologicas podem apresentar teores de nutrientes variaveis,
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dependendo do tipo de clima, solo, variabilidade, producdo, dentre outros. Desta

forma, a variacdo encontrada nem sempre pode ser considerada erro (67).

Isso acontece, pois, 0 mecanismo de interacdo entre solo-planta se da através de
quatro processos: absorcao, adsorcao, fixacado e imobilizacdo, desta forma os teores
de minerais podem ser explicados pelo tipo de solo, pois 0s minerais sdo passiveis de
absorcédo pela planta. Elementos como o célcio e o magnésio sdo dependentes do
fluxo de massa, que € governado pela presenca de agua no solo. Ja o fésforo, que
tem mobilidade limitada no solo devido as fortes reacdes de sor¢ao nos argilominerais,
€ dependente da difusdo. Uma vez no interior da planta, a dindmica de redistribuicdo
dos elementos quimicos apresenta padrdo bem distinto. Resultando em

concentracoes de minerais

Elementos como o nitrogénio, o potéssio e o fésforo séo muito moveis e participam
da formag&o de novas estruturas vegetativas (ramos novos e folhas, por exemplo),
justificando seus maiores teores em hortalicas folhosas e corroborando com os
valores encontrados. Ja, o enxofre e o0 magnésio tém mobilidade intermediaria, e o
calcio e o boro sdo bastante imoveis. A menor mobilidade de elementos no interior da
planta faz com que sintomas de deficiéncia sejam sentidos nas partes mais novas ou
na porgdo superior da planta. A dinamica dos elementos menores, os chamados
microminerais, também segue esse carater particular de mobilizacdo no solo e

translocacao no interior das plantas (68).

Dentre 0os macrominerais, 0 potassio apresenta maior concentracao, corroborando
com um estudo realizado em 1978 que estudou a composicao de diferentes grupos
de hortalicas, totalizando 35 espécies, incluindo hortalicas folhosas do mesmo género
da mostarda — Brassica Alba (69). As hortalicas folnosas tendem a apresentar maiores
teores de K, Ca, P, S e por fim Mg.

As figuras 9 e 10 trazem a concentragdo dos analitos nas amostras cruas,

comparando-as com as amostras que passaram pelas operacdes térmicas de
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preparo. Foram contrastadas com as amostras cozidas micro-ondas, fogéo e vapor.
Os resultados correspondem a média da concentracéo de cada elemento num grupo

de doze amostras cada.

Figura 9 — Grafico dos teores de macrominerais de acordo com o tipo de processamento térmico
em amostras de folhas de mostarda
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Figura 10 — Grafico dos teores de microminerais de acordo com o tipo de processamento em
amostras de folhas de mostarda
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Pode-se observar que os valores das amostras cruas sdo sempre maiores se
comparadas as amostras que passam pelos diferentes métodos de coccao, o que ja
é de se esperar pelo fato de a amostra estar em seu estado natural. Enquanto o uso
do forno micro-ondas foi responsavel pelas maiores redugcbes dos nutrientes da
amostra na seguinte ordem: soédio; fosforo>potassio>bario; calcio; ferro; enxofre;

zinco>magnesio.

O teor de sodio apresentou ser mais suscetivel as perdas do que o potassio, isso
pode ser explicado pois, na célula humana, o potassio esta presente em maiores
guantidades no fluido intracelular, enquanto o sodio é verificado em maior quantidade
no meio extracelular. Isso explicaria a maior suscetibilidade da perda de sddio, caso
o comportamento fosse semelhante na célula vegetal, porém as hortalicas possuem
pouca ou nenhuma quantidade de soédio e esse mineral ndo é considerado essencial

para a sobrevivéncia dos tecidos vegetais (70).

Os teores de soédio e fésforo foram reduzidos em aproximadamente 96%, o
potassio em torno de 76%. A menor perda, ocorreu com 0 magnésio reduzindo em
33% o0 seu teor se comparada a amostra in natura. Os demais elementos, a reducao
ficou em torno de 50-60%. De modo geral, o cozimento em micro-ondas apresentou
as maiores perdas na seguinte ordem: sédio; fosforo>potassio>bario; calcio; ferro;

enxofre; zinco>magnésio.

Sabe-se que 0 aquecimento no micro-ondas funciona devido ao processo de
irradiacdo das ondas eletromagnéticas formadas por um dispositivo que converte
energia elétrica em micro-ondas, o magnetron. Esse aquecimento € devido a interacéo
da onda eletromagnética com o dipolo elétrico da molécula, quando o campo é
aplicado as moléculas tendem a se alinhar com o campo, em seguida, quando o
campo que provocou a orientacéo dos dipolos moleculares é removido ocorrera uma
relaxacéo dielétrica, isto €, as moléculas tenderdo a voltar para o estado anterior

(menos alinhado), dissipando a energia absorvida na forma de calor (71).
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A frequéncia de radiacdo do forno de micro-ondas nao € igual a frequéncia de
oscilacdo das moléculas de agua, porque se fosse a mesma frequéncia ela seria
totalmente absorvida nas primeiras camadas dos alimentos e a parte interna n&o seria
penetrada, desta forma a frequéncia escolhida € um meio-termo para que ocorra a

penetracdo tanto nas primeiras camadas do alimento como no seu interior (72).

As propriedades dielétricas da maioria dos materiais bioldgicos sédo altamente
dependentes do seu teor de 4gua, essa influéncia deve-se ao valor relativamente
elevado da permissividade elétrica relativa da agua em relacdo ao valor

correspondente para a matéria seca presente nesses produtos.

Para a induastria alimenticia, por exemplo, as propriedades dielétricas sao
importantes durante o processamento de alimentos para detectas as condi¢cdes de
processamento e para a determinacdo e garantia da qualidade dos produtos em
processos de cozimento, resfriamento e congelamento. Processos de refrigeracdo e
de cozimento ocorrem principalmente por fendmenos de conducéo e convecgdo que
dependem principalmente da condutividade, mas também da emisséo e da absorcéo
de radiacdo, portanto caracteristicas dielétricas sdo parametros importantes a serem

considerados.

Segundo Torrdo et al (2010) (73), o teor de agua afeta significativamente as
propriedades dielétricas do alimento e consequentemente a profundidade de
penetragdo das micro-ondas. Em alimentos com alto teor de umidade, como no caso
da mostarda, a taxa de aquecimento desigual € observada por causa da baixa
profundidade de penetracdo de micro-ondas, por este motivo ndo ha uma correlagéo
que explique as diferencas de reducdo dos nutrientes para cada tipo de nutriente
estudado. Ja que a interacdo entre as folhas e a radiacdo é desigual, corroborando
essa variacao de 33 a 96% de diferenca entre a queda dos teores e diminuicdo do

valor nutricional.
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O cozimento em fogao convencional, conhecido como cocc¢do umida por imerséao,
também mostrou perdas significativas de nutrientes, de 50 a 90%, neste caso esse
comportamento é explicado devido ao uso de uma grande quantidade de agua que se
utiliza para o preparo térmico, em virtude disso a perda ocorre tanto pelo processo de
lixiviagdo quanto pela remocao de nutrientes do conteludo intracelular por acdo da
agua. O aquecimento neste caso ocorre pelo processo de convecc¢do, na qual as
moléculas transmitem calor as vizinhas por contato, sendo assim um aguecimento que

ocorre de fora para dentro.

Ao passo que a menor perda dos nutrientes ocorreu quando se utilizou o
cozimento a vapor. Esse comportamento pode ser explicado por dois motivos: o fato
de o alimento ndo estar diretamente em contato com a agua evita as perdas por
lixiviagao e difusdo, bem como o calor especifico do vapor d’agua ser menor que o da

agua em estado liquido que esta gerando esse calor.

10.2. COMPOSICAO MINERAL DAS FOLHAS DE CHICORIA DE ACORDO COM O
METODO DE COCCAO

A composicéo da folha de chicoria foi comparada também com as informacgfes da

tabela de referéncia TACO.

Tabela 7 — Dados de concentracdo em mg 100 g da folha de chicéria crua.

Elementos Ba (-Iz-éfl?*
Ba 1,4+04 -

Ca 32,2+4,6 45
Fe <LD 0,5

K 43 +11 435
Mg 1,2+0,6 14
Na 18,8 +6,3 14

1,92 +0,01 13
S 09+0,1 -
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Zn 0,9+0,3 0,1

No geral, pode-se observar que os valores encontrados foram abaixo dos obtidos
pela tabela de composi¢do de alimentos, mas como foi explicado no tépico anterior
esses valores podem variar de acordo com questbes empiricas e de sazonalidade,

nao invalidando os resultados obtidos.

No caso do sbdio, a planta pode se desenvolver sem sua presenga, poréem em
locais que ha baixa concentracdo de gas carbbnico, o sddio auxilia ho aumento da
eficiéncia da fotossintese e além disso em algumas espécies, 0 Na pode substituir o

K, com beneficios para a planta (70).

O teor de célcio foi maior do que o encontrado na tabela de referéncia o que
explica a reducdo do teor de potassio e magnésio presentes, pois ambos tém inibicdo
competitiva, ou seja, estes elementos competem pelo mesmo sitio de absorcao da

planta.

As folhas de chicoria foram coletadas somente em mercados localizados na
cidade de Salvador, Bahia e passaram pelos processos de cozimento descritos no
item 8.4. As figuras 14 e 15 trazem a concentracdo dos analitos nas amostras cruas,
comparando-as com as amostras que passaram pelas operacdes térmicas de
preparo, contrastadas com as amostras cozidas micro-ondas, fogdo e vapor. Os
resultados correspondem a média da concentracdo de cada elemento num grupo de

24 amostras cada.
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Figura 11 - Grafico dos teores de macrominerais de acordo com o tipo de processamento em

Concetragdo (mg 100g?)

Figura 12- Grafico dos teores de microminerais de acordo com o tipo de processamento em
amostras de folhas de chicoria
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Observa-se que para os elementos contidos no gréafico da figura 15, praticamente
nao houve variacdo média entre as concentracfes independente do tratamento
térmico de cozimento. Esse comportamento pode ser explicado devido ao fato da
energia empregada pelo cocgcdo nédo ter sido suficiente para lixiviar/extrair os
nutrientes, sendo que estes se encontram presos em estruturas quimicas estaveis,
como no caso do enxofre que ao ser incorporado pela estrutura da planta se liga a
compostos organicos pouco moveis, sendo 0s aminodcidos que os contem muito

estaveis (74).

No caso dos macrominerais, 0 cozimento em vapor se mostrou uma forma de
cozimento melhor, com queda nos teores de célcio e potassio em torno de 50%,
enguanto os outros elementos as quedas giraram em torno de 60-70% comparada a

amostra natural.

Diferente da amostra de mostarda, a diferenca entre as amostras que passaram
pelo cozimento seja em forno ou micro-ondas ndo foram significativas, indicando
perdas semelhantes independente do elemento estudado. Caracteristica essa ainda

mais evidente no caso dos microminerais.

