PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

Nathalia Ferreira Soares

AVALIACAO DA OCORRENCIA DE RESIDUOS DE DITIOCARBAMATOS EM
ALIMENTOS INFANTIS A BASE DE CEREAIS

Rio de Janeiro
2020



Nathdlia Ferreira Soares

AVALIACAO DA OCORRENCIA DE RESIDUOS DE DITIOCARBAMATOS EM
ALIMENTOS INFANTIS A BASE DE CEREAIS

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado Académico do Programa de Pos-
Graduacdo em Vigilancia Sanitaria do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude, da Fundacdo Oswaldo Cruz,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientadora: Silvana do Couto Jacob
Co-orientadora: Maria Helena W. M. Cardoso

Rio de Janeiro
2020



Catalogacgéo na Fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Biblioteca

Soares, Nathalia Ferreira

Avaliagao da ocorréncia de residuos de ditiocarbamatos em
alimentos infantis a base de cereais . / Nathalia Ferreira Soares. - Rio
de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2020.

63 f.

Dissertagao (Mestrado Académico em Vigilancia Sanitaria) -
Programa de P6s-Graduacgdo em Vigilancia Sanitaria, Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 2020.

Orientadora: Silvana Do Couto Jacob.
Co-orientadora: Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso.

1. Ditiocarbamatos . 2. Cereal infantil . 3. CG-EM . |. Titulo.

Dithiocarbamates residues occurrence assessment in cereal-based
infant foods.



Nathalia Ferreira Soares

AVALIACAO DA OCORRENCIA DE RESIDUOS DE DITIOCARBAMATOS EM
ALIMENTOS INFANTIS A BASE DE CEREAIS

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado Académico do Programa de
P6s-Graduacdo em Vigilancia Sanitaria
do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, da Fundacao
Oswaldo Cruz, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Aprovado em: / /

BANCA EXAMINADORA

Bernardete Ferraz Spisso (Doutora) — Presidente
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Izabela Miranda de Castro (Doutora)
Embrapa Agroindustria de Alimentos

André Victor Sartori (Doutor)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

ORIENTADOR(ES)

Silvana do Couto Jacob (Doutora) - Orientadora
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso (Doutora) — Co-orientadora
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus por ter me dado saude e sabedoria para saber

lidar com todas as situacdes. Sem Ele nada disso teria sido possivel.
Ao programa de pos-graduacéo do INCQS/Fiocruz e ao CNPq pela oportunidade.

As minhas orientadoras, Maria Helena e Silvana Jacob, assim como Lucia Helena
Bastos e Angelica C. Oliveira do setor de residuos de agrotoxicos, pela 6tima
orientacdo, paciéncia, confianca no meu trabalho e pelo apoio durante os inUmeros

percalcos que apareceram durante esses dois anos.

Ao Marcelo Tappin do Departamento de Métodos Analiticos de Farmanguinhos por
possibilitar o uso do equipamento CG-EM e Rafaella Cruz pelo auxilio durante as
analises instrumentais; sua ajuda foi de grande importancia para elaboracdo deste

trabalho.

A minha mae, Rosangela, pelo amor, incentivo e por apoiar minhas decisdes e me

amparar sempre que pensei em desistir.

Aos meus amigos Jorginho, Santos, Gleyce e Luiza pelo companheirismo desde o
processo seletivo e aos que ganharam o meu carinho durante o caminho, Daniel,
Robert e Mayssa. N&do poderia imaginar ter passado por essa jornada sem vocés. A
“turma da merenda” pela leveza e divertimento nesse segundo ano tao tenso e cheio
de preocupacdes. A Thaiz por ser minha companheira dentro e fora do laboratério,
pelos conselhos, paciéncia e por trazer mais luz para os meus dias com seu bom

humor e sorriso.

Ao Gladson pela amizade que surgiu aos poucos, mas que foi um importante
amparo em muitos momentos, inclusive secando muitas das minhas lagrimas. Sou

extremamente grata por todos os conselhos e ensinamentos.

A professora Ana Claudia que sempre foi uma grande amiga e mesmo de longe
sempre me incentivou a perseguir meus sonhos e com muito carinho dividiu comigo

minhas maiores realizacdes atuais.

E, por fim, a todos os familiares e amigos que também sempre me apoiaram e me

deram forca para continuar caminhando firme e forte!



‘I cannot remember the books I've read any
more than the meals | have eaten; even so, they
have made me.”

Ralph Waldo Emerson



RESUMO

A escolha adequada do alimento consumido pela crianga durante os primeiros anos
de vida esta relacionada ao bom desenvolvimento do individuo, contudo a
alimentacdo é uma importante fonte de exposicdo a residuos e contaminantes
quimicos. Os ditiocarbamatos (DTC) sdo uma classe de agrotoxicos amplamente
utilizada no Brasil, sendo o mancozebe o terceiro ingrediente ativo mais vendido no
pais em 2018. Segundo o Codex Alimentarius os residuos ndo devem permanecer
no produto acabado ou serem reduzidos ao menor limite possivel e para a
Comunidade Europeia (CE) o LMR maximo permitido é de 10 pg mL™ para grande
namero de agrotéxicos, entre eles os DTCs. Entretanto, o Brasil ndo possui uma
regulamentacdo especifica para alimentos infantis e ndo realiza o seu
monitoramento. Desta forma, o0 objetivo do trabalho é validar o método de
determinacao de DTCs por cromatografia a gas com espectrometria de massas (CG-
EM) em cereais infantis e avaliar quantitativamente amostras comercializados no
municipio do Rio de Janeiro. O método foi validado segundo os critérios do
documento SANTE e do Codex Alimentarius levando em conta os parametros:
seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limite de deteccéo (LD) e quantificacdo
(LQ), precisdo e exatiddo. Quanto a seletividade, a amostra de cereal usada na
validacdo n&o apresentou interferentes e o intervalo de trabalho de 0,01 pg mL™ a
1,0 pg mL™ mostrou-se linear. O LQ 0,01 mg kg™ de CS, foi considerado adequado
aos documentos internacionais usados como parametro para avaliacdo dos
resultados. As analises apresentaram coeficiente de variagdo < 20% e taxa de
recuperacdo entre 70-120%, assim para precisdo e exatiddo os resultados foram
considerados satisfatorios. Além disso, foram analisadas 25 amostras de produtos
infantis & base de cereais, com 11 apresentando leitura para CS,, e destas, 4 com
concentracdo maior que 0,01 mg kg', sendo assim, elas seriam consideradas
insatisfatorias segundo o Codex Alimentarius e CE. O estudo pode fornecer dados
sobre residuos de agrotoxicos da classe dos ditiocarbamatos em cereais de uso
infantil, inexistentes até o momento, possibilitando a discussao sobre a importancia

do monitoramento destes produtos visando minimizar os riscos a populacéo infantil.

Palavras-chave: Ditiocarbamatos. Cereal infantil. CG-EM. Validacéo.



ABSTRACT

T The adequate choice of the food consumed by the child during the first years of life
is related to the individual's good development, however food is an important source
of exposure to residues and chemical contaminants. Dithiocarbamates (DTC) are a
class of pesticides widely used in Brazil, with mancozebe being the third best-selling
active ingredient in the country in 2018. According to Codex Alimentarius, residues
must not remain in the finished product or be reduced to the lowest limit possible and
for the European Community (EC) the maximum allowed MRL is 10 ug mL™ for a
large number of pesticides, including DTCs. However, Brazil does not have specific
regulations for infant foods and does not monitor them. Thus, the objective of this
article is to validate the method of determination of DTCs by gas chromatography
with mass spectrometry (CG-EM) in children's cereals and to quantitatively evaluate
samples sold in the city of Rio de Janeiro. The method was validated according to
the criteria of the document SANTE and Codex Alimentarius taking into account the
parameters: selectivity, linearity, working range, detection limit (LD) and quantification
(LQ), precision and accuracy. As for selectivity, the cereal sample used in the
validation showed no interferences and the working range of 0.01 ug mL™ to 1.0 pg
mL™? was linear. The LQ 0.01 mg kg™ of CS, was considered adequate to the
international documents used as a parameter to evaluate the results. The analyzes
showed a coefficient of variation < 20% and a recovery rate between 70-120%, so for
precision and accuracy the results were considered satisfactory. In addition, 25
samples of infant cereal-based products were analyzed, with 11 showing a reading
for CS,, and of these, 4 with a concentration greater than 0.01 mg kg™, therefore,
they would be considered unsatisfactory according to Codex Alimentarius and CE.
The study can provide data on pesticide residues of the class of dithiocarbamates in
children's cereals, which didn’t exist until now, enabling the discussion on the
importance of monitoring these products in order to minimize the risks to the child

population.

Key words: Dithiocarbamates. Cereals. GC-MS. Validation.
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1 INTRODUCAO

1.1  Alimentagéo infantil

A alimentacdo infantil principalmente nos primeiros anos de vida € muito
importante, pois pode influenciar diretamente no desenvolvimento fisico, psicossocial
e emocional do individuo. Assim, a escolha adequada dos tipos de alimentos que a
crianca ira consumir é essencial. Nos primeiros 6 meses de vida, considera-se o
aleitamento materno exclusivo a livre demanda a pratica ideal, entretanto, o
aleitamento materno deve persistir até a idade minima de dois anos (WHO, 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Fundo das Nacgbes Unidas
(UNICEF) orientam o “inicio precoce da amamentagdo”, ou seja, iniciar a
amamentacao uma hora apés o nascimento, visto que estudos apontam que bebés
que iniciaram a amamentacdo entre 2-23 horas apds 0 nascimento tiveram 33%
mais risco de mortalidade neonatal comparado a lactentes que iniciaram a
amamentacao dentro de uma hora apds o nascimento (SMITH et al., 2017). ApGs 6
meses de idade recomenda-se a adi¢do gradual de alimentos complementares.

Segundo a Sociedade Brasileira de Pediatria (2006), a papinha salgada deve
ser adicionada a alimentacdo a partir dos 6 meses de vida e é recomendavel que
estejam presentes 0s seguintes grupos alimentares: cereais ou tubérculos,
leguminosas, proteina animal e hortalicas. O consumo desses alimentos pode
representar uma importante fonte de exposicdo a residuos e contaminantes
quimicos dentre esses 0s agrotoxicos.

