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RESUMO
O uso de pesticidas no campo pode levar a presenca de residuos desses

compostos nos alimentos, o que pode representar um risco para a saude humana.
Para avaliar este risco sdo necessarios dados de residuos de pesticidas em
alimentos, de consumo desses alimentos e de toxicidade dos pesticidas. Dados de
residuos de pesticidas para 22 alimentos da dieta brasileira obtidos de programas de
monitoramento do MAPA e ANVISA mostraram que os fungicidas ditiocarbamatos
(possiveis carcinogénicos) e os inseticidas organofosforados (neurotéxicos) foram os
mais presentes nas 13556 amostras analisadas entre 2001 e 2010 (41,6 e 30,7%,
respectivamente). Mdltiplos residuos de organofosforados foram encontrados em
18,6% das amostras positivas para esta classe, seguido dos triazéis (16,1%). Um
método multirresiduo foi validado para determinacdo de 46 pesticidas e metabdlitos
em caqui, caju, goiaba e péssego utilizando extracdo com acetato de etila e
purificacdo por extracdo dispersiva em fase sélida com amina primaria secundaria.
Os compostos foram analisados por CG-FPD (organofosforados), CG-puECD
(piretroides) e LC-MS/MS (carbamatos), com LOQs entre 1,0 e 8,0 pug/kg. Cerca de
60% das 238 amostras analisadas apresentaram residuos de pesticidas, a maioria
de uso ndo autorizado. A avaliagdo probabilistica cumulativa da exposicao foi
conduzida no programa Monte Carlo Risk Assessment (MCRA 7.1) para
organofosforados e carbamatos (aguda), triazois (crbnica e aguda), piretroides
(aguda) e ditiocarbamatos (crénica). Foram utilizados dados de consumo individual
da POF 2008/2009 (= 10 anos), dados de residuos de 26 alimentos e 73
preparacdes e fatores de poténcia téxica publicados na literatura. A ingestédo
cumulativa aguda ultrapassou o parametro toxicolégico (ARfD) apenas para 0s
compostos organofosforados e carbamatos nos P99,9 da curva de distribuicdo. Em
geral, o arroz, feijdo e laranja foram os alimentos que mais contribuiram para a
ingestdo dos compostos avaliados. Uma limitagdo importante deste estudo foi a
auséncia de dados de consumo para criancas, grupo da populacdo ainda em
desenvolvimento que possui maior consumo de alimento por peso corpéreo. Este é
0 primeiro estudo no pais que avaliou a exposi¢cdo cumulativa a piretroides e triazois
e seus resultados podem auxiliar as autoridades governamentais na tomada de
decisoes relacionadas ao uso de pesticida no Brasil.

Palavras chave: residuos de pesticidas; método multirresiduos; avaliacdo da
exposicao probabilistica; exposi¢cdo cumulativa.
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ABSTRACT
The presence of pesticide residues in food as a consequence of their

agricultural use may represent a human health risk. To estimate this risk, data on
pesticide residues in food, food consumption data and information regarding the
pesticide toxicity are necessary. In this study, monitoring residue data for 22 crops
obtained from the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supplies and the
National Sanitary Surveillance Agency showed that the dithiocarbamate fungicides
(possible human carcinogens) and organophosphorous insecticides (neurotoxic
compounds) were the most detected pesticides found in the 13556 samples
analyzed between 2001 and 2010 (41.6 e 30.7%, respectively). Multiple residues of
organophosphorus compounds were found in 18.6% of the samples positive for
these compounds, followed by triazoles (16.1%). A multiresidue method was
validated for the determination of 46 pesticides and metabolites in khaki, cashew,
peach and guava using ethyl acetate extraction and dispersive clean up with primary
secondary amine. The compounds were analyzed by GC/FPD (organophosphorous),
GC-UECD (pyrethroids) and LC-MS/MS (carbamates), with LOQs ranging from 0.001
to 0.008 mg/kg. About 60% of the 238 samples analyzed contained at least one
residue, mostly from non-authorized use. Probabilistic cumulative exposure
assessments using the Monte Carlo Risk Assessment (MCRA 7.1) program were
conducted for organophosphorous and carbamates (acute), triazoles (chronic and
acute), pyrethroids (acute) and dithiocarbamates (chronic). Individual consumption
data were obtained from the POF 2008/2009 (= 10 years old) and residue data for 26
crops and 73 food preparations. The acute cumulative exposure exceeded the ARfD
only for the organophosphorus and carbamates at the 99.9 percentile of the
distribution curve. An important limitation of this study is the lack of consumption data
for children, a population subgroup that is still under development and has higher
food consumption per body weight. The results of this study can help governmental