Porém, analisando os valores individuais, a chicéria apresentou o0 mesmo
comportamento da folha de mostarda, indicando que o cozimento por micro-ondas

leva a maior perda dos nutrientes.
11. ANALISE MULTIVARIADA DAS AMOSTRAS DE MOSTARDA E CHICORIA

Para analisar se ha a formacdo de um padrdo nos grupos das amostras que
passaram pelos diferentes tratamentos de coccao, foram utilizados dois métodos
quimiométricos de analise multivariada, métodos esses supervisionados: a Analise de

Componentes Principais (PCA) e o Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA).
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11.1. AMOSTRAS DE MOSTARDA

Uma matriz de dados com dimensdo 48x09 pré-processada através da
centralizacdo dos dados na média, processo esse que utiliza a média de cada coluna
e subtrai esses dados nas linhas correspondentes dessa mesma coluna na matriz de
dados. Esse pré-tratamento foi escolhido, pois como a dimensdo das amostras &

proxima néo se faz necessario a normalizacdo dos dados

Apés os dados serem ortogonalizados através da decomposi¢cdo dos vetores
singulares, obteve-se os valores dos pesos das variaveis e dos scores das amostras
ao longo de PC1 e PC2. Porém os resultados do PCA néo foram satisfatérios para a
separacao das amostras, como se observa na Tabela 8 uma vez que com excec¢ao do
Bario e do Magnésio, todas as demais variaveis possuem maior carga na PC1, ja que

a amostra de magnésio estava com o peso semelhante nas duas componentes.

Tabela 8 — Peso das variaveis em PC1 e PC2

Variavéis Sem rotacao Varimax

PC1 PC2 PC1 PC2
Bario -0.1055 0.7685 -0.2045 0.7483
Calcio -0.7360 0.4946 0.4829 0.7438
Ferro -0.6653 -0.0163 0.6183 0.2461
Potassio -0.9195 0.0306 0.8337 0.3890
Magnésio -0.5116 0.5569 0.2520 0.7130
Sédio -0.8985 -0.2774 0.9353 0.0974
Fosféro -0.9075 0.0387 0.8195 0.3917
Enxofre -0.8087 -0.3521 0.8820 -0.0065
Zinco -0.6743 -0.3686 0.7648 -0.0744

Variancia total 53.80 16.50 48.05 22.25

%

Variancia 53.37 70.30 48.05 70.30

cumulativa %

Os dados foram reavaliados por meio da analise fatorial por rotacao Varimax, que
€ um tipo de rotacdo mais comumente utilizado, pois procura minimizar o numero de

variaveis que apresentam altas cargas em cada fator. A Tabela 8 também exibe os
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resultados do Varimax obtidos, mostrando que os carregamentos de todos os
elementos estéo distribuidos em PC1 ou PC2, acumulando uma variancia de 70,30%
nas duas componentes principais. Em negrito destacam-se 0os maiores pesos dentre
as duas componentes principais para cada variavel, o que indica maior explicacao da

variavel pela PC’s.

Figura 13 — Grafico de Pesos

D 22.24%

0.0 Fe

Zn 5

PC1:48.05%

Adicionalmente, pode-se observar, pelo gréafico de pesos que a PC1 é dominada
pelas concentracdes de sédio, enxofre, potassio e fésforo, ja a PC2 é dominada pelos

elementos bario, calcio e magnésio.

Figura 14 — Grafico de scores das amostras de mostarda
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Considerando os valores dos pesos para os elementos obtidos pela rotacéo
Varimax na Tabela 2, podemos concluir que a Figura 1 mostra que o conteudo mineral
das folhas de mostarda depende do método de cozimento empregado. Também é
possivel observar que as concentracdes minerais has amostras de folhas em ordem
decrescente sdo: amostras cruas, seguidas de amostras cozidas em vapor, amostras
cozidas no fogao e as concentragfes mais baixas para amostras cozidas em forno de

micro-ondas.

Se analisar na perspectiva da PC1 essa separacdo entre dois grandes grupos
(cru/vapor e micro-ondas/fogao) é influenciada pela queda dos teores de potassio,
sadio, fosforo e enxofre, corroborando com os dados individuais, que indiciou, para
esses minerais as maiores perdas quando sofriam aquecimento seja por fogdo ou

micro-ondas.

A analise de componentes principais foi adequada pois foi possivel reduzir a
guantidade de variaveis que explicam satisfatoriamente os dados, isso s6 é possivel
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devido a existéncia de correlacéo entre as variaveis, como pode ser vista na matriz de

correlacéo, corroborando com o que foi discutido acima.

Tabela 9 - Matriz de correlacao

Ba Ca Fe K Mg Na P S Zn
Ba 1,00 0,38 -0,04 0,14 0,13 0’11' 0,23 -0,22 0,03
Ca 0,38 1,00 0,52 0,60 0,59 0,49 0,60 0,53 0,25
Fe -0,04 0,52 1,00 0,55 0,38 0,40 0,39 0,42 0,61
K 0,14 0,60 0,55 1,00 0,49 0,82 0,84 0,72 0,56
Mg 0,13 0,59 0,38 0,49 1,00 0,34 0,42 0,17 -0,02
Na -0,11 0,49 0,40 0,82 0,34 1,00 0,87 0,84 0,64
P 0,23 0,60 0,39 0,84 0,42 0,87 1,00 0,71 0,61
S -0,22 0,53 0,42 0,72 0,17 0,84 0,71 1,00 0,47
Zn 0,03 0,25 0,61 0,56 -0,02 0,64 0,61 0,47 1,00

usando o método single linkage, e o dendrograma obtido é mostrado na Figura 15.

A HCA foi aplicada aos mesmos dados que foram processados pela rotagdo Varimax

Figura 15 - Dendrograma para amostras de mostarda de acordo com os métodos de coccao
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Através da linha de corte podem ser vistos dois grupos: o primeiro envolvendo as
amostras brutas e as cozidas em um banho-maria e outro contendo as amostras
cozidas no fogéo e no micro-ondas, os dados estédo em consonéncia com 0s obtidos
através do PCA.

Com isso, o principal objetivo de ambas as analises foi cumprido: Reducao do
namero de varidveis sem perda significativa de informacéo sobre a variabilidade do
conjunto de varidveis originais permitindo a interpretacdo dos dados de forma

simplificada.

Além dos métodos ndo supervisionados de analise, foi realizado o LDA, método
este supervisionado a fim de classificar as amostras. A analise de discriminante linear
delimita a fronteira entre duas classes e é extraida através de linearizacdo da PCA,
com o intuito de reduzir a variabilidade dentro das classes e maximiza-las entre
classes. Porém pode ocorrer perdas de informacao quando feito esse processo, desta
forma € importante selecionar as variaveis que mais influenciam na variabilidade dos
grupos e entre 0s grupos, ja que esse metodo supervisionado procura uma fronteira

linear entre as classes.

Através de LDA, esses problemas podem ser evitados, pois trata-se de um método
que utiliza informacBes das categorias associadas a cada padrdo para extrair
linearmente as caracteristicas mais discriminantes. Em LDA, a separacao
intercalasses € enfatizada através da substituicdo da matriz de covariancia total do

PCA por uma medida de separabilidade.

Os dados de cada conjunto de dados foram divididos aleatoriamente em 2
subconjuntos: um conjunto de calibragéo (Cru-Cal, Vapor-Cal, MW-Cal e Cozido-Cal),
utilizados para calibrar o modelo e um conjunto de validagéo (Cru-Val, Vapor-Val, MW-
Val e Cozido-Val), que foi usado para validagdo. Para a validacdo do modelo foi

utilizado o tipo de validacdo cruzada, do inglés, Cross Validation, na qual retira-se

69



amostras do conjunto de treinamento, construindo um novo modelo, com o objetivo

de construir um conjunto teste.

A analise do Gréafico de LDA ocorre comparando dois a dois grupos, e é um
meétodo facil e robusto de se utilizar, e sempre procura classificar as amostras em

algum dos grupos formados.

Figura 16 - Biplot dos discriminantes (Crua x Vapor)
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O grafico de discriminantes (Crua x Vapor) indica as separacdes das duas
amostras, pois elas estdo distribuidas nas linhas, delimitando as amostras

linearmente.

Figura 17- Biplot dos discriminantes (Cozida x Micro-ondas)
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Plotando os graficos das amostras cozidas (azul) e micro-ondas (verde), mostra
gue houve também uma separacdo entre ambas as classes. Ja que elas estédo

distribuidas separadas, mas linearmente das retas.

Neste tipo de analise € comum representar os resultados por meio da tabela de
contingéncia e, a partir dela é possivel calcular a exatidao, sensibilidade, taxa de
falsos positivos e seletividade.

A tabela de contingéncia obtida com as 12 amostras usadas para a predicéo,

confirmou que as amostras foram classificadas corretamente em cada classe.
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Tabela 10 — Tabela de contingéncia.

Crua Vapor MW Cozido
Crua 12 0 0 0
Vapor 0 12 0 0
MW 0 0 12 0
Cozido 0 0 0 12

E com isso os valores de exatiddo, sensibilidade, e seletividade chegaram a 100%.
Porém, vale ressaltar que no caso dos dados em questdo o nimero de amostras é pequeno
para considerar uma analise mais satisfatéria dos dados.

11.2. AMOSTRAS DE CHICORIA

No caso, do grupo das amostras de chicéria, um total de 96 amostras, 24 amostras
para cada procedimento de coccdo descrito previamente, foram analisados pelo ICP
OES. Depois disso, o0 resultado gerou uma matriz (96x09), o pré-processamento

também foi centralizar os dados na média, pelo mesmo motivo dos dados anteriores.

Figura 18 - Grafico de scores para as amostras de chicéria
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O grafico de scores na Figura 20 mostra uma tendéncia de separacdo em dois
grandes grupos, amostras cruas e amostras em vapor/cozidas/micro-ondas,
analisando no sentido da PC1, que acumula 83,32% da variancia, explicado pela
gueda de todos os minerais independentemente do tipo de cozimento empregado,

somente algumas amostras tratadas a vapor estdo mais afastadas do grande grupo
formado.

No sentido da PC2 existe uma separacdo das amostras cruas em dois grupos,
apresentados em roxo e preto, essas amostras provém de localidades diferentes e
apresentaram maiores teores Ca, Na, Ba e principalmente de Magnésio e Ferro, com

relacdo a outras amostras, dados esses que corrobora com o grafico de pesos na
figura 21.

Figura 19 - Gréfico de pesos
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O gréfico de pesos evidencia que os grupos formados apresentam essa tendéncia
de separacéo, pois as amostras cruas, possuem altos valores de todos 0s nutrientes
estudados, o que ja era de se esperar pelo fato de as amostras estarem in natura. Ja
analisando o grupo de amostras cruas, evidenciam-se que 0s teores dos minerais

citados na anteriormente favorecem a separacao.
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A analise de componentes principais foi adequada pois foi possivel reduzir a

guantidade de variaveis que explicam satisfatoriamente os dados, isso s6 é possivel

devido a existéncia de correlagdo entre as variaveis, como pode ser vista na matriz de

correlagcao, corroborando com o que foi discutido acima.