Na primeira infancia as enzimas envolvidas no metabolismo de xenobioticos
nao estdo completamente desenvolvidas, podendo resultar na menor capacidade de
metabolizacdo, tornando as criancas mais suscetiveis aos efeitos toxicos de agentes
quimicos. Além disso, a menor capacidade de ligacdo a proteinas plasmaticas pode
resultar em maior porcentagem da substancia livre capaz de se distribuir pelo
organismo, levando a efeitos toxicos mais intensos, porém com menor duracao
(BRUCKNER, 2000).

Estudos sugerem que a exposicao a agrotoxicos durante os primeiros anos de
vida pode estar relacionada ao desenvolvimento de tumores, como leucemia,
linfoma ndo-Hodgkin e doenca de Hodgkin, bem como céncer cerebral e de tecidos

moles (MILLS; ZAHM, 2001). Costa (2013) relatou que a exposicao a doses toxicas
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de ditiocarbamatos (DTCs) e seu metabdlito etilenotiouréia (ETU) resultaram em
problemas no desenvolvimento fetal e teratogenicidade principalmente devido ao
feito do ETU na tireoide. Esse fato € de grande importancia visto que os horménios
tireoidianos tém papel essencial no desenvolvimento do cérebro, ressaltando que
esta classe de agrotoxicos pode estar envolvida no surgimento de efeitos
neurotdxicos em neonatos.

Sanborn e colaboradores (2007) descrevem que a exposicdo materna a
agrotoxicos esta associada ao baixo peso ao nascer, prematuridade e restricdo do
crescimento intrauterino determinantes importantes durante a primeira infancia. Além
da preocupacdo com a questado alimentar, Chen et al. (2015) ressaltam que criancas
expostas a agrotoxicos de uso domiciliar nos primeiros anos de vida tem maior risco

de desenvolver cancer hematopoiético na infancia.

1.2 Perfil de consumo de cereais infantis no municipio de Rio de Janeiro

Calcula-se gue a necessidade energética para uma crianca de 1-3 anos de
idade é de 1.300 kcal por dia (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989) e a
alimentacao deve ser capaz de fornecer 0os micro e macronutrientes essenciais para
o desenvolvimento do individuo. De acordo com a piramide alimentar infantil, entre
0s 6 e 11 meses de idade a por¢ao diaria recomendada de cereais, tubérculos, paes
e raizes é 3 porcbes e aumenta para 5 entre 1 e 3 anos de idade (PHILIPPI, 1999).

Devido a praticidade no preparo, o0 mingau e o leite com mucilagem sdo muito
utilizados na alimentacdo de criancas, principalmente durante os primeiros anos de
vida visto que podem fornecer a quantidade de cereais recomendada para esta faixa
etaria e estdo presentes no desjejum e lanche tanto em ambito domiciliar quanto nas
escolas e creches.

O Programa Nacional de Alimentacdo Escolar (PNAE) tem como diretrizes,
entre outras coisas, “fornecer alimentacédo saudavel e adequada, que compreende o
uso de alimentos variados e seguros, contribuindo para o0 crescimento e
desenvolvimento dos alunos” (BRASIL, 2009). O plano alimentar das escolas e
creches do municipio do Rio de Janeiro baseia-se nessas diretrizes e é elaborado
pelo Instituto Annes Dias e visa promover os habitos alimentares saudaveis. A figura
1 apresenta o cardapio proposto para uma semana durante o periodo de outubro a
dezembro de 2019.
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Figura 1 — Cardapio da merenda escolar oferecido pelas creches no municipio do

Rio de Janeiro para o periodo de outubro a dezembro de 2019.

Plano Alimentar Croches/EDI - 2019
Semana A Periodo: outubro & dexembro de 2019
Rofelcao 2* foira | 3 folra 4* toira 5* faira 6* foira Sabado
fngau de tapioca Lote Lefio J.ode com muciagem de Leie pingau de Maisena
Desjejum Banana Maca e mamio arraz & maméao Bacoto doce
64 12 meses |
Lafis Leite et = Lete pAngau de Maisans
?:"'?:":: Biscoto salgado Banana Maca @ mamao Biscolto salgado Bscoto doce
Lefte .Leslz Leite L este .Lem: ’;\—;g;: Be- b;l;:»cuil‘e
Desjejum . o0 saigado Banana Maca & mamBo Biscollo salgado Bicoto doce
4a6anos
coe Leste com muciagem de Mnﬁaﬁ de Avaia 7 ogurie. avesa o Leite ate 'corh'm@nqon{ de
Lanche Mamio e banana mitho e maga Banara Maca e mamao miho e magl
6 a 12 meses
Lanche efe Leste Mingau de Masena com  Jogurte, avesa e Leile Lete
1adanos Mamio e banana Mach e mamao Fannha Lactea Fmana Biscoto salgado Maca e mamao
Lanche i@'z? Leite Mingau oe Maisena com jogurie. aveda e Toie lote
4asanos Mamio ¢ banana Magd e mamao Farinha Lactea Eanana Biscoto salgado Macd e mamao
Lanche  Lefe Lote Mg do Maisena com Jogurie, avesa @ Teitn oto
w Mamilo ¢ banana Mach e mamao Fannha Lactes Hanana Bacoto salgado Maca e mamao
Biscoito doce Biscotio doce Pﬂnann Hiscolto doce Barana ¢ mamio Biscoilo doce

Fonte: (BRASIL, 2009).

No cardapio apresentado € possivel observar que os cereais infantis estdo
presentes em pelo menos uma das refeicdes diarias oferecidas aos alunos. E
importante ressaltar que isso leva em consideracdo apenas a alimentacao ofertada
pela unidade de ensino, assim esse tipo de alimento pode ser ingerido com uma
frequéncia ainda maior se fosse considerada também a alimentacdo domiciliar.
Assim, é imprescindivel o monitoramento da presenca de residuos de agrotdxicos
nao apenas nos alimentos frescos, mas também nos industrializados, como os

cereais infantis.

1.3 Registro de agrotéxicos no Brasil

Para que novos agrotoxicos possam ser comercializados no Brasil é
necessario que eles sejam registrados e que estejam em conformidade com as
exigéncias dos orgaos federais competentes responsaveis pelos setores de saude,
meio ambiente e agricultura (BRASIL, 1989). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) ira avaliar a relevancia agronémica do produto, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ponderar sobre 0s riscos dos agrotoxicos

a saude humana, além de realizar o monitoramento do uso dos mesmos em
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alimentos e, por fim, o Ministério do Meio Ambiente os avaliara quanto ao potencial
de periculosidade ambiental (BRASIL, 2002).

O registro de agrotoxicos no Brasil possui validade indeterminada, sem
previsdo legal para renovacao. No entanto, o conhecimento técnico-cientifico sobre
esses produtos estd em permanente evolugcdo e, mesmo apos 0 registro, novas
informacdes sobre toxicidade e riscos a saude podem ser identificados, sendo
necessaria a reavaliacdo do ingrediente ativo de agrotéxico.

A Lein® 7802 de 11 de julho de 1989 no artigo 2° paragrafo 5° versa que:

Quando organizacdes internacionais responsaveis pela saude, alimentagdo
ou meio ambiente, das quais o Brasil seja membro integrante ou signatario
de acordos e convénios, alertarem para riscos ou desaconselharem o uso
de agrotéxicos, seus componentes e afins, cabera a autoridade competente
tomar imediatas providéncias, sob pena de responsabilidade (BRASIL,
1989).

Além disso, o paragrafo 6° da mesma lei determina que é “proibido o registro
de agrotoxicos que revelem caracteristicas teratogénicas, carcinogénicas ou
mutagénicas, de acordo com os resultados atualizados de experiéncias da
comunidade cientifica” ou “que provoquem disturbios hormonais, danos ao aparelho
reprodutor, de acordo com procedimentos e experiéncias atualizadas nha
comunidade cientifica” (BRASIL, 1989).

Desta forma, quando ha comprovacao cientifica de que um ingrediente ativo
ja registrado no pais pode causar danos aos individuos expostos, quer direta ou
indiretamente, este deve passar por uma reavaliacao toxicolégica, a partir da qual a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) pode decidir pela manutencdo do
registro do ingrediente ativo sem alteracdes; pela alteracdo da formulacdo, da dose
ou do método de aplicacdo; pela restricdo da producdo, da importacdo, da
comercializacdo ou do uso; pela proibicdo ou suspensao da producédo, importacao

ou uso; ou pelo cancelamento do registro (BRASIL, 2017).

1.4 Residuos de agrotoxicos em alimentos

A lei©7.802, de 11 de julho de 1989 define agrotoxico como:

Produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de
seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 1989).
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A classificacao esta relacionada tanto a natureza da praga combatida quanto
ao modo de acao do ingrediente ativo. No primeiro caso, destacam-se as classes: 1)
Inseticidas que combatem insetos, larvas e formigas, 2) fungicidas que combatem
doencas causadas por fungos, 3) herbicidas que combatem ervas daninhas e 4)
raticidas, acaricidas, nematicidas e molusquicidas (ANDREI, 2005).

Além disso, considerando o modo de acdo os IAs podem ser classificados em
sistémicos quando, apdés a aplicacdo, o agrotoxico € absorvido pela planta e
distribuido uniformemente a outros tecidos vegetais através da seiva e de contato
guando ficam depositados na parte externa da planta e tem acao pelo contato direto
com o alvo bioloégico (MIDIO, 1997). Entretanto, ressalta-se que o tecido vegetal
pode possuir porosidades que possibilitem a penetracdo de substancias podendo
levar a absorcdo mesmo de agrotoxicos de contato (BRASIL, 2019b).

Os agrotoxicos sdo largamente utilizados com a finalidade de evitar ou
minimizar os danos as lavouras causados por pragas e, consequentemente melhorar
a produtividade. Sua aplicacdo ndo se restringe ao periodo durante o cultivo, mas
também antes e ap0Os a colheita para prevenir a deterioracdo dos produtos durante a
estocagem e transporte.

Segundo o decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002:

Residuo é qualquer substancia ou mistura de substancias remanescente
ou existente em alimentos ou no meio ambiente decorrente do uso ou da
presenca de agrotoxicos e afins, inclusive, quaisquer derivados especificos,
tais como produtos de conversdo e de degradacdo, metabdlitos, produtos
de reacdo e impurezas, consideradas toxicolégica e ambientalmente
importantes (BRASIL, 2002).