authorities in the decision making process regarding pesticide use in Brazil.

Key words: pesticide residues, multiresidue methods, probabilistic exposure

assessment, cumulative exposure.
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INTRODUCAO

O uso de pesticidas ou agrotoxicos no campo ainda é a forma mais utilizada
no combate e na prevencdo de doencas causadas por pragas que podem
comprometer a producéo agricola e levar a uma escassez de alimentos no mercado.
Adicionalmente, estes produtos também sdo usados para o controle de vetores
capazes de transmitir doencas infecciosas e epidemias, como malaria e dengue
(ANVISA, 2012). No Brasil, mais de 90% dos produtores agricolas fazem uso de
pesticidas de diferentes classes quimicas, que agem no combate de diversas
pragas, incluindo insetos, fungos e plantas daninhas (IBGE, 2006). A presenca de
residuos de pesticidas nos alimentos € resultado direto do uso desses compostos no
campo e a dieta é uma via potencial de exposicdo humana. Segundo Marrs (2000),
algumas intoxica¢cBes agudas devido a ingestao de pesticidas por meio do consumo
de um alimento contaminado podem passar despercebidas por serem
diagnosticadas como contaminacdo microbiologica.

Entre as classes de compostos mais tOxicos com uso autorizado na
agricultura e com maior incidéncia nos alimentos no Brasil encontram-se o0s
inseticidas com acao neurotoxica organofosforados e carbamatos, que inibem a
enzima acetilcolinesterase causando desde dor de cabeca e nausea até taquicardia,
fraqueza muscular e coma em individuos expostos (Ecobichon, 2001). Os inseticidas
piretréides e os fungicidas triazis e ditiocarbamatos sdo também largamente
encontrados nos alimentos. O mecanismo de neurotoxicidade dos piretroides
envolve a inibicdo dos canais de sodio, calcio e cloreto voltagem dependentes,
podendo prejudicar a atividade motora de mamiferos (EPA, 2011). Os fungicidas
triazdis podem causar efeitos de malformagéo cranio facial e hepatotoxicidade (Zarn
et al., 2003). Alguns ditiocarbamatos podem apresentar toxicidade crénica, pois seus
metabolitos  (etilenotiouréia e  propilenotiouréia) mostraram  propriedades
carcinogénicas em estudos com animais (Doerge e Takazawa, 1990).

Métodos multirresiduos para analise de residuos de pesticidas tém como
objetivo analisar uma grande quantidade de pesticidas (pertencentes a diferentes
classes) em diferentes matrizes em uma Unica etapa de extracdo. As técnicas de
deteccdo e determinacdo mais utilizadas sdo a cromatografia gasosa (GC — gas

chromatography) acoplada aos detectores FPD (Flame Photometric Detector), NPD



(Nitrogen-Phosphorus Detector), ECD (Electron Capture Detector) e MS (Mass
spectrometer), e a cromatografia liquida (LC — Liquid Chromatography) acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS). Desde 2003, o método multirresiduo
QUEChERS (Anastassiades et al., 2003) e suas modificacbes passaram a ser
aplicados amplamente pelos laboratorios em diversos paises (Lehotay et al., 2005a;
Liu et al., 2005; Banerjee et al., 2007; Okihashi et al., 2005).