Tabela 10 — Matriz de correlacao

Ba Ca Fe K Mg Na P S Zn
Ba 1,000 0,96 0,880 0,723 0921 0,869 0,822 0,871 0,713
Ca 0,956 1,000 0,844 0,771 0911 0,882 0,900 0,928 0,804
Fe 0,880 0,844 1,000 0,623 0826 0,778 0,706 0,767 0,634
K 0,713 0,771 0,623 1,000 0,602 0,837 0836 0,852 0,773
Mg 0,921 0911 0,826 0,602 1,000 0,776 0,754 0,798 0,658
Na 0,869 0,882 0,778 0837 0,776 1000 0,814 0,897 0,673
P 0,822 0,900 0,706 0,836 0,754 0,814 1,000 0,960 0,936
S 0,871 0,928 0,767 0852 0,798 0,897 0960 1,000 0,873
Zn 0,713 0,804 0634 0,773 0658 0,673 0936 0,873 1,000

Diferente das amostras de mostarda para as amostras de chicéria o HCA foi

realizado utilizando o método de Ward como encadeamento das amostras, pois, foi

possivel observar pelo PCA que as amostras apresentam muita similaridade entre si,

0 que geraria muitas ligacdes entre elas dificultando a interpretacdo ou até mesmo

levando a analises equivocadas.
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Figura 20 - Dendrograma para as amostras de chicoria de acordo com os métodos de cocc¢ao
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A linha de corte em preto indica a separagéo dos dois grupos, as amostras cruas

e as outras amostras que passaram pelos métodos de coccédo, esses dados ratificam
os obtidos através do PCA. Ja, a linha de corte em vermelho mostra a separacdo em
trés grupos: amostras de micro-ondas e cozidas, amostras em vapor e as amostras
cruas, indicando que ha uma tendéncia de formacao desses trés grupos, mostrando
gue as quedas dos teores dos minerais sdo maiores nas amostras cozidas em fogao
e micro-ondas, ja que apresenta alta similaridade entre elas, enquanto as amostras
de vapor formam um outro grupo. Esses dados estdo em concordancia com os obtidos

pelo PCA e com os dados individuais obtidos.

12. INGESTAO DIARIA RECOMENDADA (IDR) E O CONSUMO DE POTASSIO EM
PACIENTES COM PROBLEMAS RENAIS.

A dieta que cada individuo consome esta ligada a diversos fatores, como: idade,
fatores de risco, género outras particularidades, porém a Ingestdo Diaria

Recomendada (IDR), aponta a quantidade de vitaminas, minerais e proteinas que
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devem ser consumidos por dia com o objetivo de atender as necessidades nutricionais

da maior parte dos individuos e grupos de pessoas de uma populacao sadia.

Conhecida também como a Dietary Reference Intakes (DRI), constitui a mais
recente revisdo dos valores de recomendacdo dos nutrientes, adotada pela OMS e
muito utilizada pelo o Institute of Medicine norte-americano e a agéncia Health Canada
e essas publicacdes substituem as sucessivas versdes das Recommended Dietary
Allowances (RDA), cuja décima revisao foi editada em 1989 (76).

No Brasil a Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolucéo
RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005 (77), usa como referéncia os valores
apresentados pelas organizacdes descritas acima, e apresenta uma tabela de IDR
gue contém dados dos diferentes minerais, proteinas e vitaminas, para diferentes

faixas etarias, sexo, gestante e lactantes.

Neste trabalho a referéncia sera a tabela IDR para adultos, o calculo foi baseado
na recomendacao da OMS e da FAO que orienta o consumo de 5 porcdes de frutas e
vegetais por dia, em torno de 400 g, 0 que ajudaria a prevenir de doencas crbnicas
como cardiopatias, cancer, diabetes tipo 2 e obesidade. Segundo as duas
organizacdes, o consumo de uma ampla variedade de frutas e verduras assegura uma
dose adequada da maioria dos micronutrientes, fibras e outras substancias
essenciais. O aumento do consumo de frutas e verduras também pode substituir o
consumo excessivo de alimentos que contém muita gordura saturada, acUcar e sal
(78).
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Tabela 11 — Porcentagem de IDR para o consumo de 100g de mostarda e chicéria

Minerais IDR (mg/d)? %IDR (consumo de  %IDR (consumo

mostarda) de chicéria)
Ca 1000 53 3,2
Fe 14 6,1 0,9
K 4700 2,6 0,9
Mg 260 12,7 0,4
Na 1500 1,3 0,2
P 700 4,8 0,3
Zn 7 17,8 1,8

amiligramas/dia

Como é perceptivel, a mostarda possui uma maior contribuicdo para a atingir os
valores recomendados, porém é necessario ressaltar que a absor¢cdo dos minerais

depende de fatores dietéticos de absorcéao - a biodisponibilidade.

Segundo a resolucdo RDC N° 54, DE 12 DE NOVEMBRO DE 2012, a mostarda
e a chicoria ndo podem ser consideradas alimentos de alto valor nutricional, pois ndo
possuem minerais que atinjam o minimo de 30% do IDR, desta forma sé&o
consideradas somente fontes de minerais, levando em consideracdo o consumo de

100g dessas hortalicas.

E importante estar atento aos valores nutricionais, pois muitas especificidades
levam pessoas a precisar reduzir o consumo de determinados tipos de alimentos que
apresentem altos teores de um determinado mineral, como no caso de pacientes
renais crbnicos que necessitam consumir alimentos com baixo teor de potassio para
prevenir hipercalemia (79). Dessa forma, varios trabalhos foram realizados para
determinar o método de cozimento mais aplicado a reducéo do teor de potassio em
alimentos vegetais. Um estudo demonstrou que o micro-ondas e o cozimento sob
pressao sao mais eficientes na reducdo do teor de potassio nos brécolis (80). Outro
estudo observou que o cozimento da fruta-pdo com fogao € mais eficiente para a

reducado de potassio do que com forno de micro-ondas (81).

Nesse contexto, os resultados do potassio e chicoria foram estudados

separadamente e estdo apresentados na Figura 21 e 22.
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Figura 21 — Teores de potassio nas amostras de mostarda
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Figura 22 - Teores de potassio em amostras de chicéria
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Nesse sentido, pode-se observar gue o método de cozimento em forno de micro-

ondas € o mais eficaz para a reducdo do teor de potassio nas folhas de mostarda,

independente da origem e do tipo de amostras estudadas, essas perdas de minerais
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durante o cozimento ndo sdo causadas pela destruicdo desses nutrientes e sim pela
dissolucédo para a agua de coccdo. Esse € um fator relevante, do ponto de vista
nutricional, tanto no que diz respeito a preservacdo desses nutrientes para
manutenc¢ao da saude, quanto para a reducdo das suas concentra¢des para o controle
das complicacbes de algumas patologias, como é o caso do potassio para a doenca
renal (82).

13. CONCLUSOES PARCIAIS

Através dos experimentos e analises realizados é possivel inferir que os minerais
dependem fundamentalmente do processo de cozimento na qual as hortalicas séao
submetidas, evidenciando que cozinhar em forno micro-ondas provoca a maior perda
de minerais, independente da hortalica. Através das técnicas de analise multivariada
PCA e HCA, foi possivel reconhecer padrdes dentre os grupos de amostras que
sofreram o mesmo procedimento térmico, confirmando que a composicao mineral das
folhnas de mostarda depende do processo de cozimento utilizado. E 0 uso do LDA,
comprovou a existéncia de classes distintas correspondentes a cada método de
cozimento. Portanto, é importante esse tipo de estudo pois elucida o comportamento
dos minerais e a melhor forma de prepara-los, a depender do objetivo, como no caso
de pacientes renais cozinhar em micro-ondas fez-se melhor alternativa, pois reduz

drasticamente o teor de potassio, evitando problemas como hipercalemia.
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CAPITULO Il - DETERMINACAO DE PESTICIDAS EM HORTALICAS
POR CG-MS
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1. PESTICIDAS

Pesticidas, biocidas, defensivos agricolas, praguicidas e agrotoxicos séo
comumente usados com o mesmo significado, embora definicbes mais restritas
possam incluir ou excluir dessas classificacfes diferentes grupos de substancias
guimicas. Os pesticidas sao substancias que podem matar diretamente um organismo
indesejavel ou controlar o processo reprodutivo. Todos os pesticidas quimicos tém a
propriedade comum de bloquear um processo metabdlico vital para os organismos

para 0s quais sao toxicos. (83).

Através da descoberta de que o diclorodifeniltricloroetano (DDT) era capaz de
evitar a contaminacao por tifo, os organoclorados passaram a apresentar um grande
potencial como pesticidas, por consequéncia, a dispersao desses compostos ocorreu

sem nenhum controle em diversos locais do mundo.

Com isso, até um determinado momento da historia, o uso de pesticidas mudou o
cenario de producdo de alimentos, pois uso dessas substancias caracterizou um
marco na agricultura, se tornando comum na agroinddstria, pois evita que pragas
interfiram na colheita de vegetais, frutas e outros tipos de alimentos, aumentando
assim a produtividade. Porém, o entusiasmo inicial do efeito pesticida dos
organoclorados foi ao longo dos anos perdido, mediante observacdo de que insetos
desenvolviam resisténcia a estes compostos. Sua resisténcia a biodegradacéo
promoviam o acumulo no meio ambiente e experimentos com animais mostraram sua

carcinogenicidade (84).

Atualmente, de acordo com a literatura ainda existem mais de 600 tipos de
pesticidas que séo utilizados mundialmente na agricultura, sendo os herbicidas, os

mais empregados em larga escala (85).

Como os pesticidas sao intencionalmente aplicados as culturas para atingir um
determinado objetivo, frutas e vegetais se tornam as principais fontes de ingestéao

alimentar de residuos (86) e potenciais poluidores do meio ambiente. Porém, seu uso
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continua sendo justificado ja que no mundo, as perdas anuais devido a acao de pragas
na agricultura chegam a 1 bilhdo de toneladas, correspondendo a uma reducao de 20

a 30% na producéo (87).

O Brasil € um dos maiores consumidores mundiais de agrotoxicos e estas
substancias tém conhecidas implicacdes no contexto da saude publica afetando
diretamente os trabalhadores agricolas e também a populacdo em geral por meio do
consumo da agua e dos alimentos contaminados (85), ja que em sua maioria 0S

pesticidas sdo absorvidos pelas vias cutaneas, orais e respiratérias.

Diversos processos afetam a persisténcia dos inseticidas apds sua aplicacao nas
plantas como, por exemplo, foto decomposicdo, degradacdo quimica e bioldgica,
volatilizacdo, absorcdo pela cuticula da folha e lavagem pela agua da chuva.
Diferencas na forma e permeabilidade da cuticula das folhas influenciam a quantidade
do inseticida absorvido. Outro fator importante é a polaridade da molécula (88).
Moléculas lipofilicas podem penetrar mais facilmente na cuticula das folhas e, assim,
se tornarem mais persistentes por estarem mais protegidas dos processos de

dissipacéo (89)

Por isso é importante o constante monitoramento dessas substancias e encontrar

alternativas ao seu uso na produc¢do de alimentos.

1.1. CLASSIFICACAO DOS PESTICIDAS

Esta variedade de agentes podem ser classificados com base no padrdo de uso
(desfolhantes, repelentes, dissecantes etc.), no organismo-alvo (inseticidas,
fungicidas, herbicidas, rodenticidas e/ou raticidas, acaricidas, nematicidas,
fumigantes, moluscicidas etc.), na estrutura quimica (piretroides, atrazinas,
organofosforados, organoclorados, estribulinas, carbamatos), no mecanismo toxico

de acgdo (anticolinesterasicos, anticoagulantes etc) e na toxicidade (classe toxicologica
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que utiliza a Dose Letal 50 oral ou dérmica de ratos como parametro), esta ultima &
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que classifica as

substancias segundo seu grau de periculosidade (90).
1.1.1. ORGANOCLORADOS

A classificacdo dos pesticidas através de sua classe quimica é de extrema
importancia pois seu mecanismo de acédo, degradacédo e propriedades, dependem

diretamente deste critério.