Em alimentos produzidos seguindo as Boas Praticas Agricolas a
concentracdo do agrotoxico encontrado no produto final devera estar em
conformidade com Limite Maximo de Residuos (LMR) estabelecido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. O LMR néo é utilizado como indicador do impacto
da exposicdo humana aos agrotoxicos sendo necessario o calculo da ingesta.

Para avaliacdo da ingesta a ANVISA aplica o célculo da Ingestdo Diaria
Méaxima Teorica (IDMT) que consiste no somatério dos produtos do consumo médio
per capita diario de cada alimento e o respectivo LMR / peso corporeo. Desta forma,
0 LMR calculado para uma determinada cultura € considerado seguro para a saude
humana quando a IDMT ndo ultrapassa a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) (BRASIL,
2016).
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No Brasil atualmente existem dois programas de monitoramento de residuos
de agrotoxicos em alimentos: o programa PARA (Programa de Analise de Residuos
de Agrotoxicos em Alimentos) da ANVISA que tem como objetivo conhecer o
potencial de exposi¢cado da populacdo aos contaminantes nocivos a saude e garantir
a seguranca do consumidor (BRASIL, 2019d) e o PNCRC (Programa Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes) do MAPA com enfoque principal no
monitoramento da qualidade dos produtos vegetais de origem nacional tanto os
destinados ao mercado interno quanto a importacao (BRASIL, 2019e).

No periodo entre 2017 e 2018 o PARA analisou 4.616 amostras de todo o
pais e os DTCs estdo em quinto lugar no ranking dos residuos de agrotoxicos com
maior nimero de deteccles, sendo 464 no total. O Unico alimento da categoria dos
cereais contemplado neste relatério foi o arroz, com 329 amostras analisadas sendo
314 satisfatorias e destas 220 sem residuos de agrotéxicos e 94 com residuo em
concentragdo igual ou inferior ao LMR (BRASIL, 2019c).

O programa avaliou também o Risco Croénico referente aos 271 IAs
pesquisados de 2013-2018, assumindo que o risco € inaceitavel quando a exposi¢cao
cronica resultar em valor superior a 100% da IDA. Nenhum dos IAs investigados
apresentou resultado insatisfatério, no entanto é necessario cautela ao avaliar esses
nameros, pois a analise de risco foi baseada nos dados da POF/IBGE 2008-2009 a
qual contempla o consumo de individuos acima de 10 anos de idade e desta forma
desconsidera 0s segmentos mais susceptiveis aos possiveis efeitos adversos do
consumo de residuos de agrotoxicos que s@o os bebés e idosos (BRASIL, 2019c).

Entre 0o segundo semestre de 2015 e 2018, o programa PNCRC vegetal
analisou 45 amostras de milho, 34 de arroz integral, 99 de arroz polido e 132 de
trigo, encontrando 36, 31, 95 e 110 satisfatorias, respectivamente. Entretanto, a
publicacdo do programa em Diéario Oficial ndo especifica quais 1As foram avaliados,
apenas define que a quantidade de residuos de agrotoxicos a ser monitorada
dependera do escopo do laboratdrio que estiver responsavel por cada cultura.
Assim, ndo é possivel afirmar se os ditiocarbamatos foram incluidos nesse relatério
(BRASIL, 2019d).
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1.5 Dados sobre o uso de agrotoxicos no Brasil

No ano de 2018, a comercializacdo de agrotoxicos e afins no Brasil foi de
549.280,44 toneladas, sendo 33,07% na regidao Centro-Oeste. Além disso, entre os
dez IAs mais vendidos no mesmo ano, 0 mancozebe da classe dos ditiocarbamatos
(DTC) figura em terceiro lugar respondendo por 40.549,92 toneladas (IBAMA, 2019),
conforme pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1 - Dez ingredientes ativos mais vendidos no Brasil no ano de 2018.

Posicéao Ingrediente Ativo Vendas (toneladas)
1° Glifosato e seus sais 195.056,02
20 2,4-D 48.921,25
30 Mancozebe 40.549,92
40 Atrazina 28.799,34
50 Acefato 24.656,79
6° Dicloreto de paraquate 13.199,97
7° Enxofre 10.409,69
8° Imidacloprido 10.021,22
9o Oleo mineral 9.112,53

10° Oxicloreto de cobre 8.018,65

Fonte: IBAMA, 2019

No ano de 2015 o Brasil plantou 71,2 milhdes de hectares de lavouras e a
soja representou 42% de toda area plantada no pais (32.206.787 hectares), seguido
do milho com 21 % (15.846.517 hectares) e da cana-de-aclcar com 13%
(10.161.622 hectares). Essas trés culturas sozinhas respondem por 76% da area
plantada com o consumo de 82% do consumo de agrotéxico no Brasil (PIGNATI,
2017). Isso indica que a area com maior utilizacdo de agrotdoxicos coincide com
regibes em que ha cultivo majoritario de monoculturas como soja, milho, cana,
citricos, algodéo e arroz.

Em 2019 a area plantada de soja foi de 35.821.377 hectares, representando
um aumento de 10,09%, e para o milho o aumento foi de 12,09% quando
comparado ao ano de 2015 (IBGE, 2019). Assim, o cultivo de monoculturas
respondendo pela maior fracdo de agrotoxicos consumidos nacionalmente, alinhado
ao crescimento na produgcdao dos mesmos indica que a contaminagdo por

agrotoxicos nos alimentos que ja atinge niveis preocupantes tende a ser ampliada
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nos proximos anos, ressaltando a importancia dos estudos de monitoramento do uso
destas substancias realizados pela ANVISA e MAPA com o intuito garantir a
qualidade dos produtos de origem vegetal visando a seguranca e inocuidade dos

alimentos disponibilizados ao consumidor.

1.6 Ditiocarbamatos

Os ditiocarbamatos s&do compostos derivados do &acido ditiocarbamico
(NH,CS,H), caracterizados por monoaminas secundarias que reagem com dissulfeto
de carbono, obtendo-se dialquil ditiocarbamatos: os dimetilditiocarbamatos (DMDC)
e os etilenobisditiocarbamatos (EBDCs) (LEMES, 2007). O IAs permitidos no Brasil

estdo apresentados na figura 2.

Figura 2 — Quadro com os ingredientes ativos de ditiocarbamatos permitidos no

Brasil e perfil de uso no pais.

Ditiocarbamato Estrutura Uso no Brasil Solubilidade
S
Mancozebe CH-NH-C=S Praticamente
(C4HegN2SMn)(Zn), ’ \Mn (zn),  Aplicacao foliar insoluvel em agua
xly =11 CHANH-CS7 em 49 culturas € na maioria dos
271,2 g/mol S solventes;
S S- s\/s_ ) _ .
Metiram H NH . _ Agua:2,1-4mgll (2,0 C)
(\H (e Aplicacéo foliar ~ Praticamente insoluvel
(C1gHz3N11S16Zn3)x 1
7N S| A em 17 culturas em solventes
1088,6 g/mol S S-Zn(NHJ-| S~ 'S- -
: ! organicos
. CH ;
Propinebe *NH S — : Agua: < 0,01 mg/L
(CsHaN2SeZn)x “sj\NH)" Yz Aplicagac 1Al (20 °C) Solventes
289.8 g/mol orgénicos: <0,01 mg/L
Metam-sodico HC 4 Aplicagdo no
y WN—c” plicag Agua: 722 g/L
C;H.NNaS, b solo Soltvel em metanol
129,17 g/mol H SNa 05 culturas
Tiram H3C\N_ C’S Tratamentode  Agua: 30 mg/L (25 °C)
CH.N.S Hacl S-S CH sementes (12 Soluvel em acetona,
el N culturas) e solo  cloroférmio e outros
9 5 CH, (1 cultura) ’ solventes orgénicos

Fonte: BALARDIN, 2017 -  ANVISA
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Esta classe de agrotoxicos de contato € muito utilizada nacionalmente por agir
contra um extenso espectro de doencas causadas por fungos com aplicagdo em
diversas culturas agricolas, de frutas e hortalicas a cereais (SILVA, 2005) conforme
apresentado na figura 2. O mancozebe tem mecanismo de acdo multissitio e pode
ser utilizado em associacdo com fungicidas sistémicos em coformulagéo,
promovendo aumento no espectro de acdo e gestdo da resisténcia microbiana
(BALARDIN, 2017).

No Brasil, o LMR para ditiocarbamatos como CS, (mg kg™) é calculada em
funcdo dos ingredientes ativos da classe dos EBDCs. A lista completa com os
ingredientes ativos permitidos, os limites para cada cultura, bem com outros detalhes
relevantes pode ser encontrado no site da ANVISA. Em cereais, como arroz, milho e
trigo, o LMR é 0,5; 0,3 e 1,0 mg kg™ de CS,, respectivamente, para os IA Mancozebe
e Metiram (BRASIL, 2019a).

A Tabela 2 apresenta um comparativo entre o LMR para os ditiocarbamatos
em milho, arroz, trigo e aveia conforme determinado pela legislacao brasileira, pela
Unido Europeia, Codex Alimentarius e FDA. Observa-se que nem no Codex
Alimentarius nem no documento da Unido Europeia sado especificados os
agrotoxicos permitidos, visto que a analise para determinacdo destes residuos de
agrotoxicos é baseada na liberacao de CS, que é uma caracteristica comum a todos

os IAs desta classe.

Tabela 2 - Comparativo entre a LMR e o0s ingredientes ativos da classe dos
ditiocarbamatos permitidos no Brasil, Unido Europeia, Codex Alimentarius e FDA.
(Acesso em 16/09/2019).

Brasil Codex Alimemarius Unido Europeia FDA
Cereais LMR IA permitidos LMR |A permitidos  LMR |A permitidos LMR |A permitidos
(mg kg™) (mg kg”) (mg kg™) (mg kg™
Milho 0,3 Mancozebe 0,1 ND 0,05 ND 0,06 Mancozebe
Tiram
Arroz 05 Mancozebe NP ND 0,05 ND NP NP
Tiram
Trigo 1,0 Mancozebe 1,0 ND 1,0 ND 1,0 Mancozebe
Tiram
Aveia 0,3 Tiram NP ND 0,05 ND 1.0 Mancozebe

NP — N&o permitido; ND — N&o determinado
Fonte: 1 — BRASIL, 2019a; 2 - CODEX ALIMENTARIUS, 2017; 3 — COMUNIDADE EUROPEIA, 2005;
4 — BRYANT CHRISTIE INC, 2019.
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Embora o uso dos ditiocarbamatos seja muito Util no manejo de doencas
relacionadas a fungos, seu uso deve ser feito com cautela respeitando as boas
praticas, tempo de caréncia de cada cultura e na dose recomendada, pois os EBDCs
tém toxicidade aguda alta para algumas espécies de organismos aquaticos e, além
disso, sua decomposicdo metabodlica pode resultar na formacdo de substancias
potencialmente toxicas, como a etilenotiouréia (ETU) (WHO, 1988).

1.6.1 Etilenotiouréia (ETU)

Os etilenobisditiocarbamatos s&o instaveis tanto em meio acido como em
meio alcalino e decompdem-se em dissulfeto de carbono com maior rendimento na
presenca de &cidos fortes e sulfeto de hidrogénio dependendo do meio onde ocorre
a hidrélise (WHO, 1988). Além disso, a biotransformacé@o desses IAs pode resultar
na formacdo de outros produtos, como a etilenotiouréia (ETU). Em micro-
organismos, sua producédo ocorre apos a reducado da ligacdo S-S do ditiocarbamato,
seguida pela ligacdo com o dissulfeto de carbono (CS;), conforme apresentado na
figura 3.

Figura 3 - Esquema representando a degradacdo dos EBDCs e posterior formacéo
do ETU.
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A degradacdo dos EBDCs pode ocorrer em varias etapas da producdo dos
alimentos, sendo apos a aplicacdo dos agrotéxicos ainda no periodo de cultivo, no
armazenamento do produto, principalmente se o mesmo for estocado sob condicdes
inadequadas, sendo o tempo, umidade e temperatura 0s parametros que mais
influenciam nesta reacdo, e durante o processamento do alimento. Porém vale
ressaltar que nesta Ultima etapa a quantidade de EBDCs encontrados tende a
diminuir com o aumento de ETU (LEMES, 2007).

1.6.2 Toxicologia dos DTCs

A exposicdo aos ditiocarbamatos pode resultar no surgimento de
neuropatologia, toxicidade ao tecido tireoidiano e problemas no desenvolvimento do
sistema nervoso central de animais de laboratério (CALDAS; TRESSOU; BOON,
2006). O efeito neurotéxico do DMDC pode ser atribuido a sua capacidade de quelar
metais essenciais, como o0 zinco (Zn). No cérebro, o Zn é frequentemente
encontrado ligado a proteinas e, assim, as biomoléculas dependentes de Zn séo
alvos potenciais do DMDC. Um exemplo é a d-aminolevulinato desidratase (5-ALA-
D), uma enzima chave na via biossintética do heme que é modulada por Zn. Além
disso, hd uma reserva de Zn (Zn quelatavel ou reativo) no sistema nervoso central
(SNC), suscetivel ao DMDC.

O Zn reativo, localizado abundantemente nas vesiculas pré-sinapticas dos
neurdnios glutamatérgicos do hipocampo, € liberado na fenda sinaptica e atua como
um neuromodulador dos receptores excitatdrios e dos transportadores do glutamato
glial. Portanto, o DMDC, quando usado, pode se acumular no SNC resultando em
perturbacdo da homeostase do Zn cerebral (PAOLETTI, 2009; BRAGA et al., 2015).
Com relagéo aos estudos de teratogenicidade, os DTCs induziram o surgimento de
malformacdes somaticas e esqueléticas em cobaias (RUBINO; MREMA; COLOSIO,
2014).

Os EBDCs formam etilenotiuréia (ETU) apos sua biotransformacao hepatica
ou como produto de degradacdo se 0s vegetais tratados com 0s agrotoxicos desta
subclasse forem armazenados em condi¢cdes inadequadas, como expostos ao
oxigénio ou a umidade. Esses possuem atividade carcinogénica, mutagénica e
teratogénica (LARINI, 1999).
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Conforme salientado por estudos, ratos expostos ao ETU durante o
desenvolvimento perinatal e até dois anos de vida apresentaram maior incidéncia de
neoplasias da tireoide e hepatocelulares, bem como adenomas da glandula pituitaria
(U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1992). Corroborando
este resultado, Belpoggi e colaboradores (2002) demonstraram que ratos tratados
com mancozebe a partir de 8 semanas de vida até 104 semanas apresentaram um
aumento significativo na ocorréncia de tumores malignos, indicando ser este
agrotoxico um agente carcinogénico multipotente capaz de induzir o

desenvolvimento de tumores em diferentes locais.

1.7 Métodos para andlise de ditiocarbamatos

A maioria dos métodos para a determinacdo de ditiocarbamatos baseia-se na
hidrolise acida da matriz na presenca de cloreto estanoso (SnCl,), atuando como
agente redutor, resultando na formacdo de dissulfeto de carbono (CS,) (KEPPEL,
1971). Para a identificacdo espectrofotométrica o CS, formado reage com uma
mistura de acetato cuprico, dietanolamina e etanol formando um complexo de cor
amarela, dimetilditiocarbamato cuprico, com espectro de absorcao na faixa do visivel
0 que possibilita sua quantificacdo (Figura 4). Além disso, a extracdo ainda requer a
utiizacdo de uma solucdo de NaOH com a finalidade de retirar possiveis
interferentes, como o acido sulfidrico (H,S) (CALDAS et al. 2001; KEPPEL, 1971).

Figura 4 - Reacdo de hidrolise acida do tiram formando dimetilditiocarbamato

cuprico.
HaC, ~ o~ ,CHg \
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o} _<s‘ i OH
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Fonte: Adaptado de CALDAS, E. D. et al, 2001
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Figura 5 - (A) Sistema de determinacdo de ditiocarbamatos pelo método
espectrofotométrico; (B) em detalhe a vidraria especifica com a discriminacao dos

seus principais componentes.
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Para a execucao do que o método espectrofotométrico é imprescindivel o uso
de vidraria especifica composta por baldo de fundo redondo com duas bocas onde
sera colocada a amostra e a solucdo digestiva, tubo de difusdo contendo valvula
antirreflux, tubo espiral onde ficard a solucdo complexante e valvula de seguranca
(Figura 5). A mistura reacional contendo a matriz em analise precisa estar a 80°C e
mantida em temperatura constante, fazendo-se necesséario o uso de mantas de
aquecimento e o CS; produzido é carreado até a solucdo complexante pelo gas
nitrogénio para que haja a formacéo do dimetilditiocarbamato cuprico (Figura 4) que
sera quantificado.

Embora o método seja eficaz para indicar a presenca de residuos de
ditiocarbamatos em matrizes alimentares sua aplicacdo fica limitada a um numero
pequeno de amostras visto ser de dificil execucdo, exigir um grande aparato de
materiais e longo tempo de analise.

Devido a isso, diversos métodos cromatograficos tém sido propostos com o
objetivo de quantificar concentracbes cada vez menores de ditiocarbamatos em
alimentos de forma mais rapida e eficaz. Para este tipo de andlise, a extracdo é

realizada pela digestdo acida dos componentes da matriz levando a formacédo de
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CS, de forma bastante similar a reacdo apresentada na figura 4. No entanto, a
determinacao dos residuos de agrotdxicos sera feita pela quantificacdo do dissulfeto
de carbono particionado na fase organica da mistura reacional (De KOK; Van
BODEGRAVEN, 2002).

Silva (2005) analisou residuos de DTCs em alface por cromatografia gasosa
comparando a utlizagdo de trés detectores diferentes: cromatografia gasosa
acoplada a espectrémetro de massas (CG-EM), cromatografia gasosa com detector
por captura de elétrons (CG-ECD) e cromatografia gasosa com detector fotométrico
por chama (CG-DFC). A autora concluiu que o método cromatogréafico foi 20 vezes
mais sensivel que o espectrofotométrico, além de ser mais rapido e com baixo custo
operacional.

A literatura ainda relata alguns métodos para determinacdo individual de
alguns ingredientes ativos desta classe, como Blasco e colaboradores (2004) que
desenvolveram um método para quantificacdo de disulfuram, tiram e o metabdlito
ETU por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) em
frutas e vegetais e Garcinufio et al. (2004) utilizou HPLC com detector por arranjo de
diodos (HPLC-DAD) para determinacdo de manebe e ETU em tomate.

Embora os métodos por cromatografia liquida sejam mais seletivos, a maioria
das principais legislagbes mundiais baseia-se na analise de residuos de DTCs
expressa em termos de CS;, assim o emprego destes em programas de

monitoramento poderia ndo ser tdo pratico.

1.8 Regulamentacdo sobre o uso de agrotoxicos em alimentos infantis

O Codex Alimentarius, na legislacéo especifica infantil referente a residuos de
agrotoxicos, informa que produtos para consumo infantil devem ser elaborados
considerando as boas praticas de fabricacdo, de modo que os residuos nédo
permanecam no produto acabado ou sejam reduzidos ao menor limite possivel
(CODEX, 2013).

O Regulamento CE n° 396/2005 define que residuos de agrotoxicos nao
podem estar presentes no alimento de forma a representar um risco inaceitavel para
a saude do consumidor. Assim, o LMR deve ser fixado a fim de proteger grupos
vulneraveis, como criangas. Desta forma, para produtos destinados ao uso infantil o

LMR méaximo permitido é de 10 ug mL™* para grande nimero de agrotéxicos,
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entretanto para alguns IAs cujo valor da IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) é baixo,
somente podera estar presente em niveis mais baixos e ou estar ausente. A
legislacdo da comunidade europeia também estabelece que algumas substancias
nao podem ser utilizadas em produtos agricolas destinados a producéo de alimentos
a base de cereais ou alimentos para bebés (COMUNIDADE EUROPEIA, 2005).

O documento regulatério do Food and Drug Administration (FDA) também nao
determina LMR especifico para alimentos infantis, porém, a agéncia realiza o
monitoramento tanto em alimentos in natura quanto de produtos industrializados
derivados, levando em consideragdo 0os que estdo mais frequentemente presentes
na mesa da populacéo, entre os alimentos analisados estédo os cereais. Além disso,
os commodites importados também sao inspecionados, visto que a taxa de violacao
nestes é de 3-5 vezes maior do que nas amostras domésticas. Ressalta-se ainda
que sao monitorados mais de 700 residuos utilizando métodos multirresiduos e
métodos seletivos para IAs especificos, entretanto, os ditiocarbamatos ndo séo
contemplados no escopo de andlise (FDA, 2019).