O primeiro pesticida usado na agricultura pertence a classe dos organoclorados,
o DDT, que apesar de ter sido sintetizado em 1874, so foi utilizado como pesticida em
1940. Devido a sua baixa solubilidade em agua e alta persisténcia, propiciou
resultados significativos e comecou a ser utilizado para controle de pragas na
agricultura, principalmente colheitas de alto rendimento (91). Porém s&o altamente
resistentes aos mecanismos de decomposicéo dos sistemas biolégicos, o que faz com
gue permanecam no meio ambiente, sendo 0s agrotoxicos mais persistentes ja

fabricados, pois era uma substancia quimicamente estavel.

As vias de absorcao dos organoclorados sao variadas e eficazes, o que faz com
gue se torne dificil estabelecer relacdes entre causa e efeito, uma vez que sinais e
sintomas clinicos podem aparecer um longo periodo ap6s a exposi¢do (92). Além
disso, por possuir uma baixa pressao de vapor, compostos organoclorados volatizam
praticamente 90% em um periodo de trés dias, constituindo uma fonte em potencial
de transporte dessas substancias em larga escala e constituindo a via respiratoria
como uma das vias de absor¢cdo, porém a maior contaminacdo acontece pela via

digestiva por ser uma substancia com caracteristicas lipofilicas.

J& no organismo, os organoclorados atuam basicamente no sistema nervoso
central e no sistema de defesa do organismo e causam serias lesées hepaticas e
renais. Alguns produtos desse grupo lesam o cérebro, outros os musculos do coracéo,

a medula 6ssea, o coértex da supra-renal, o DNA etc. A atividade estrogénica,
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estimulando a testosterona e propiciando a puberdade precoce, foi comprovada para

o DDT, além de casos de cancer em pessoas de diferentes géneros e faixas etarias

Por estes motivos, a PORTARIA N° 329, DE 02 DE SETEMBRO DE 1985, proibiu o
uso de organoclorados, tais como: ALDRIM, BHC, CANFENO CLORADO
(TOXAFENO), DDT, DODECLACLORO, ENDRIM, MEPTACLORO, LINDANE,
ENDOSULFAN, METOXICLORO, NONACLORO, PERTACLOROFENOL, DICOFOL
e CLOROBENZILATO, somente permitindo seu uso em campanhas de saude publica
de combate a vetores de agentes etioldgicos de moléstias; e o uso emergencial na
agricultura, a critério da Secretaria Nacional Defesa Agropecuaria - SNAD - do

Ministério da Agricultura (93).
1.1.2. ORGANOFOSFORADOS

Os pesticidas organofosforados estdo entre os pesticidas mais amplamente
utilizados no mundo (94). Hoje, historicamente, postula-se que o0s pesticidas
organofosforados surgiram na década de 40, mas 0s principais representantes desta
classe foram introduzidos na década de 60 e 80 e mesmo com a implantacéo de outras
classes de pesticidas e de novas metodologias de controle de pragas, 40% do

mercado mundial de pesticidas em 1999 era representado por organofosforados (95).

O uso dos organofosforados veio com o objetivo de substituir os organoclorados,
devido a producédo mais simples, resultando em custo de producgéo reduzido e baixa

toxidez. E possui estutura geral descrita na figura 25.

Figura 23 - Estrutura geral dos organofosforados
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Fonte: 1: Dos Santos V.M.R, Donnici C.L, DaCosta J.B.N, Caixeiro JMR. Quim Nova. 2007;30(1)

Sendo, X = O, S e Se; R1 e Rz = alquil, SR’, OR’ e NHR’; L= alquil, aril,

heterociclicos.

A principal razdo para 0 sucesso dos compostos organofosforados como
inseticidas € sua forte atividade biolégica acoplada com sua relativa instabilidade na

biosfera, que se traduz em uma meia-vida em plantas da ordem de 2 até 10 dias.

No Brasil, a ocorréncia de intoxicacbes por pesticidas do grupo dos
organofosforados continua sendo alta, apesar de seu uso ter diminuido em relagcéo a

década dos anos oitenta (96).

As intoxicagOes por carbamatos e organofosforados resultam do uso do inseticida
na agricultura, em exposicdo acidental, suicidio e, raramente, homicidio. As
intoxicacbes mais graves relacionam-se a tentativa de autoexterminio, enquanto as
moderadas relacionam-se a intoxicagcdo acidental. Essas intoxicagbes constituem
importante problema de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento, devido aos maiores indices de morbimortalidade relativos a essas

substéancias (97).
1.1.3. CARBAMATOS

Os carbamatos sdo uma classe de pesticidas mais recentes que o0s
organoclorados e apareceu em substituicdo aos organofosforados, porem sdo uma
classe de inseticidas estrutural e mecanicamente semelhantes aos inseticidas

organofosforados, sendo N-metil derivados de um acido carbamico (Figura 24).

Figura 24 - Estrutura quimica geral dos carbamatos
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Os carbamatos derivam do &cido carbamico e, na sua estrutura geral, o X pode
ser oxigénio ou enxofre, 0 R1 e Rz sdo, geralmente, substitutos organicos ou alquil,
podendo também ser hidrogénio e Rs €, na maioria dos casos, um substituto organico

ou, por vezes, um metal (98).

A exposicdo a inseticida carbamato no sistema respiratério leva diminuicdo da
acetilcolinesterase e consequentemente os quadros clinicos incluem aumento
acentuado das secrecdes bronquicas, dispinéias sibilais que parecem ser devidos a
efeitos muscarinicos. A forma mais comum de morte € faléncia do pulméo quee ocorre
como resultado da bronconstricao, broncorreia, paralisia dos tratos respiratérios e de
pressdo dos centros respiratorio (99).

1.1.4. PIRETROIDES

O primeiro pesticida piretroide, aletrina (Figura 25), foi identificado em 1949, os
piretréides séo inseticidas de origem vegetal, obtidos a partir da trituracdo das flores
de algumas plantas pertencentes ao género Chrysanthemum cineraiaefolium e

Chrysanthemum cocineum (100).

Figura 25 — Estrutura quimica da Aletrina
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Os piretréides séo, atualmente, os inseticidas mais utilizados na agricultura, estes
compostos apresentam amplo espectro de atividade, acao rapida, eficiéncia em baixa
dose, baixo poder residual no ambiente e, adicionalmente, é praticamente atoxico para
mamiferos, quando comparados a outros inseticidas (101). Porém, outros ensaios
indicam que sdo muito toxicos para peixes, abelhas e artropodes aquaticos, no
entanto, ndo sofrem biomagnificacdo através da cadeia alimentar, porém ha tendéncia

para bioacumulag¢ao no organismo (102).
1.1.5. AZOIS

Os componentes azélicos, classificados como tiazois ou imidazois, sdo usados
como fungicidas na agricultura, biocidas em varios produtos e agente antifingico em
humanos e remédios veterinarios. Alguns azdéis sdo prescritos para terapia de cancer.
As atividades bioldgicas desses componentes se baseiam na inibicdo de certas vias

de esteroidogénese (103).

Os fungicidas azdlicos usados na agricultura sdo moderadamente lipofilicos e
bastante persistentes, com meias-vidas tipicas de semanas a meses. Eles podem
atingir o ambiente aquatico principalmente por escoamento superficial e deriva de
pulverizacdo (104), um agravante do uso de fungicidas desse tipo devido ao uso
constante e indiscriminado leva a multiplicacdo dos fungos resistentes a esses

compostos.

Em ambientes aquaticos, somente tratamento bioquimico tradicional ndo pode
remover completamente os fungicidas azdlicos, eles podem entrar em efluente de
aguas residuais tratadas ou retornar ao ambiente terrestre por irrigacdo de aguas
residuais e uso de lodo no solo.

Porém esse tipo de pesticida é muito utilizado mundialmente, de acordo com a
FAO (2008), o consumo de fungicidas atingiu uma area potencial de aproximadamente
800 mil hectares. Os nameros apontam o uso amplo de ingredientes ativos como

fungicidas em areas de plantacdo de hortalicas no Brasil, podendo ser 8 a 16 vezes
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maior nessa producéo do que o utilizado na cultura da soja. Isso indica que, cerca de
20% da comercializacéo de fungicidas no Brasil destinam-se ao uso em plantacdes

de hortalicas consumidas pela populacao (105)
1.1.6. ESTROBIRULINAS

Em 1983, na Universidade de Kaiserlautem, o professor Timm Anke observou que
um fungo (Strobilus tenacellus) que habitava cones de Pinus produzia uma substancia
gue inibia o crescimento de outros fungos (106). Nos testes em casa de vegetacao,
verificou-se baixa atividade fangica e alguns sintomas de fitotoxicidade nas culturas
testadas. O motivo era a instabilidade da molécula, ja que as ligagbes duplas eram

facilmente rompidas pela acdo da luz e do oxigénio.

Figura 26 - Estrutura quimica da Estrobirulina - A
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Com a alteracdo de algumas ligacdes quimicas, obtiveram-se moléculas analogas
(Figura 26), que possuiam a combinacdo de atividade antifingica e com maior
estabilidade do composto, essa substancia foi isolada, sua estrutura foi identificada e
denominada de estrobilurina — A. A utilizag&o de fungicidas do grupo das estrobilurinas
estd entre as mais recentes adaptacdes dos produtores ao manejo cultural, com

resultados positivos no controle de doencas (107).

Porém, por ser um tipo novo de fungicida € necessaria atencao, pois ainda ha dados
limitados sobre seus efeitos, principalmente com relagdo a sua toxicidade em
ambientes aquaticos (108). Um estudo publicado em 2015, por Li e colaboradores
(109), relacionou as concentracdes dos fungicidas encontrados no ambiente aquatico

com os riscos ecologicos e teratogénese em embrides de anfibios, foi evidenciado que
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os fungicidas estrobilurina eram altamente toxicos para os embrides de anfibios em

concentracbes ambientalmente relevantes.
1.1.7. QUANTO A TOXICIDADE

Os agrotoxicos sdo também classificados de acordo com a DL50 e devem legalmente
apresentar no rétulo uma faixa colorida indicativa de sua classe toxicol6gica, como

indicada no quadro abaixo.

Quadro 4 - Classificacdo de acordo com a DLso

Classe Grupo DLso (mg/KQ) Rétulo
I Extremamente <5 Faixa
toxicos vermelha
I Altamente téxicos 5-50 Faixa
amarela
11 Mediamente toxicos 50 - 500 Faixa azul
\Y Pouco toxicos 50 - 5000 Faixa verde

Fonte: BRASIL. Legislagdo federal de agrotoxicos e afins. Brasilia: Ministério da Agricultura, Departamento de Defesa e Inspegéo Vegetal, 1998. 184p.

De acordo com essa classificagcdo os pesticidas podem ser descritos como
extremamente toxicos (classe la), altamente toxicos (classe Ib), moderadamente

toxicos (classe Il) e discretamente toxicos (classe lI).

Entretanto, através da RDC n° 24 de 29 de julho de 2019, o Brasil adotou o padrao
internacional seguido por outros 50 paises e deixou de lado os resultados baseados
em irritacdo dos olhos e da pele e passou a usar somente o risco de morte como Unico
critério para classificar tais produtos, resultando numa nova classificacéo, diferente da

utilizada e que foi introduzida de acordo com a Portaria SNVS- MS n° 3/92.