A legislacao brasileira ndo estabelece o LMR para residuos de agrotéxicos
em produtos agricolas destinados a alimentacéo infanti, em vez disso determina que
os niveis de residuos de agrotoxicos em alimentos processados para criancas na
primeira infancia devem estar em conformidade com o LMR estabelecido para a
matéria prima que |he deu origem (BRASIL, 1998). Além disso, ndo foram
encontrados no Brasil estudos avaliando a ocorréncia de residuos de agrotéxicos na
maioria dos alimentos consumidos por criancas, nem a inclusdo dos cereais e

produtos infantis relativos a esses.

1.9 Validacdo de método analitico

A validacdo do método analitico tem como objetivo assegurar que 0 mesmo
seja exato, reprodutivel e flexivel respeitando um intervalo especifico no qual a
substancia sera avaliada. Esta pode ser assegurada quando sédo usados métodos e
equipamentos validados, o trabalho fica sob responsabilidade de pessoal qualificado
e competente, ha rastreabilidade e incerteza de medicdo calculada, sdo empregados
procedimentos de controle de qualidade e garantia da qualidade bem definidos e ha
evidéncia independente do desempenho (INMETRO, 2018).
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Os critérios para analise de agrotoxicos em alimentos séo especificados pela
Unido Europeia no documento SANTE e no Codex Alimentarius e inclui as seguintes
figuras de mérito: seletividade, linearidade, intervalo de trabalho, limite de detecc¢éo
e quantificacdo, precisdo e exatiddo (CODEX, 2017; EUROPEAN COMMISSION,
2018).

1.9.1 Seletividade

E a capacidade do método de identificar o analito de interesse na presenca de
outros componentes da matriz (EUROPEAN COMMISSION, 2018). Entretanto,
substancias diferentes podem apresentar respostas similares dependendo da
condicao utilizada no método, assim deve-se proceder a andlise, seguida por outras
técnicas comprobatérias (BRITO, 2001; INMETRO, 2018).

Para residuos de agrotoxicos a determinacdo da seletividade é realizada pela
analise de uma amostra livre dos ingredientes ativos que se deseja avaliar, e é
observado se a mesma nao possui interferentes com 0 mesmo tempo de retencao
da substancia de interesse. A verificacdo da seletividade é realizada pela injecéo de
uma solucao padréo do agrotdxico para confirmacéo do tempo de retencédo de cada
substancia (EUROPEAN COMMISSION, 2018).

1.9.2 Linearidade e intervalo de trabalho

E a capacidade do método de fornecer resultados proporcionais a
concentracdo de analito em uma faixa analitica especifica, gerando uma correlacéo
linear entre as variaveis analisadas.

Assim, primeiro é determinada uma faixa de trabalho compativel com a
sensibilidade do método e do LMR dos agrotdxicos avaliados, e por fim é construida
uma curva analitica através da qual a linearidade da faixa de trabalho sera
determinada pelo método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) para caso de
dados homocedasticos e a relacdo linear sera representada pela equacédo de
primeiro grau y= bx + a (CARDOSO, et al., 2010).
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1.9.3 Limite de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ)

O limite de deteccdo é a menor concentracdo ou massa do analito que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condicbes experimentais.
O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que foi validado com
precisdo e exatiddo aceitaveis aplicando o método analitico completo (ICH, 2005).

O LQ e o LD podem ser determinados pela relagdo sinal/ruido, no caso de
meétodos analiticos que exibem linha de base. De acordo com o guia do INMETRO
(INMETRO, 2018), o LD pode ser estimado como a concentracdo correspondente a

razdo S/R 3:1 e o LQ como a concentragao S/R 10:1.

1.9.4 Exatidao e precisao

A exatiddo é a concordancia entre o valor real do analito e o estimado pelo
processo analitico. O ensaio de recuperacdo € o método mais utilizado para
validacdo deste parametro em métodos analiticos, pois expressa a concentracao do
do analito recuperado no processo em relacdo a quantidade real presente na
amostra (BRITO, 2001).

Para andlise de residuos de agrotoxicos, uma amostra branco (amostra isenta
de agrotéxicos) é fortificada, ou seja, € adicionada a matriz uma solucdo com o
ingrediente ativo de interesse e a recuperacao € determinada pela razdo entre a
concentracdo média obtida experimentalmente e a concentracdo adicionada a
amostra e para valores percentuais o valor € multiplicado por 100 (CARDOSO, et al.,
2010, INMETRO, 2018).

A precisdo foi avaliada através da repetibilidade dos experimentos de
recuperacdo e expressa pelo coeficiente de variacdo (CV) ou pela estimativa do
desvio padréo relativo (DPR) calculado pela raz&o entre o desvio padréo das leituras
para cada nivel de concentracdo e a média dos resultados das replicatas.

De acordo com o guia SANTE (EUROPEAN COMMISSION, 2018), o intervalo
de recuperacgéo deve ser de 70 a 120 % e os coeficientes de variagcao (CV) devem
ser < 20%.
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1.10 O papel da vigilancia sanitaria no monitoramento de residuos de

agrotéxicos em alimentos

A Vigilancia Sanitaria (VISA) esta inserida no Sistema Unico de Saude (SUS)
e desta forma tem participacdo ativa na promocdo da protecdo a saude da
populacdo através da realizagdo do controle sanitdrio da producdo e
comercializacdo de produtos e servicos submetidos & VISA, bem como pelo controle
de portos, aeroportos e fronteiras (BRASIL, 1999).

A Lei n°® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, define também que alimentos,
inclusive bebidas, 4guas envasadas, seus insumos, suas embalagens, aditivos
alimentares, limites de contaminantes organicos, residuos de agrotoxicos e de
medicamentos veterinarios sdo considerados produtos submetidos a controle e
fiscalizacdo sanitaria pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 1999).

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) atua em
cooperacdo com a ANVISA, as secretarias municipais e estaduais realizando
andlises relativas ao controle da qualidade de insumos, ambientes e servicos,
podendo ser divididas em trés categorias: andlise prévia, de controle e fiscal. Além
disso, o instituto atua em ensino e pesquisa, com o0 objetivo de contribuir para a
promocdo e recuperacdo da saude e prevencdo de doencas e agravos (INCQS,
2019).

1.11 Justificativa

Diante da total auséncia de dados sobre residuos de agrotéxicos em produtos
cereais nacionais relativos a classe dos ditiocarbamatos e considerando a toxicidade
e 0s possiveis efeitos adversos do consumo infantil desses residuos, torna-se
importante a validacdo e implementacdo de um método analitico sensivel e seletivo
para monitorar a presenca destes em produtos para consumo infantil, visando a
identificacdo de ingredientes ativos tdxicos e minimizacdo dos possiveis riscos a

saude.
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2 OBJETIVO

2.1

Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de residuos de agrotoxicos da classe dos

ditiocarbamatos em alimentos infantis a base de cereais.

2.2

Objetivos especificos

Otimizar o método para extracdo e determinacdo de ditiocarbamatos em
cereais para alimentacéao infantil;

Validar e implementar método analitico para a determinacdo de residuos de
agrotoxicos da classe dos ditiocarbamatos em cereais e alimentacao infantil a
base de cereais utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) utilizando requisitos de qualidade analitica estabelecidos
por 6rgdos acreditadores nacionais e normas internacionais para a validacao
do método;

Avaliar quantitativamente amostras de produtos de consumo infantil a base de
cereais tais como: aveia, milho, trigo e arroz para determinacédo de residuos

de ditiocarbamatos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparo e extracdo da amostra

Os cereais infantis avaliados foram coletados de diferentes estados do Brasil
pelo projeto do Programa Nacional de Contaminantes em Alimentos (PROMAC). As
amostras foram homogeneizadas em liquidificador industrial por 5 minutos e
posteriormente pesadas em balanca analitica. Para a validacdo utilizou-se cereal
infantil do tipo Multicereais (composto por arroz, milho, trigo e aveia).

Para a digestdo da amostra adicionou-se 100 mL de solucdo digestiva
contendo 0,0065 mol L™ de HCl e 1,25 g de cloreto de estanho Il a 20 g da amostra
de cereais livre de ditiocarbamatos em frasco de vidro de 250 mL. Posteriormente,
adicionou-se 25 mL de isooctano, onde o CS, fica particionado apdés a digestdo
acida. Os frascos foram fechados utilizando uma tampa contendo um septo com o
objetivo de impedir a volatilizacdo do CS; e colocados em banho a 80°C (+ 5°C) por
1 hora e 30 minutos, sob agitacdo. Os frascos foram retirados e apdés a mistura
alcancar temperatura ambiente, uma aliquota de 1,5 mL da fase organica foi
utilizada para injecdo em CG-EM (Adaptado de SILVA, 2005).

3.1.1 Preparo de solucdes estoque e intermediaria

A solucdo estoque de Tiram com concentracdo nominal de 100 pg mL™ foi
preparada a partir de material de referéncia certificado AccuStandard® em solvente
etanol, condicionada em freezer a — 20°C.

A solucdo intermediaria foi preparada a partir da solugcdes estoque e

condicionada da mesma forma, com concentracdo de 9,7121 pug mL™.

3.1.2 Equipamento

Nas analises foi empregado o cromatografo a gas com espectrometro de
massas (CG-EM) modelo 6890N, detector modelo 5973N Agilent Technologies. O

equipamento esta ligado a uma estacao de trabalho com o software ChromoQuest.
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3.1.3 Condic¢des operacionais do equipamento

Foi utilizado um volume de injecdo de 4 pL do extrato, com injetor no modo
Pulsed Split com presséo de 10 psi por 0,02 min, temperatura de 220°C e com fluxo
constante de 1,5 mL por minuto. A temperatura inicial foi de 60°C por 5 minutos,
apos esse tempo houve um aumento de 50°C por minuto até alcancar 200°C,
mantido por 2 minutos. Utilizou-se o espectrdmetro de massas em modo de
Monitoramento Seletivo de fons (SIM), ionizagdo por impacto de elétrons com
energia de 70 elétron-volts e monitorou-se duas transi¢cdes: m/z 76, ion molecular
referente ao isétopo mais abundante do enxofre, com massa molecular de 32 u, e
m/z 78, referente ao isétopo com massa molecular 34 u, que € o segundo mais

abundante na natureza.