A nova classificacdo € baseada no Sistema de Classificacdo Globalmente
Unificado (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals —
GHS) e alicerca em nao considerar os resultados dos estudos toxicologicos de
irritacéo ou sensibilizacdo dérmica, ocular e inalatéria como fins de classificagao, mas

somente para estabelecer a comunicacgéo do perigo dos produtos.
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Ao invés de quatro, seis categorias sao estabelecidas para a classificacao,
identificada com os respectivos nomes das categorias e cores nas faixas do rotulo dos

produtos, de acordo com o quadro abaixo:

Quadro 5 - Nova classificacdo com base no método GHS

Categoria Grupo Rétulo

Produto extremamente .
I o Faixa vermelha
toxico

1 Produto altamente téxico Faixa vermelha

Produto moderadamente )
1 . Faixa amarela
toxico

\Y Produto pouco toxico Faixa azul

Produto Improvéavel de _
\ Faixa azul
Causar Dano Agudo

VI — Nao classificado Produto Nao Classificado Faixa verde

Fonte: Ministério da Agricultura (2019)

1.2. LEGISLACAO - USO DOS PESTICIDAS NO BRASIL

A utilizacdo em massa de agrotoxicos na agricultura se inicia na década de 1950,
nos Estados Unidos, com a chamada ‘Revolucdo Verde’, que teria o intuito de
modernizar a agricultura e aumentar sua produtividade. No Brasil, esse movimento
chega na década de 1960 devido a presséo internacional, ja que o Brasil possui sua
estrutura econdmica basicamente sustentada pela agricultura, desta forma,
implementou-se na década de 1970 o Programa Nacional de Defensivos Agricolas
(PNDA) (110).

Enquanto o DDT, ja tinha sido banido praticamente em varios paises a partir da
década de 70, pois ja se tinham estudos indicando sua alta toxicidade, porém no

Brasil, somente em 1992, esse e outros pesticidas clorados foram banidos, tais como
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o Aldrin e Heptacloro. Com isso, os fosforados passaram a substituir os pesticidas

clorados.

O primeiro marco legislativo, foi a implementagdo da Lei n°7.802 de 1989, que
regulamentava o uso de pesticidas e proibia o registro de substancias que causassem
cancer, teratogénese, mutagénese, distlirbios hormonais, que ndo haja antidoto ou
tratamento eficaz e que apresentarem perigosos para o homem. Traz também um
artigo indicando que somente produtos que disponham de um método de desativacao

no Brasil possam ser comercializados (111).

Desta forma, a avaliacdo toxicologica é de extrema importancia, para sanar essa
guestao e centralizar esse processo, promulgou-se a Lei n°. 9.782, de 26 de janeiro
de 1999, criando a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, vinculada ao

Ministério da Saude e com atuacédo por todo o territorio nacional (112).

O Brasil supera em sete vezes a média mundial (0,5 kg/habitante) de pesticidas e
atualmente € o maior consumidor deste tipo de produto, justificando o constante

monitoramento destas substancias em produtos agricolas.

2. METODOS PARA A DETERMINACAO DE PESTICIDAS

O monitoramento de pesticidas em diferentes matrizes ambientais e em alimentos,
devido a sua natureza téxica e seu uso indiscriminado, traz uma demanda por
metodologias capazes de determinar esses tipos de substancias. As técnicas
utilizadas séo diversas e geralmente envolvem o uso de métodos cromatograficos
como a Cromatografia Liquida — LC-MS/HPLC-MS (113); HPLC-UV(114); HPLC-
DAD(115); HPLC-MS (116) e Cromatografia Gasosa — CG-FDP (Cromatografia
Gasosa com Detector Fotométrico de Chama) (117); CG-FID ( Cromatografia Gasosa
com Detector por lonizacdo de Chama) (118) e CG-MS (Cromatografia Gasosa com
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Espectrdmetro de Massa) (119-121), sendo essa Uultima a que apresenta maior

guantidade de publicacdes, considerando a plataforma Web of Science.

Porém, para além das técnicas utlizadas, se faz necesséario o uso de
metodologias com o intuito de pré-concentrar os analitos, justificado devido as baixas
concentracfes encontradas relacionados aos processos de degradacédo, ocorrido
principalmente no caso de matrizes ambientais: agua, solo, dentre outros, e por
processos de lixiviacdo e evaporacdo, principalmente em matrizes de alimentos.
Juntamente com outras estratégias adotadas sdo aliados no momento em que se quer

determinar esses analitos.

2.1. CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia baseia-se no principio em que moléculas em mistura, aplicadas
na superficie ou no sélido, e a fase estacionéria fluida (fase estavel) se separam
enguanto se movem com o auxilio de uma fase moével (122), utilizado muitas vezes

para separar misturas complexas.

A fase estacionaria, pode ser liquida ou soélida. Na fase liquida um capilar é
recoberto por um liquido pouco volatil, e na fase sélida, a coluna é recoberta por um
material s6lido, o processo de separa¢do consiste na adsorcéo (de carater fisico e/ou
quimico) dos componentes da mistura nesse material. Desta forma, o material da fase
estacionaria pode aparecer em estados fisicos diferentes, mas também em
polaridades diferentes. Com isso, ampliando a gama de componentes que podem ser

separados e quantificado numa determinada mistura.

No caso da cromatografia gasosa, a fase méovel em questdo se trata de um gas,

podendo ser: argbnio, hélio, nitrogénio, hidrogénio, agua, dentre outros. Sendo o He,
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0 gas de arraste mais utilizado devido a sua inércia, boa condutividade térmica e por
ser encontrado facilmente em alta pureza. A fase gasosa deve ser escolhida com o
cuidado de possuir o minimo, ou se possivel, nenhuma intera¢ao possivel com a fase
estacionaria, isso depende da polaridade da coluna e dos componentes a serem

separados.

Escolhendo bem todos essas variaveis, a cromatografia gasosa é uma técnica
vidavel por apresentar alta sensibilidade, em torno de 10712 g, com isso necessita
somente de pequenas quantidades de amostra para resultados satisfatérios. Destaca-
se também pela disponibilidade de uma gama de detectores (captura de elétrons,
fotométrico de chama, espectrometria de massas, etc.) que permitem determinar
agrotoxicos e/ou seus produtos de degradacao em quantidades inferiores aos limites
maximos de residuos (LMR), estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (123).

Nhu-Trang e colaboradores (124), determinaram 400 pesticidas em folhas de ch&a
verde, combinando diferentes procedimentos para obter a melhor separacdo dos
componentes, destes pesticidas estudados 71 deles foram determinados utilizando a
cromatografia gasosa. Uma coluna de Silica foi utilizada como fase estacionaria e o
Nitrogénio, utilizado como fase movel. Para reduzir os efeitos de matriz combinou-se
a extracdo QUEChERS (rapida, facil, barata, eficaz, robusta e segura) e um processo
de clean-up através do uso de sorventes, no caso do referido artigo, um cartucho C18
misturado com silica poliamina (PSA), diminuindo o efeito de matriz e tornando o
método mais eficaz, facilitando assim a separacdo dos picos e aumentando a

recuperacao, ja que evitou o efeito de matriz.

Carazek et.al. (125), determinou 23 pesticidas: alacloro, atrazina, carbofurano,
clordano, clorpirifos, paration metila, metolacloro, molinato, pendimetalina, permetrina,
profenofos, tebuconazol, terbufos e trifluralina. Utilizou assim como Nhu-Tang, o
Nitrogénio como gas de arraste e como fase estacionaria uma coluna de HP-5 (5% -

fenil-metilpolissiloxano) n&o polar. A coluna utilizada interagird com mais intensidade
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nas substancias ndo-polares, quanto maior a polaridade da substancia, nesse caso,
menor sera o tempo de retencédo, pois ficara menos retira na coluna por possuir
polaridades distintas. O permetrin, um piretréide, apresentou o maior tempo de
retencdo, pois analisando sua estrutura (Figura 27) € possivel observar que por ser
um alcano aromatico clorado confere baixa polaridade ao composto, justificando seu

maior tempo de retencdo na coluna, comparado aos outros pesticidas.

Figura 27 — Estrutura da Permitrina
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Fonte: Carmo, S.N. do; Mendes, L.D.; et al. Environmental Science and Pollution Research, n. 2, 2020.

A estratégia QUEChERS é uma estrategia consolidada e foi proposta em 2003 por
Anastassiades et al (126) para determinar residuos de pesticidas em amostras de
vegetais e frutas. Esse procedimento envolve a extracéo inicial monofasica de 10 g
de amostra com 10 mL de acetonitrila, seguida de particdo liquido-liquido formada
pela adicdo de 4 g de MgSO4 anidro mais 1 g de NaCl. A remocao da agua residual
e a limpeza sao realizadas simultaneamente usando um procedimento rapido
denominado extracao em fase sélida dispersiva (SPE dispersivo), em que 150 mg de
MgSO4 anidro e 25 mg de sorbente de amina secundaria primaria (PSA) sdo

simplesmente misturados com 1 mL de extrato de acetonitrila.

Com essas etapas € possivel explorar as possibilidades oferecidas pela
instrumentacdo analitica. Durante o seu desenvolvimento, grande énfase foi dada
para a obtencdo de um procedimento dinamico, que pudesse ser aplicado em

qualquer laboratério (127).
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Porém, por se tratar de uma técnica para determinacdo de multirresiduos a
alteracdo de etapas do método muitas vezes se faz necessaria, tornando-o
individualizado para determinada combinacdo de amostra/analito. Em consequéncia,
diversos métodos adaptados do QUECHERS sdo empregados e etapas dos
procedimentos séo alteradas, como a correcdo do o pH na etapa de extracao, pois as
degradacfes dos pesticidas sofrem influéncia desse parametro, assim como do tipo
de solvente, luminosidade, componentes da matriz, temperatura, teor de agua e

concentracéo do analito.

Atualmente, a técnica GC-MS é utilizada com frequéncia para determinacao
multirresiduo de pesticidas em alimentos. A facilidade do acoplamento GC-MS, além
da disponibilidade de um banco de espectros de massas padréo obtidos no modo de
ionizacao por impacto de elétrons (Electron lonization, El) ajudaram na disseminacao
da técnica (128).

2.1.1. PROTETORES DE ANALITO

O efeito de matriz € um erro em potencial que merece atencdo. Pelo fato da
cromatografia se tratar de uma técnica que envolve separacdo e quantificacdo de
misturas, qualquer erro pode gerar resultados equivocados, alterando taxas de

recuperacao, precisdo e consequentemente de exatidao.

O efeito de matriz pode levar ao aumento da resposta cromatogréfica, gerando
recuperacbes maiores que 100% ou pode causar a diminuicdo da resposta,
mascarando o pico do analito, gerando um falso positivo e um falso negativo,
respectivamente. Acredita-se que o mascaramento dos sitios ativos ao longo do
sistema de GC pelos constituintes da amostra seja o principal mecanismo que leva ao

aparecimento do efeito de matriz (129).

Como o aspecto quantitativo € influenciado, a calibragéo passa a sofrer bastante
influéncia dos efeitos de matriz. No caso do uso do CG-MS, varios tipos de calibracao
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podem ocorrer, como: calibracdo externa, matrix-matched e adicdo de padrédo. Cada

tipo de calibracdo possui sua particularidade.

A calibragcdo externa apesar de ser a mais simples, € considerada a calibracéo
gue mais sofre influéncia dos efeitos de matriz. A compatibilizacdo da matriz (matrix-
mateched), tenta reproduzir os compostos existentes na amostra em que se quer
estudar, porém reproduzir de forma fidedigna a interacao de matrizes muito complexas
ou matrizes similares que ndo contenham os analitos, nem sempre é possivel. Ja, a
adicao de padrao é uma calibracdo na qual sdo adicionadas outras substancias como
0s surrogates, deuterados ou carbono-13, e possui beneficios com o intuito de mitigar
os efeitos de matriz, porém esses padrdes isotdpicos sado caros e possui uma

aplicacao limitada.