3.1.4 Otimizacdo do método de extracao

Para determinar a massa que seria utilizada na validacdo a extracao foi
realizada utilizando 10 g, 20 g e 30 g do cereal infantil multicereais. O preparo e

extracdo das amostras estao descritos no item 3.1.

3.2 Determinacao quantitativa da concentracéo de DTCs

A concentracdo de ditiocarbamatos foi calculada em funcdo do CS;
particionado na fase organica da mistura reacional apdés a digestdo acida do
alimento. Porém, essa é uma caracteristica comum a todos os ingredientes ativos
desta classe. Assim, em uma amostra contaminada com um residuo de DTCs
desconhecido néo é possivel, utilizando este tipo de analise, determinar qual 1A foi
utilizado.

Na validagdo, as amostras de cereais foram fortificadas com tiram, por
apresentar melhor solubilidade em solventes organicos, e quando o IA presente &

conhecido € possivel determinar a concentracdo do residuo de ditiocarbamato

utilizando a equacgao descrita na figura 6.
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Figura 6 - Equacéo para determinacéo da concentracao de ditiocarbamatos (DTC) a

partir do CS; liberado pela hidrélise acida da amostra.

mg kg de DTC =ug mL' de CS; x_Volume do baldo de diluigdo (mL) x f
Massa da amostra (g)

Onde: pgmL'de CS: ug mL ' de CS; calculada através da curva de

calibracao

Volume do baldo de diluigdo (mL) = utilizar normalmente balao de 25 mL

f (fator do DTC) = fator do ditiocarbamato especifico. Este fator &
utilizado quando se deseja expressar o resuitado
como um ditiocarbamato.

Quantidade pesada de amostra

Massa da amostra (g)

Adaptado de CALDAS et al. 2001

Para a determinacdo quantitativa desses IAs foi preparada uma curva
analitica a partir da solucdo-intermediaria de CS, (5 pg mL™) com as concentracées
0,01; 0,05; 0,10; 0,25; 0,5 e 1,0 pg mL™, respectivamente. A equacéo obtida permitiu
determinar a concentracdo de CS, na amostra e posteriormente a concentracdo de
DTC tiram.

3.3 Validacdo do método analitico

A validacdo do método analitico foi realizada observando os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limites de deteccédo e
quantificacdo do método, precisdo como repetibilidade e exatiddo como
recuperacédo, avaliando os resultados obtidos pela comparagdo com os critérios de
aceitacdo definidos no Codex Alimentarius e no SANTE (CODEX, 2017,
EUROPEAN COMMISSION, 2018).

3.3.1 Seletividade

Para determinar a seletividade foi injetado 4 puL do extrato da amostra branco
e 4 uL do padrdo com o ingrediente ativo de interesse para comprovar se a amostra
nao possuia interferentes com o mesmo tempo de retencdo das substancias em

estudo.
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3.3.2 Estudo da faixa linear de trabalho

Para o estudo da linearidade foi utilizada uma curva analitica prepada em
solvente nas concentracdes nominais de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 pg mL™ de CS,,
foram injetadas no CG-EM trés vezes para cada “vial’.

A faixa linear de trabalho para o método de ensaio foi verificada através da
curva analitica utilizando o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). As
premissas para verificagdo da linearidade da curva analitica obtida pelo MMQO
foram: homogeneidade da variancia dos residuos (Teste de Cochran), significancia
da regressdo (Teste F/ANOVA), existéncia de valores discrepantes (Teste de
Grubbs) e se ha desvio na linearidade (Teste da falta de ajuste/ANOVA)
(CARDOSO, et al., 2010; MILLER; MILLER, 1984).

3.3.3 Limites de Deteccao e de Quantificacdo do Instrumento e do Método

O limite de deteccdo e quantificacdo foram determinados utilizando o
aplicativo desenvolvido para Microsoft Excel Calwer 2.2 modificado (FIGUEIRA,
2000). O mesmo foi validado conforme descrito no POP 65.3120.084 revisdo 00
(Anexo A) e desta forma esta apto para atender as especificacbes do documento
SANTE (EUROPEAN COMMISSION, 2018), descritas anteriormente. Abaixo sdo
descritas as equacdes utilizadas pelo aplicativo para a determinacao dos limites que

estdo de acordo com o descrito por FUNK (1995).

Para o calculo do LD utilizou-se a equacao 3.1 descrita abaixo:

1D_2osey to [L L, Geo®)
b \m n E{r -xJ (Equacio 3.1)

m = numero de analise em replicatas

n= niveis de concentracdes

t = “t-Student” a 95% (considerando distribuicéo bilateral)

Xc = X critico (erro a e  de 5%)

yc =y critico (erro a e B de 5%)
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Sendo xc e yc calculados usando as equacdes 3.2 e 3.3, respectivamente,

apresentadas a seguir:

yve—a

b (Equacao 3.2)

Xc=

= 1 D
Verie =d + Sy t/’:a 1 +—4 -
¥ (x—3)>

n (Equacéo 3.3)
i=1

Sendo, Sx, y considerado como a estimativa do desvio padréo residual e
calculado conforme a equacgao 3.4.

[S(y-v)

2 (Equacéo 3.4)
Sxy= |
]'I n—2

Por fim, para o céalculo do LQ utilizou-se a equacao 3.5 referente a planilha do

aplicativo Calwer:

[ —
(1 1 (xe—x)
Sl -

r
Lrog=3-5.v-—- - =
- 1 b 1||||m+}r ‘/T{T_;]'

(Equacéo 3.5)

3.3.4 Recuperacao e repetibilidade

O ensaio de recuperacdo foi realizado pela adicdo de uma concentracdo
conhecida do agrotéxico de interesse a uma amostra branco antes do procedimento
de extracdo e o resultado obtido pela comparacdo entre a concentracdo real e
aguela encontrada apés analise (CARDOSO, et al., 2010).

Para tal, a amostra de cereal infantil foi homogeneizada conforme descrito no
item 3.1 e pesou-se aproximadamente 20 g em quintuplicata para trés niveis
diferentes de fortificagcdo utilizando uma solugéo intermediéria de tiram preparada
em isooctano com concentracdo de 9,71 ug mL™.

Para a fortificagdo das amostras de cereal infantil nas concentragdes de 0,12
pg mL* (Nivel 2) e 0,25 pg mL™ (Nivel 3) de CS,, a solugdo com concentracdo de

9,71 pug mL™ foi utilizada diretamente utilizando o volume de 0,5 mL e 1,0 mL,



39

respectivamente. Entretanto, para a fortificacdo no nivel 1 (0,01 pg mL™) a solucéo
precisou ser diluida na proporgdo de 1:10 no solvente isooctano. O volume utilizado
foi 0,5 mL que corresponde a concentracéo final de 0,97 pg mL™de CS..

O calculo da taxa de recuperacéo e repetibilidade dos analitos e os critérios
de aceitacdo foram os indicados pelo Codex Alimentarius (CODEX, 2017) e SANTE
(EUROPEAN COMMISSION, 2018).

3.4 Descricao das amostras
A relacdo das amostras analisadas esta descrita na tabela 3.

Tabela 3 - Relacdo das amostras de cereal infantil analisadas, elencando os cereais

presentes, lote e estado de coleta de cada uma delas.

Produto Marca Cereais Estado da
presentes coleta
Cereal infantil multicereais A Arro_z, m|_Iho, PE
aveia, trigo
Cereal infantil arroz e aveia A Arroz e aveia PE
Cereal infantil milho B Milho PE
Cereal infantil multicereais A Arro_z, m'.lho’ PE
aveia, trigo
Cereal infantil arroz e aveia B Arroz e aveia PE
Cereal infantil arroz e aveia A Arroz e aveia PE
Cereal infantil milho B Milho PE
Cereal infantil arroz A Arroz PE
Cereal infantil multicereais B Arro_z, m|_Iho, PE
aveia, trigo
Cereal infantil milho A Milho PE
Flocos de cereais A Trigo, ce_vada RJ
e aveia
Cerea! a base gle.mllho' para c Milho RJ
alimentacéao infantil
Cereal a base de aveia para .
alimentagdao infantil = A s
Cereal para alimentacéao infantil A Arroz, milho, RJ

com probiotico - Multicereais trigo
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Tabela 3 - Relacdo das amostras de cereal infantil analisadas, elencando os cereais
presentes, lote e estado de coleta de cada uma delas (Continuacgéo).

Cereal infantil Multicereais A A;\rlzizé Trlilgg’ RS
Cereal infantil arroz e aveia A Arroz e aveia RS
Cereal infantil Multicereais A A;\r/c;izé Trlilgcc:’ RS
. . . Arroz, milho,
Cereal infantil 5 cereais com .
Uinoa A cevada, aveia RS
q € quinoa
Férmula infantil para lactentes ou
criangas na primeira infancia
destinadas a necessidades E Arroz RJ
dietoterapicas
P6 para preparo de bebida a base
de arroz F Arroz RJ
Cereal para alimentacéo infantil Arroz. milho e
banana e macé - arroz, milho e A ce’vada RJ
cevada
Cereal parz_slra_llmenta(;ao |nfar_1t|I A Arroz e aveia RJ
com probidtico - arroz e aveia
P6 para preparo de bebida a base .
de arroz e aveia - sabor baunilha A Arroz e aveia RJ
Farinha lactea com farinha de A Trigo, cevada RJ
cereais e centeio
Cereal para alimentacéao infantil B Arroz e aveia RJ

arroz e aveia

Fonte: Préprio autor

A extragao foi realizada conforme descrito no item 3.1 e os resultados foram
avaliados de acordo com as recomendacOes descritas no documento SANTE
(EUROPEAN COMMISSION, 2018), a saber:

1. A variacdo do tempo de retencdo da amostra comparado a substancia
padrao de interesse pode ser de £ 0,1 minuto.

2. Os ions utilizados na identificacdo devem ser suficientemente seletivos para
0 analito a ser analisado e na faixa de concentracao relevante.