Em alternativa a esses métodos, o0 uso de alguns compostos que conseguem
mascarar a interacdes indesejadas no sitio cromatogréafico € chamado de protetor de
analito. Uma substéncia é considerada um bom analito protetor se a sua eficiéncia for
independente da natureza da matriz, for soltvel no solvente da solucdo-padréo, ndo
reagir com os agrotoxicos de interesse, ndo se acumular no sistema cromatografico e
nao apresentar o0 mesmo tempo de retencdo dos analitos. Esses compostos devem
apresentar grupos polares, como hidroxilas, carboxilas, grupos nitrogenados, etc.,
para gue, ao competirem com 0s agrotoxicos, sejam predominantemente adsorvidos

no insertor, liberando o analito para a coluna cromatogréfica (130).

Porém, a principal limitacdo desta técnica € que os melhores analitos protetores
sdo muito polares, sendo necessaria a utilizacdo de solventes, como acetonitrila ou
agua, para preparar as solu¢des-padrdo, o que limita sua utilizacdo para analises de
agrotoxicos apolares por cromatografia gasosa (130).

Em 2003, Anastassiades e colaboradores, demonstrou a combinacdo detreés
siubstancias: 3-etoxi-1,2-propanodiol, gulonolactona e sorbitol como protetores de
analito pata uma gama de pesticidas utilizando o CG-MS (131).
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Rutkowska et. al. (2019), comparou trés abordagens com o objetivo de minimizar
os efeitos de matriz, i) calibracdo matrix-mached, (ii) adicdo de uma mistura de
substancias como protetor de analito e (iii) injecao no inicio da sequéncia. As amostras
escolhidas (ervas e frutas secas) foram estudadas devido possui a alta presenca de
interferentes e ao baixo teor de agua. Mais de 256 pesticidas de classes diferentes

forma analisados (132).

O estudo referido acima, chegou a conclusao de que independente da abordagem
aplicada no método, nehuma delas chegou a eliminar os efeitos de matriz, ou seja,
era possivel observar a supressao do sinal do analito. Porém, dentre todas o uso do
protetor de analito foi a mais promissora, pois suavizou de forma mais eficiente o efeito
de matriz. Isso ocorreu, pois como ja foi explicado anteriormente o fato de uma grama
gama dos pesticidas terem caracteristicas polares, os protetores de analito substituem
essas subtancias nos sitios da coluna cromatografica e passam a permitir a passagem

do analito.
3. METODO DE EXTRACAO - LOW PARTITION TEMPERATURE

Uma das etapas mais importantes da andlise de matrizes utilizando técnicas
cromatograficas € a extracdo. Por se tratarem muitas vezes de matrizes complexas,
determinacao de analitos em baixa concentracao, e influéncia de efeitos de matriz e
espectrais, a extragcdo com ou sem etapas de pré-concetracdo sdo importantes e
permitem que a andlise se torne possivel, eficiente e por fim suplante os problemas

caracteristicos deste tipo de analise.

J& existem inUmeros métodos de extracdo consolidados na literatura e utilizados
com constancia associados a cromatografia, como a extracdo em fase solida (SPE),
micro extragdo em fase solida (SPME), extracdo em fase liquida (LPE), micro extracéo
em fase liquida (LPME), dentre outros. Independentemente do tipo, todos os métodos

de extracdo tém como objetivo obter uma aliquota da amostra que contenham o0s
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analitos de interesse, se possivel livre de interferentes e compativel com a andlise

cromatografica desejada.

Apesar do desenvolvimento das técnicas de extragdo e micro extragcdo em fase
sélida, a extracdo liquido-liquido continua sendo a mais empregada por ser uma
técnica simples, que ndo exige instrumentacao sofisticada, e de facil execucéo (133).
Dito isso, diferentes variagfes envolvendo essa técnica séo utilizadas, uma delas é a

Extracao liquido-liquido e particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) (Figura 30).

Figura 28 — Esquema de extracgéo liquido-liquido e particdo em baixa temperatura (ELL-PBT)

Adicdo da
mistura
extratora

Retirada da
aliquota

Refrigeracdo

@ - Analito

Fase
enriquecida

Fase congelada

Manual
Ultassom
Centrifugacdo

Fonte: Prépria (2020)

A extracdo se baseia na particdo dos analitos entre as fases aquosa e organica
inicialmente misciveis, as quais se separam pela diminuicdo da temperatura (-20 °C)
(134). O método foi pela primeira vez utilizado por Juhlert (1997), com o objetivo de
determinar pesticidas organofosforados em carnes, empregando temperaturas
menores que -75°C, obtendo resultados satisfatérios para determinagdo desses
analitos por Cromatografia gasosa com Detector de Nitrogénio-Fosforo (CG-NPD)
(135).
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Lentza-Rizos et. al (136), determinou assim como Juhlert, organofosforados,
porém em amostras de azeite de oliva. A principal diferenca entre os métodos citados
é a utilizacdo da temperatura de -20°C para a particdo, o CG-NPD também foi usado
como técnica para realizar a determinacéo dos pesticidas.

J4, de Queiroz e colaboradores (2008), através do Cromatografia Gasosa com
Detector por captura de elétrons, determinou cipermetrina e deltametrina em amostras
de leite, congelando a mistura de solventes por 12h a -20°C. O método proposto,
apresentou boa recuperacdo e baixos limites de quantificacdo, indicando que a

metodologia proprosta € eficiente.

A principal vantagem de usar a particdo em baixas temperaturas € principalmente
reduzir o tempo de preparo da amostra, pois ao utilizar pequenas quantidades de
solvente, poupar a etapa de purificagdo adicional, ganha-se tempo na sequéncia
analitica. Tornando a andlise mais rapida, eficiente e de facil execucéo.

4. PARAMETROS ANALITICOS

A validagdo de um método perpassa por estabelecer parametros analiticos bem
definidos, pois € necessario que os dados sejam mais proximos possivel do valor real,
representando a confiabilidade do ensaio analitico e estabelecendo suas condicbes
de aplicacdo. No caso em especifico do CG-MS € necessaria uma atencéo especial,
por ser uma técnica multielementar e sensivel as incertezas, sejam sistematicas ou

aleatorias,

Os parametros analisados foram: especificidade e seletividade, limites de
deteccdo e quantificacdo, repetibilidade (precisao intraensaio), precisdo intermediaria

e exatidao.
Os parametros comuns aos dois metodos, estdo descritos no capitulo |, topico 7.

4.1. ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE
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A resolucdo RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE 2003, da ANIVSA, especificidade é
a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca
de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagéo e componentes
da matriz (137),

Para analisar esses aspectos, comparou-se com a literatura os tempos de
retencdo dos pesticidas estudados, bem como a pureza do sinal, em uma amostra de
repolho roxo fortificada com uma solugéo contendo os pesticidas estudados numa

concentragdo de 10ug L.
4.2. EXATIDAO E RECUPERACAO

A exatiddo do método passou por processos de adicao e recuperacédo, na qual as
amostras foram fortificadas e submetidas ao processo de extracdo ja descritos

anteriormente.

Os intervalos aceitaveis de recuperacao para analises de residuos geralmente
estdo entre 70% e 120%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisado de até +15% (138).

5. METODOLOGIA
5.1. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras das diferentes hortalicas foram coletadas em supermercados da

cidade de Salvador, Bahia.
5.2. PRE-TRATAMENTO

As amostras néo foram lavadas e nem passaram por um tratamento prévio, pois

a lavagem poderia diminuir ainda mais os teores dos possiveis pesticidas presentes.

5.3.PROCEDIMENTO DE EXTRACAO - Low temperature partitioning
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O procedimento escolhido para a extracdo dos pesticidas das amostras foi
adaptado da metodologia descrita no artigo de Costa, et. al. (140), para amostras de

feijao.

No caso da metodologia utilizada nesta tese, consistiu na extracéo de 4g de afalce
previamente maceradas com uma combinacdo de acetato de atila/agua (8:1, v/v),
essa mistura agitada em vortex por 10 min. Apds essa primeira etapa a amostra foi
centrifugada por 3 minutos a 300 rpm e levada ao freezer (-20°C) até congelamento,

mais ou menos por volta de 3h.

Apbs o processo de congelamento, o extrato é transferido para um vial de 20 mL
contendo 1,5 g de sulfato de soédio anidro e agitado por 1 min, uma aliquota deste

extrato € retirada e analisada por GC-MS.

Nesse caso também foram preparadas uma amostra controle e amostras

fortificadas com 50 pg L de um mixer dos pesticidas a serem estudados.
5.4. INSTRUMENTAL

O cromatografo usado para realizar a separacdo dos analitos de interesse é
cromatografo gasoso, acoplado a um espectrémetro de massa da marca Smimadzu
(Téquio, Japao). Também foram utilizadas a balanca analitica SARTORIUS, modelo
BLD105.

5.5.CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A coluna capilar SGE BP5- MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um de diametro) foi utilizada

para a separacao dos agrotoxicos.

As injecOes foram automatizadas, usando injetor do préprio equipamento, em
temperatura de 280°C. Como fase mével o Gas hélio (99,999%) foi utilizado a um fluxo

constante de 1,00 mL min™.
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A temperatura do forno da coluna foi mantida a 60°C por 1 min, em seguida foi
elevada a 200°C, com taxa de aquecimento de 25°C min't, em seguida a 280°C, com
taxa de 10 °C min! e finalmente a 300 °C, com taxa de aquecimento de 5°C min,
totalizando 20 min de analise.

A aquisicao dos dados foi realizada no modo SIM com faixa de varredura de 40-
650 m/z, e a voltagem do detector foi estabelecia em 1,85 Kv. Os analitos foram
identificados por comparacgéo do espectro de massa obtido na andlise, com o espectro

de referéncia da livraria NIST disponivel no proprio equipamento.
5.6.PESTICIDAS DETERMINADOS

Os pesticidas a serem determinados estdo descritos no quadro a seguir, com 0S
tempos de retencéo e a razdo massa/carga (m/z) usados para identificacdo dos picos
no cromatograma, através do método SIM.

Quadro 6 - Pesticidas determinados em alface

Compostos TR m/z 1 m/z 2 m/z 3 m/z 4
Carbofuran 6,14 164 131 109 221
Molinate 7,55 126 55 187 83
Sulfotep 8,24 322 97 238 202
Dimethoate 8,65 87 93 125 229
Diazinon 9,05 137 179 125 199
Disulfoton 9,22 88 60 97 274
Chlorothalonil 9,28 266 264 268 265
Methy! Parathion 9,83 109 125 93 263
Fenitrothion 10,24 109 125 277 260
Chorpyrifos 10,46 97 197 199 350
Fenthion 10,47 278 169 109 125
Parathion 10,59 291 97 109 139
Imazalil 11,91 173 215 175 279
Ethion 12,7 231 97 153 384
Cyproconazole 12,45 139 222 125 376
Tebuconazole 13,65 250 126 125 307
Bifenthrin 14,14 181 166 165 422

L- Chyalothrin | 14,86 181 197 208 449
L- Chyalothrin Il 15,05 181 197 208 449
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Permethrin | 15,94 183 165 163 391
Permethrin I 16,07 183 165 163 391
Difenoconazole | 18,66 265 267 323 406
Difenoconazole I 18,75 265 267 323 406
Deltamethrin 19,06 181 253 255 505
Azoxystrobin 19,21 344 388 372 403

5.7.REAGENTES E SOLUCOES

Os padrdes dos pesticidas foram pesados e diluidos em acetato de etila para uma
concentracdo de 1000 mg L. Desta forma, foram preparadas solu¢cées estoque que
continham todos os pesticidas, variando a concentragdes finais a depender da
sensibilidade do detector para cada substancia, finalizando com concentragdes entre
10 e 20 mg L. Todas as solugdes foram armazenadas em um freezer a uma

temperatura de aproximadamente -20°C.