3. Os cromatogramas derivados de extratos de amostras devem ter tempo de
retencdo, forma do pico e razdo de resposta semelhante aos obtidos na
solucdo padrdo em concentragdes comparaveis

4. A razao entre os ions deve ser de menor que 30%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacdo do método de extracao

Inicialmente foram realizados testes para determinar se a presenca da agua
seria um ponto critico no método de extracdo dos residuos de agrotoxicos
escolhidos para a analise dos cereais.

O primeiro teste foi a adicdo de um volume pequeno de &gua ultrapura a
amostra, antes do inicio da extracdo, de modo a formar produto pastoso (“slurry”).
Desta forma, 60 mL de agua foram adicionados a 10 g de amostra.

Tanto a amostra de cereal infantil seca quanto aquela na qual foi adicionada
agua apresentaram recuperacfes semelhantes, porém abaixo da faixa desejada,
que € 70% a 120%, indicando que a presenca de agua nao era um fator critico para
a extracao.

Diante disso foi avaliado se a reducdo da massa de amostra usada na
extracdo poderia melhorar a reacdo com a solucdo digestiva resultando em um
aumento na recuperagédo. O ensaio foi realizado utilizando uma amostra seca e outra
na qual foi adicionada agua nas seguintes massas: 30 g, 20 g e 10 g. Os melhores
resultados foram obtidos nos experimentos usando 10 e 20 g de amostra,
novamente com valores de recuperacao semelhantes entre as amostras secas e as
com agua. Assim, para a validacdo optou-se pela utilizacdo de 20 g de cereal infantil
seco nas analises com o objetivo de melhorar a detec¢do dos ditiocarbamatos nas

amostras comerciais.

4.2 Validagdo do método analitico
4.2.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade a amostra de cereal infantil foi extraida e o
extrato injetado em CG-EM e os resultados foram comparados com a solucao

padrdo de CS, conforme apresentado na figura 7.
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Figura 7 - Cromatograma da (a) solucdo de CS, na concentracdo de 0,05 pg.mL™,
analisada por CG-EM e (b) amostra de cereal infantil. (* tempo de retencéo do CS)
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Fonte: Préprio autor

O primeiro ponto da curva analitica, correspondente a concentragdo de
0,05 pg.mL™* de CS, (Figura 8a) apresentou area 17 vezes maior que a amostra
em analise (Figura 8b). Desta forma, embora a amostra ndo esteja completamente
livre de ditiocarbamatos (Figura 8b) foi considerada apta para ser utilizada como
branco na validagéo.
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A amostra de cereal infantil do tipo multicereais ndo apresentou interferentes
no tempo de retencdo do CS, que pudessem levar a um resultado falso positivo;
demonstrando ser a amostra selecionada apta ao uso na validacdo e o método

seletivo.

4.2.2 Linearidade, faixa de trabalho e efeito matriz

Para avaliacao da linearidade e da faixa de trabalho preparou-se uma curva
analitica de CS; em solvente isooctano, em 6 diferentes concentragdes nominais:
0,01; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 pg mL™? (faixa de trabalho). Cada uma das 6
solucdes foi injetada 3 vezes no CG-EM. A regresséo linear foi verificada através do
MMQO de acordo com a equacao tipo: y = bx + a, verificado também a existéncia de
valores aberrantes (teste de Grubbs), a homogeneidade na variancia dos residuos
da regressao (teste de Cochran) e a significancia da regressdo (ANOVA), conforme

apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Planilha para avaliagdo da curva analitica da analise utilizando amostras

de cereal infantil fortificadas com tiram.
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Fonte: CARDOSO, et al., 2010

A regressédo foi considerada significativa, com residuos homocedésticos na
faixa de concentracdo estudada entre 0,01 a 1,0 pg mL™ expressa como CS, (faixa
de trabalho) e ndo foram encontrados valores aberrantes, assim a curva analitica
atendeu as premissas para linearidade. Além disso, os valores de r = 0,99981 e R? =

0,9996 indicam que é satisfatorio o ajuste dos dados obtidos para a curva.

4.2.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo e quantificacdo foi determinado utilizando o aplicativo
desenvolvido para Microsoft Excel Calwer 2.2 modificado (FIGUEIRA, 2000). Para o
calculo utilizou-se a curva analitica de 6 pontos em duplicata com concentracdo

entre 0,01 e 1,0 pg mL™ lida em duplicata e o valor de “t de student’ de 2,228



considerando uma distribuic&o bilateral e nivel de significancia de 5%. Os resultados

obtidos estdo apresentados na figura 9.

Figura 9 - Planilha para determinacéao do LD e LQ.
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Fonte: FIGUEIRA, 2000.
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O valor de LD de 0,03 mg kgt e LQ de 0,04 mg kg’ (Figura 9) foram
confirmados a partir da fortificacdo em quintuplicata da concentracdo testada,
apresentando precisao e recuperagao adequadas.

Visto que nos alimentos infantis ha preocupacdo de que os residuos de
agrotoxicos sejam reduzidos ao minimo possivel ou mesmo nao estejam presentes
(COMUNIDADE EURORPEIA, 2005; CODEX, 2017), quanto menores forem os limites
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de deteccdo e quantificacdo do método melhor também serd a capacidade de
monitorar a presenca dessas substancias potencialmente toxicas ao individuo em

desenvolvimento, minimizando os riscos.
4.2.4 Precisao

E a avaliacdo do desvio padrdo relativo (% DPR) ou coeficiente de variagdo
(% CV) dos resultados entre as quintuplicatas em cada um dos 3 niveis de
concentracdo das amostras branco fortificadas com o ditiocarbamato tiram. A
repetibilidade sera expressa pela dispersdo dos resultados entre todas as replicatas
em cada nivel de concentracdo estudado - desvio padréo relativo (% DPR), o valor
aceitavel é de <20 % (EUROPEAN COMMISSION, 2018).

DPR ou CV (%) = (sy; *100)/y

Onde: CV (%) = coeficiente de variacdo para cada nivel i de concentracao,
s; = desvio padréo das leituras j no nivel de concentragéo estudado

y = média dos resultados obtidos

A massa pesada das amostras, bem como as concentragdes correspondentes
de tiram usados nas fortificag6es encontram-se na figura 10.
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Figura 10 - Concentracbes de CS, adicionados e recuperados nas amostras com
suas respectivas taxas de recuperacédo e CV.
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Fonte: CARDOSO, et al., 2010

As concentragbes selecionadas na fortificagcdo encontram-se dentro da faixa
de linearidade da curva analitica estudada e foram escolhidas de acordo com o LD e
0 LQ tedricos calculados (Figura 9).

De acordo com os resultados obtidos, todos os coeficientes de variagdo nos
diferentes niveis de concentracdo mostraram-se dentro dos limites especificados
pelo SANTE que é < 20 % (EUROPEAN COMMISSION, 2018). Além disso, foi

possivel determinar a concentragdo de 0,0153 mg kg™ como o LQ do método.

425 Exatidao

E a avaliagdo da média das recuperacdes obtidas nos resultados entre as
quintuplicatas em cada um dos trés niveis de concentracdo das amostras branco
fortificadas com o ditiocarbamato tiram. Os resultados obtidos desta avaliagao

encontram-se na figura 10.
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A faixa estabelecida para a taxa de recuperacdo deve ser de 70 a 120%
(EUROPEAN COMMISSION, 2018) sendo assim, os resultados de trés niveis

encontrados estao dentro dos limites especificados.

4.3 Andlises de amostras comerciais de cereal infantil

contendo cereal

ou produtos

Primeiramente foi elaborada uma curva analitica para possibilitar a
quantificacdo dos resultados, conforme demonstrado na figura 11, a partir dela foi
possivel calcular a concentracdo média de CS; presente nas amostras, bem como a
raz8o entre ions caracteristica desta substancia, visto que a regressao foi

significativa e os residuos foram homocedasticos.

Figura 11 — Planilha para avaliagdo da curva analitica da analise das amostras

comerciais de cereal infantil.
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(Fonte: CARDOSO, et al., 2010)
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De acordo com a figura 12 a razdo de intansidade entre os ions, expressa
como area, de m/z 76 e 78 é de + 10%, assim estdo expostos apenas 0s resultados
para as amostras nas quais foi identificada leitura no tempo de retencdo do CS,

(aproximadamente 3,1 minutos) e com razao entre ions + 10%.

Figura 12 — Cromatograma dos ions de m/z 76 e m/z 78 referente ao ponto da curva
de concentragéo 0,05 ug mL™ de CS..
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Fonte: Préprio autor
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Além disso, foi feita uma amostra controle, que consiste em uma amostra
branco fortificada com uma concentragdo conhecida de agrotéxico, para garantir a
confiabilidade do resultado obtido. Conforme apresentado na figura 13 as duas
apresentaram recuperacao entre 70-120% indicando que o processo de extracao

ocorreu adequadamente.

Figura 13 — Planilha para calculo da recuperacdo das amostras controle utilizadas na

analise dos cereais infantis.
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Fonte: CARDOSO, et al., 2010

Por fim foram analisadas 25 amostras de cereal infantil ou produtos infantis
contendo cereal em sua composicéo e os resultados estdo apresentados na tabela
4.

Tabela 4 — Tabela com informacgBes referentes as amostras que apresentaram

leitura para CS..

- ~ Concentracdo Razéo de Tempo de
Identificacdo da Massa 1 . x
amostra Marca esada (g) média area entre retencao
P 9 (mgkg?)  ions(76/78)  (min)
Cereal mfan.tll arroze A 20,0040 <LQ 10.71 313
aveia
Cereal infantil arroz e B 20,0022 0,0188 10,00 313

aveia
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Cereal infantil arroz e
aveia

Tabela 4 — Tabela com informacgles referentes as amostras que apresentaram

A 20,0041 <LQ 9,60 3,13

leitura para CS; (Continuacéo).