Os padrdes da solucado estoque, foram injetados individualmente em cromatégrafo
a gas acoplado ao detector de massa (CG/MS) no modo SCAN, com o objetivo de

obter o tempo de retencéo e os ions de identificacdo de cada pesticida estudado.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. METODOLOGIA DE EXTRACAO ELL-EBT

Inicialmente, foram testadas diferentes metodologias publicadas em artigos
recentes visando a extracdo de pesticidas em amostras de hortalicas. A principio foi
testada a metodologia para extracdo de pesticidas em folhas de ché, publicada por
Wu (2017), (141). Esse procedimento consistiu em transferir aproximadamente
4,00000 g de amostra para um tubo falcon de vidro de 10 mL e adicionar 8 mL de

acetontrila. A amostra foi agitada por vortex por 10 min e em seguida, o extrato foi
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transferido para um outro vial headspace de 20 mL contendo 0,5 g de acetato de sodio
e 1,5 de sulfato de sodio. O extrato foi agitado novamente em vortex e o extrato
resultante foi passado por um cartucho de florisil para etapa de clean up. Duas
amostras de repolho foram preparadas usando essa metodologia.

Uma amostra controle (sem adicéo de padrdo) e um spike (onde foi adicionado
uma aliquota de uma solugdo mista de pesticidas na concentracéo de 50 pug L1). As
duas amostras foram injetadas no sistema GC-MS para comparacao e avaliagéo da
viabilidade do procedimento. Como resultado, foi verificado que nenhum composto foi
detectado na amostra controle e no spike, mostrando que neste caso a metodologia

publicada néo foi adequada para extracédo de pesticidas em hortalicas.

Em funcéo destes resultados, foi testada uma segunda metodologia, publicada
por Costa et al. (2015) (140). Para testar essa metodologia foi utilizada uma amostra
de alface. Essa amostra foi triturada em pistilo e almofariz até formar uma pasta. Neste
caso também foram preparadas uma amostra controle e um spike nas mesmas
concentracfes usadas para o repolho. Todas as etapas desta metodologia foram

descritas no topico 5.3.

A escolha dos solventes extratores € de extrema importancia para que a
extracdo utilizando baixas temperaturas tenha éxito. Segundo, Lehotay et. al, a
acetonitrila, o acetato de etila e a acetona s&o os solventes mais utilizados em analises
multirresiduos para determinacédo de pesticidas (142), pois além de servirem como
solventes de eluicdo ainda estdo envolvidos na etapa de limpeza da amostra pés

extracao, justificando a escolha do acetato de etila como fase organica.

A combinacédo dos solventes extratores acetato de atila/agua, € explicada pela
influéncia da polaridade quando se trata de separacdo cromatografica, a adicdo da
agua aumenta um pouco a polaridade da solucdo extratora, favorecendo a extragéo
de pesticidas mais polares, ainda que no final da corrida cromatografica. Pois

substancias apolares irdo eluir mais rapidamente que substancias polares, ja que a
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caracteristica da fase estacionaria (SGE BP5- MS) é polar, fazendo com que

substéancias polares tenham maior interacdo com a coluna.

A agitacéo por vortex se faz necessaria, pois aumenta o contato da amostra
com a solucéo extratora, e a agitacdo de 10 min se mostrou suficiente. Além disso, a
centrifugacdo também se mostrou eficaz, sedimentando o material pastoso da

hortalica de forma mais rapida.

Em seguida, a intencéo de realizar esse processo do congelamento, faz com
que a fase aquosa congele, retendo os possiveis interferentes existentes. Enquanto
isso, 0s pesticidas sdo extraidos pela fase organica, sem necessidade de limpeza e

de outras etapas, tornando o processo de extracdo mais rapido.

A adicdo do sulfato de sodio anidro, aumenta a forca ibnica do meio, e por
interagir com a agua diminui a sua solubilidade de analitos mais polares pela fse
aguosa. Desta forma, esses analitos migram para fase organica, melhorando a

recuperacado dos pesticidas mais polares.
6.2. ANALISE CROMATOGRAFICA

Usando a analise em CG-MS (SCAN), para obter o espectro de massa,
selecionar o ion de maior intensidade e identificar o tempo de retencdo dos analitos,
foi realizado o spike da amostra de repolho com uma solugdo contendo uma mistura
dos pesticidas de interesse. O método SCAN analisa todos 0s ions presentes na
amostra, fazendo uma varredura das massas, analisando a massa dos analitos num

determinado intervalo (73).

Figura 29 — Cromatograma obtido pelo método de varredura SCAN
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No apéndice A encontram-se a selecdo dos picos, utilizando como referéncia a
biblioteca de existente no préprio equipamento, analisando todos os ions produzidos

na solugéo.

Os ions selecionados para cada composto foram separados de todos os demais
ions produzidos a partir da fragmentacédo completa do analito em estudo, utilizando o
modo SIM (do inglés Select lon Monitoring). No apéndice B encontram-se 0sS
Espectros de massas dos pesticidas presentes na mistura, neste caso detectados pelo
método SIM.

6.2. PARAMETROS ANALITICOS
6.2.1. CURVA DE CALIBRACAO EXTERNA X PROTETOR DE ANALITO

De modo geral, a calibracdo mais simples € aquela que utiliza a padronizacdo
externa, porém apesar desta vantagem, sofre mais com os efeitos de matriz. Pelo fato
da amostra ser complexa e ao analisar as curvar de calibracdo externa, observou uma

baixa sensibilidade e perda de linearidade, indicando a presenca de interferéncias.

Desta forma, optou-se por utilizar o protetor de analito com o intuito de reduzir

essas interferéncias, melhorando perfil do pico, aumentando a sensibilidade e
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linearidade. Favorecendo melhor precisdo e exatiddo dos resultados, potencializando

a confiabilidade dos resultados.

Uma combinacao de etilglicerol, gulonolactona e sorbitol, numa concentracao 10,
1 e 1 mgL?, respectivamente foram usadas como protetores de analito. Essas
substancias bem como as concentracdo, foram baseadas no artigo de Anastassiades
et. al. (143). Apesar de atentarem para o risco de uma indesejada “caramelizagdo” no
interior do cromatografo, foi demonstrado que alguns agucares e derivados lactonas

apresentaram bons resultados para varios praguicidas (129).

O uso destas substancias como agentes de protecdo se deve ao fato de serem
soltveis na solucéao final, pelo ter alta volatilidade do etilenoglicerol reduzindo o risco
de contaminacéo do sistema e por camuflar os sitios ativos da coluna cromatografica,

mitigando a interacao indesejada do interferente.

A tabela abaixo indica os valores dos coeficientes de determinacdo das curvas
com o uso do protetor de analito, parametro considerado para indicar a linearidade

dos resultados.

Tabela 12 - Equacgéo de reta dos pesticidas com uso do protetor de analito

Compostos Equacéao de reta R?
Carbofuran y = 3376,9x + 449,88 0,9967
Molinate y =20123x + 190,16 0,9968
Sulfotep y = 7469,7x - 250,75 0,9991
Dimethoate y =19170x - 6029,2 0,9975
Diazinon y = 12591x - 2867,3 0,9936
Disulfoton y = 21503x - 4534,7 0,9975
Chlorothalonil y =13021x + 4371 0,9976
Methyl Parathion y =7570,3x + 71445 0,9967
Fenitrothion y = 6873,2x + 1223,7 0,9986
Chorpyrifos y = 6562,4x - 197,28 0,9986
Fenthion y = 18932x - 4332,5 0,9972
Parathion y =2179,9x + 165,67 0,9993
Imazalil y =5961,1x - 1734,4 0,9984
Ethion y = 10900x + 3424 0,9979
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Cyproconazole y = 13658x - 5502,6

Tebuconazole y =8596,5x - 1132,1
Bifenthrin y = 33671x - 404,99
L- Chyalothrin | y = 3623,5x + 333,07
L- Chyalothrin 1l y = 3310,6x + 738,78
Permethrin | y =9690x - 736,51
Permethrin Il y =12274x + 774,8
Pyraclostrobin y =17726x - 779,66
Difenoconazole | y =3994,9x + 1276
leenoc:I?nazole y = 7048,9x - 8772.1
Deltamethrin y =995,62x + 572,55
Azoxystrobin y =895,14x + 119,15

0,9989
0,9994
0,9987
0,9989
0,9977
0,9982
0,9984
0,9993
0,9952

0,9969

0,9952
0,9967

Vale ressaltar que os valores de equacao de reta e coeficientes foram obtidos

numa curva com protetor de analito, de 0,25 pg L*a 11 pg L. Todos os coeficientes

estao dentro dos valores considerados satisfatorios.

6.2.2. LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

Segue abaixo a tabela que apresenta os LD e LQ em pg L dos pesticidas

estudados.
Tabela 13 - Limites de detecc¢do e quantificacdo

Compostos Equacao de reta LD (pgL-1) LQ (pglL-1)
Carbofuran y = 3376,9x + 449,88 0,24 0,80
Molinate y =20123x + 190,16 0,22 0,72
Sulfotep y = 7469,7x - 250,75 0,12 0,38
Dimethoate y =19170x - 6029,2 0,23 0,77
Diazinon y = 12591x - 2867,3 0,60 1,90
Disulfoton y = 21503x - 4534,7 0,22 0,73
Chlorothalonil y =13021x + 4371 0,19 0,62
Methyl Parathion y=7570,3x + 7144,5 0,28 0,93
Fenitrothion y = 6873,2x + 1223,7 0,18 0,59
Chorpyrifos y = 6562,4x - 197,28 0,16 0,52
Fenthion y = 18932x - 4332,5 0,21 0,71
Parathion y = 2179,9x + 165,67 0,10 0,34
Imazalil y =5961,1x - 1734,4 0,17 0,58
Ethion y = 10900x + 3424 0,18 0,59
Cyproconazole y = 13658x - 5502,6 0,15 0,51
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Tebuconazole y =8596,5x - 1132,1 0,10 0,32

Bifenthrin y = 33671x - 404,99 0,13 0,44

L- Chyalothrinl  y =3623,5x + 333,07 0,14 0,48
L- Chyalothrin Il y =3310,6x + 738,78 0,22 0,74
Permethrin | y = 9690x - 736,51 0,16 0,54
Permethrin 1l y =12274x + 774,8 0,15 0,51
Difenoconazole | y =3994,9x + 1276 0,40 1,34
Difenoconazole Il y=7048,9x - 8772,1 0,30 1,00
Deltamethrin y =995,62x + 572,55 0,36 1,20
Azoxystrobin y =895,14x + 119,15 0,30 1,00

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram considerados satisfatorios e em
consonancia com dados da literatura. Como o artigo de Chen e colaboradores (144),
na qual foram avaliados a presenca de diferentes pesticidas, incluindo alguns
estudados nesta tese, como: Bifetrin, Clhorpyrifos, Metil paration e Paration, utilizando
um Cromatdégrafo a gas com deteccgao por captura de elétrons, o LD obtido foi de 0,01
mg Kg, enquanto no caso dos dados obtidos e mostrados na tabela acima, os valores
de LD e LQ foram menores para 0s mesmo pesticidas estudados. Este
comportamento se deve ao fato do detector utilizado ser mais sensivel, o MS, além
da combinacdo do uso do protetor de analito e da extracdo em baixas temperaturas,
aumentando a extracdo do pesticida, reduzindo interferéncias e consequentemente

levando a melhores limites de deteccao e quantificacao.
6.2.3. PRECISAO

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou
desvio padréo relativo (coeficiente de variacao) de uma série de medidas. A precisao
foi avaliada ao nivel de repetibilidade (precisdo intra-dia) e precisdo intermediaria

(preciséo inter-dia).

Tabela 14 - Preciséo inter-dia e intra-dia (continua)

Precisao (%RSD)
Compostos Inter-dia Intra-dia
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Carbofuran 16,0 11,4

Molinate 8,9 8,2
Sulfotep 13,1 13,5
Dimethoate 11,5 15,5
Diazinon 8,7 8,6
Disulfoton 7,7 8,8
Chlorothalonil 21,4 16,1
Methyl Parathion 8,9 8,7
Fenitrothion 10,5 10,9
Chorpyrifos 18,5 10,4
Fenthion 7,3 8,1
Parathion 13,5 13,9
Imazalil 9,9 9,8
Ethion 8,7 8,9
Cyproconazole 6,3 2,7

Tabela 15 — Precisdo inter-dia e intra-dia (conclusao)

Precisdo (%RSD)

Compostos Inter-dia Intra-dia
Tebuconazole 10,9 9,5
Bifenthrin 11,4 10,8
L- Chyalothrin | 10,9 9,0
L- Chyalothrin Il 11,5 10,4
Permethrin | 8,7 10,3
Permethrin I 10,5 10,2
Difenoconazole | 14,4 13,9
Difenoconazole Il 14,5 18,5
Deltamethrin 23,4 9,5
Azoxystrobin 20,6 18,3

Como a concentragdo da amostra esta em niveis baixos (<1ppb), € aceito que 0
desvio padrao relativo pode ser aceito até 30%, segundo os critérios sugeridos pela
AOAC e pelo INMETRO (61). Desta forma, ambas estdo dentro dos parametros

estabelecidos indicando a precisao do método.
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6.2.4. RECUPERACAO DOS PESTICIDAS

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a exatidao de um
método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor verdadeiro, calculada como porcentagem de recuperacdo da
guantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca
porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de

confianga (145) .

A exatiddo do método cromatografico foi avaliada através dos ensaios de
recuperacdo. A recuperacgao calcula a quantidade de analito que foi encontrada no
extrato final, apos passar por todas as etapas do procedimento, em relacdo a

guantidade presente/adicionada na amostra.

Tabela 16 - Recuperac¢des obtidas a partir da fortificagcdo da amostra de alface fresca com 2,5 e
10 ug Lt de pesticida.

Fortificacao
Pesticidas 2 ug L-1 7 pg L-1 10 pg L-1
Taxa de recuperacéo (%)

Carbofuran 112 113 91
Molinate 78 75 88
Sulfotep 75 82 94
Dimethoate 94 95 85
Diazinon 72 89 79
Disulfoton 111 104 107
Chlorothalonil 72 88 99
Methyl Parathion 70 75 87
Fenitrothion 89 93 103
Chorpyrifos 77 102 112
Fenthion 89 85 100
Parathion 87 93 109
Imazalil 113 96 111
Ethion 79 97 120
Cyproconazole 99 87 94

Tebuconazole 84 110 115
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Bifenthrin 108 120 93

L- Chyalothrin | 110 96 113
L- Chyalothrin Il 105 99 102
Permethrin | 95 106 101
Permethrin 1l 118 106 96
Pyraclostrobin 72 75 73
Difenoconazole | 119 83 109
Difenoconazole Il 72 102 111
Deltamethrin 84 94 92
Azoxystrobin 77 110 116

E de se esperar que quanto maior for a concentracéo da solucéo fortificada, maior
seja a recuperacdo encontrada, sendo possivel observar de forma geral esse padrao

na recuperacéo dos pesticidas estudados.

Compostos que ndo sao afetados pelo efeito de matriz sdo considerados
termicamente estaveis, apresentam um limitado potencial de adsor¢do no injetor em
temperaturas elevadas e a matriz € incapaz de providenciar um efeito protetor
significante. As taxas de recuperacao aparentemente mais altas e com baixa precisédo
sdo observadas em andlises de agrotdxicos mais polares, sendo o grau de polaridade
classificado de acordo com a solubilidade em agua ou Kow (coeficiente de particao
octanol/agua) (146) . Isso explica o fato dos pesticidas dissulfoton, imazilalil, bifetrin,
L- Chyalothrin | e Il, Permetrin | e Il apresentarem em geral uma maior taxa de

recuperacao nos trés niveis de fortificacdo, acima de 100%.

Compostos contendo grupamentos -P=0 (organofosforados), -O-CO-NH-
(carbamatos), -OH (hidroxilados), -N= (imidazoles e benzimidazoles), -NH-CO-NH-
(de- rivados da uréia) sdo mais susceptiveis ao efeito de matriz (147) e por isso podem
apresentar menores taxas de recuperacgao abaixo do 90%, como no caso do sulfotep,

dimetioato, diazinon, metil paration, etion e fenitrotion.
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Os piretroides, apesar de serem menos polares, apresentam efeito de matriz
significativo. Neste caso, a elevada massa molar dos agrotoxicos (acima de 400 g mol-
1), como no caso do deltametrin, que apresenta massa molar de 505 mg L, dificulta
a volatilizagdo e menor quantidade de analito € introduzida na coluna cromatografica

guando preparado em solvente puro, produzindo menores respostas (148).

Ha o intervalo aceitdvel de recuperacao para andlise de residuos, que deve variar
de 70% a 120%, situagdo encontrada para todos os agrotdxicos estudados. Como
todos os valores de recuperacéo ficaram entre esse intervalo, indica que o método é

exato e possui confiabilidade analitica.
6.3. APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS

Foram realizadas as analises de duas amostras de alfaces coletadas em
mercados diferentes da cidade de Salvador, Bahia, em dezembro de 2020.

Tabela 17 - Concentragéo dos pesticidas em amostras de alface (n=3)

X + o (mgKg?)

Compostos AAl AA2
Carbofuran <LD <LD
Molinate 0,872 £ 0,037 0,120 £ 0,0198
Sulfotep N/D N/D
Dimethoate 0,946 £ 0,028 0,946 £ 0,015
Diazinon 4,359 £ 0,561 4,900 £ 0,015
Disulfoton 4,815+1,514 0,710 £0,2413
Chlorothalonil <LD <LD
Methyl Parathion <LD <LD
Fenitrothion N/D N/D
Chorpyrifos 1,975 £ 0,003 2,742 + 0,385
Fenthion N/D N/D
Parathion N/D N/D
Imazalil N/D N/D
Ethion N/D N/D
Cyproconazole N/D N/D
Tebuconazole N/D N/D

Bifenthrin 14,614 £ 0,149 12,205 + 0,9430
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L- Chyalothrin | N/D N/D

L- Chyalothrin 1l 1,161 +£0,173 1,231 £ 0,236
Permethrin | 17,873 +£3,181 14,904 + 1,763
Permethrin Il N/D N/D

Difeconazole | N/D N/D

Difeconazole Il N/D N/D
Deltamethrin N/D N/D
Azoxystrobin N/D N/D

*N/D = nao detectado

A escolha do alface para realizar a aplicacdo deste método consistiu no fato de
gue dentre as hortalicas, o alface apresenta um dos maiores indices de contaminacao

por agrotoxicos (149) e por ser a hortaliga folhosa mais consumida no Pais (150)

Dos vinte e cinco pesticidas estudados, trés apresentaram concentracdes abaixo
do limite de deteccao e treze nao foram detectados, indicando a ndo presenca dessas
substancias nas amostras. Uma delas € o difenoconazol que apesar de ser um
pesticida permitido para a cultura em questdo, com Limite de Residuo Maximo (LMR)

de 0,5 mg Kg%, ndo foi detectado em ambas as amostras analisadas.

Cada cultura apresenta uma grade de pesticidas permitidos para serem usados
na plantacéo, no caso da alface sdo ao total sessenta e trés agrotéxicos permitidos,
segundo o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2019). Dos pesticidas
que foram detectados e quantificados, somente a bifetrina e a permetrina séo
substéancias permitidas pelo MAPA para a cultura de hortalicas folhosas, ambos os
agrotoxicos sao classificados como classe Il — muito perigoso. No caso, da bifetrina
os niveis detectados (14,6 e 12,2 mg Kg*) foram aproximadamente de 24 e 28 vezes
superiores ao LMR permitido (0,5 mg Kgt). Ja os niveis de permetrina ultrapassaram
150 a 170 vezes o permitido (0,1 mg Kg). Valores semelhantes foram encontrados
por Oviedo e colaboradores (2003), na qual encontrou niveis elevados de bifetrina e

permetrina em amostras de tomate e de alface acima do permitido (151).

Encontrar pesticidas que nao fazem parte da lista dos permitidos ou se permitidos

acima do LMR faz sentido, pois dentro do cenario de estimulo ao uso desse tipo de
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substancia cada vez mais agricultores lancam méo dessa estratégia para lidar com o
controle de pragas. O proprio Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos em
Alimentos — PARA, analisou centenas de amostras de varios estados brasileiros entre
2017 e 2020 e encontrou amostras que apresentavam pesticidas ndo permitidos e/ou

em concentracdo acima do permitido (152).

7. CONSIDERACOES PARCIAIS

Através desta metodologia foi possivel quantificar com confiabilidade uma gama
de 25 pesticidas de diferentes classes organicas, através da adaptacdo de um método

de extracao utilizando baixas temperaturas.

Os niveis de LD e LQ indicam que € possivel determinar os pesticidas em baixas

concentracoes.

Os valores de coeficiente de determinacdo indicaram uma linearidade satisfatéria

indicando boa correlacéo do sinal analitico e da concentracéo.

Os valores de precisdo e recuperacgao, sinalizam que o método desenvolvido é

robusto, preciso e exato.

Foram encontrados pesticidas com niveis acima do permitido pela legislacédo
regulamentadora e pesticidas que sao proibidos para a cultura desse tipo de hortalica

folhosa.
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Portanto o uso deste método é promissor por ter reduzido o tempo de preparo e
extracdo, facilitando sua aplicabilidade em laboratdrio e com possibilidade de uso em

matrizes semelhantes a estudada neste trabalho.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Analisando o que foi discutido nesta tese, fica claro a gama de possibilidades ao
trabalhar com amostras de origem vegetal, podendo analisar a composicao mineral e
como o método de cocc¢do influencia na disponibilidade destes minerais. E aplicar
métodos de analise multivariada para reconhecer e confirmar a existéncia de padrdes

dentre as amostras de carater semelhante.

Além disso, no segundo capitulo foi possivel desenvolver um método adaptado,
para determinacao de diferentes pesticidas, indicando outra possibilidade de estudo

das hortalicas.
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APENDICE

APENDICE A — Cromatograma em método SCAN para os pesticidas no intervalo de 6 a 8 minutos
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Cromatograma em método SCAN para os pesticidas no intervalo de 17 a 20 minutos
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