Cereal infantil milho A 20,0082 <LQ 10,50 3,13
Cereal a base de
milho para C 20,0242 0,0332 12,3 3,13
alimentacao infantil
Cereal para
alimentacao infantil A 20,0003 <LQ 10,6 3,14
com probidtico
Cereal para
alimentacgéo infantil B 20,0014 0,0182 10,4 3,13
arroz e aveia
Cereal infantil
. . A 20,0078 0,0270 9,7 3,14
multicereais
Cereal mfanpl arroz e A 20,0280 <LQ 0.8 3,13
aveia
Farinha lactea com A 20,0159 <LQ 9,9 3,13
farinha de cereais
Cereal infantil arroz A 20,0462 <LQ 10,10 3,13

Fonte: Préprio autor

A Lein. 7.802, de 12 de julho de 1989 (BRASIL, 1989), que rege a respeito do
registro e uso de agrotoxicos no Brasil ndo exige que haja limites maximos de
residuos especificos para produtos infantis e tdo pouco para produtos
industrializados, assim ao analisar tais produtos utiliza-se como base a LMR
estabelecida para o alimento in natura que |he deu origem (BRASIL, 1998). Assim,
nao é possivel avaliar se as amostras em estudo foram satisfatérias ou ndo. Diante
disso, utilizou-se os parametros de documentos internacionais para analise dos
resultados.

Segundo o Codex Alimentarius residuos de agrotoxicos ndo devem ser
detectados em alimentos para consumo infantil ou ser reduzidos ao menor limite
possivel (CODEX, 2013). Deste modo, as 11 amostras apresentadas na tabela 4
seriam consideradas insatisfatorias

A Comunidade Europeia também possui uma norma direcionada a alimentos
destinados a lactentes e bebés, a Diretiva 2006/125/CE de 5 de Dezembro de 2006
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(COMUNIDADE EUROPEIA, 2006), que estipula que “os alimentos a base de
cereais e o0s alimentos para bebés ndo podem conter residuos de pesticidas
especificos em teores superiores a 0,01 mg/kg” , excecdo aos IAs disulfutom,
fensulfotiom, fentim, haloxifope, heptacloro, hexaclorobenzeno, nitrofeno, ometoato e
turbufés que ndo podem ser utilizados. Assim, quatro amostras do estudo seriam
consideradas insatisfatorias (Tabela 4).

Além disso, ressalta-se que o trigo, 0 arroz e a aveia possuem casca e para a
elaboracdo da farinha, a qual posteriormente sera incorporada ao cereal infantil, &
necessario um processo inicial de descascamento para remocdo das porcoes
externas do grao (KLAJN, 2011), onde estao localizados os IAs de acao por contato.
A figura 14 apresenta um esquema de processamento do milho exemplificando a
cadeia de producéo seguida pelo cereais até a obtencao do produto acabado.

Entretanto, mesmo depois de todo o processamento residuos podem ser
encontrados, visto que os IAs sistémicos distribuem-se uniformemente por todos os
tecidos vegetais e mesmo 0s que agem por contato podem penetrar no tecido
através de porosidades e assim ser detectado mesmo apds o descascamento

(BRASIL, 2019b) conforme foi observado nas amostras analisadas para os DTCs.

Figura 14 — Esquema de processamento industrial do milho a seco.
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Fonte: GERMANI, 2020
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5 CONCLUSAO

O meétodo foi otimizado e validado de forma satisfatoria segundo os
compéndios oficiais utilizados como referéncia, levando em conta os parametros:
linearidade, seletividade, LD, LQ, preciséo (repetibilidade) e exatidao (recuperacéo)
para a determinacéo de ditiocarbamatos em cereais infantis.

Os resultados das andlises de residuos das amostras comerciais foram
avaliados segundo os LMRs de documentos internacionais especificos para esse
tipo de alimento, visto que o Brasil ndo possui legislacdo para alimentos infantis.
Observou-se que onze seriam insatisfatérias segundo o Codex Alimentarius e quatro
segundo a legislacéo especifica para produtos infantis da CE.

Esses resultados alertam para a necessidade de uma legislagcdo sobre
agrotoxicos direcionada para alimentos infantis e também de um maior
monitoramento daqueles consumidos durante a primeira infancia visando a oferta de

alimentos mais seguros para bebés e criancas.
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ANEXO A — MONOGRAFIA DO INGREDIENTE ATIVO MANCOZEBE

Fonte: Site da Anvisa
http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/M02%2B%2BMancozebe.pdf/9
75fdd18-65fd-477c-ab85-217bcbh9a0110 (Consulta ao site da Anvisa em 19/11/2019)

INDICE MONOGRAFICO NOME
Mo02 MANCOZEBE

M02 — Mancozebe

a) Ingrediente ativo ou nome comum: MANCOZEBE (mancozeb)

b) Sinonimia: Manzeb

c) N° CAS: 8018-01-7

d) Nome quimico: manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt
e) Férmula bruta: (C4HsN2SsMn)x (Zn)y

f) Férmula estrutural:

s -
n
CHZ—H—E—S—MH'—- lanr
S
— -4 X

g) Grupo quimico: Alquilenobis(ditiocarbamato)

h) Classe: Fungicida e acaricida

i) Classificacéo toxicolégica: Classe Il

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacdo foliar nas culturas de abacate, abdbora, algodéo, alho,
amendoim, arroz, banana, batata, berinjela, beterraba, brécolis, café, cana-de-acucar, cebola,
cenoura, cevada, citros, couve, couve-flor, cravo, crisédntemo, dalia, ervilha, eucalipto, feijéo, feijao-

vagem, figo, fumo, gladiolo, horténsia, macé, maméo, manga, melancia, melédo, milho, orquideas,
pepino, péra, péssego, pimentéo, repolho, rosa, seringueira, soja, tomate, trigo, uva e vagem.

Culturas Modall(cj;aglfcgzanr;\prego Intervalo de Seguranca
Abacate Foliar 21 dias
Abobhora Foliar 14 dias
Algodéo Foliar 30 dias
Alho Foliar 7 dias
Amendoim Foliar 14 dias
Arroz Foliar 32 dias
Banana Foliar 7 dias
Batata Foliar 7 dias
Berinjela Foliar 7 dias
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Beterraha Foliar 7 dias
Brocolis Foliar 7 dias
Café Foliar 21 dias
Cana-de-agucar Foliar 60 dias
Cebola Foliar 7 dias
Cenoura Foliar 7 dias
Cevada Foliar 21 dias
Citros Foliar 14 dias
Couve Foliar 14 dias
Couve-flor Foliar 7 dias
Cravo Foliar UNA
Criséntemo Foliar UNA
Dalia Foliar UNA
Ervilha Foliar 7 dias
Eucalipto Foliar UNA
Feijgo Foliar 14 dias
Feijdo-vagem Foliar 7 dias
Figo Foliar 21 dias
Fumeo Foliar UNA
Gladiolo Foliar UNA
Horténsia Foliar UNA
Macéa Foliar 7 dias
Mamé&o Foliar 3 dias
Manga Foliar 20 dias
Melancia Foliar 7 dias
Mel&o Foliar 14 dias
Milho Foliar 30 dias
Orquideas Foliar UNA
Pepino Foliar 7 dias
Péra Foliar 14 dias
Péssego Foliar 21 dias
Pimentéo Foliar 7 dias
Repolho Foliar 14 dias
Rosa Foliar UNA
Seringueira Foliar UNA
Soja Foliar 30 dias
Tomate Foliar 7 dias
Trigo Foliar 32 dias
Uva Foliar 7 dias

UNA = Uso Néo Alimentar

Obs: os LMRs para as culturas acima descritas encontram-se elencados na tabela geral de
ditiocarbamatos (*)

k) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,03 mg/kg p.c.
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(*) Ditiocarbamatos:

Cultura CS; (mg/kg) | Ingrediente Ativo
Abacate 1,0 Mancozebe
Abacaxi 1,0 Metiram
Abodbora 1,0 Mancozebe
Algodéo 1,0 Mancozebe, Metiram e Tiram
Alface 3,0 Metiram
Alho 0.1 Mancozebe e Metiram
Amendoim 0,3 Mancozebe e Tiram
Arroz* 05 Mancozebe e Tiram
Aveia 0,3 Tiram
Banana 1,0 Mancozebe
Batata 10 Mangozebe, I'v]etam, Metiram,
! Propinebe e Tiram

Berinjela 05 Mancozebe
Beterraba 0,3 Mancozebe e Metiram
Brocolis 0,5 Mancozebe
Café 0,3 Mancozebe
Capa-de- 0,07 Mancozebe
acucar
Cebola 1,0 Mancozebe, Metiram e Propinebe
Cenoura 0,3 Mancozebe, Metam e Metiram
Cevada 1,0 Mancozebe e Tiram
Citros 2.0 Mancozebe
Couve 1,0 Mancozebe
Couve-flor 05 Mancozebe
Cravo UNA Mancozebe
Crisdntemo UNA Mancozebe, Metam e Metiram
Dalia UNA Mancozebe
Ervilha 0,3 Mancozebe e Tiram
Eucalipto UNA Mancozebe

Mancozebe, Metam, Propinebe e
Feijao 0,3 Tiram
Feijdo-Vagem 0,3 Mancozebe
Fumo UNA Mancozebe, Metam e Propinebe
Figo 20 Mancozebe
Gladiolo UNA Mancozebe
Horténsia UNA Mancozebe
Maca 20 Metiram, Mancozebe e Propinebe
Mamao 3,0 Mancozebe
Manga 1,0 Mancozebe
Maracuja 1,0 Metiram
Melancia 0,3 Mancozebe e Metiram
Meldo 1,0 Mancozebe, Metiram e Propinebe
Milho 0,3 Mancozebe e Tiram
Morango 0,2 Metam
Orquideas UNA Mancozebe
Pastagens 1,0 Tiram
Pepino 03 Mancozebe e Metiram
Péra 3.0 Mancozebe
Péssego 4,0 Mancozebe e Metiram
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Pimentéo 3,0 Mancozebe, Metiram e Propinebe
Repolho 1,0 Mancozebe
Rosa UNA Mancozebe e Metiram
Seringueira UNA Mancozebe
Soja 0,3 Mancozebe e Tiram
Sorgo 0,3 Tiram

Mancozebe, Metam, Metiram e
Tomate 20 )

Propinebe
Trigo 1,0 Mancozebe e Tiram
Uva 3,0 Mancozebe, Metiram e Propinebe

*LMR estabelecido para arroz sem casca

Resolucédo RE n® 2.250 de 18/05/10 (DOU de 19/05/10)
Resolucédo RE n® 3.744 de 19/09/14 (DOU de 22/09/14)
Resolucédo RE n® 2.390 de 02/09/16 (DOU de 05/09/16)
Resolucédo RE n® 2.037 de 28/07/17 (DOU de 31/07/17)
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