Para avaliar se a presenca de residuos de pesticidas nos alimentos pode
causar algum efeito adverso na populacdo que os consome é necessario conduzir
estudos de avaliacdo de risco. Nestes estudos sao necessarios dados de residuos
de pesticidas em alimentos e dados de consumo de alimentos pela populagdo. Uma
das maneiras de calcular a exposicdo é utilizando o modelo probabilistico. Nos
estudos de avaliacdo de risco cumulativo € possivel avaliar a exposicdo as
substancias que possuem o mesmo mecanismo de acao toxica e/ou o mesmo efeito
adverso, como € o caso dos organofosforados e carbamatos, dos piretréides e dos

triazois.

OBJETIVOS

Geral
Avaliar a exposicdo da populacdo brasileira aos pesticidas das classes dos
organofosforados e carbamatos, piretroides, triazois e ditiocarbamatos presentes na

dieta.

Especificos

1. Avaliar os dados de residuos de pesticidas obtidos nos programas de
monitoramento PNCRC, do Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, e PARA, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria;

2. Otimizar e validar método analitico multiresiduos para analise de inseticidas
organofosforados, carbamatos, piretréides e outros em caqui, caju, péssego e
goiaba;

3. Determinar os pesticidas de varias classes pelo método multiresiduo validado
e da classe ditiocarbamatos por método individual validado nas amostras

coletadas;



4. Avaliar a exposicdo cumulativa a pesticidas pelo método probabilistico na
dieta brasileira:
e Exposi¢céo aguda aos inseticidas organofosforados e carbamatos;
e EXxposicdo aguda aos inseticidas piretroides;
e Exposigéo cronica e aguda aos fungicidas triazais;

e EXxposicao cronica aos fungicidas ditiocarbamatos

APRESENTACAO DA TESE

Este € um estudo multidisciplinar que envolve diferentes ferramentas para
atingir seus objetivos. A tese esta dividida em quatro capitulos e cada um deles,
exceto o primeiro, sdo referentes a cada etapa do estudo e apresentam uma
introducéo geral, materiais e métodos, resultados, conclus@es e referéncias.

O primeiro capitulo (I. Revisdo Bibliografica) € uma revisdo dos temas que
sédo abordados no estudo.

O segundo capitulo (Il. Brazilian monitoring programs for pesticide residues in
food — results from 2001 to 2010) trata dos resultados da primeira etapa do trabalho,
atendendo ao primeiro objetivo do estudo. Estes resultados oram publicados no
periédico Food Control (Jardim e Caldas; 25:607-616, 2012).

O terceiro capitulo (Ill. Método analitico multirresiduos e analise de inseticidas
ou pesticidas organofosforados, carbamatos, piretréides e outros em alimentos)
refere-se atende aos objetivos 2 e 3 do estudo. Este capitulo € composto por duas
partes. A primeira contém os testes preliminares do procedimento de extracdo e
purificacdo dos extratos de alimentos, para estabelecimento do método analitico. A
segunda trata do procedimento de validacdo do método e andlise das amostras de
alimentos coletadas. Esta parte do capitulo esta na lingua inglesa para futura
submissdo a um periodico internacional para publicacao.

O quarto e ultimo capitulo (IV. Avaliacdo probabilistica da exposicao da
populacao brasileira aos residuos de pesticidas na dieta e os riscos para a saude)

apresenta a terceira etapa do trabalho atendendo aos itens do objetivo 4 do estudo.



|. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Regulamentacéo do uso de pesticidas no Brasil

O uso de pesticidas no Brasil tem seu marco legal definido pela Lei n° 7.802
de 11 de julho de 1989. O Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002 que
regulamenta a referida Lei, em seu inciso 1V do artigo 1° define agrotéxicos e afins,

in verhis:

Art, 1°
[..]

IV - sdo produtos e 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 plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
de crescimento. (Brasil, 2002)

Em 2008, o Brasil passou a liderar o ranking de comercializacdo de
pesticidas (Rebelo et al., 2010) e em 2010 detinha 19% (cerca de U$ 7,3 bilhdes) de
participacdo no mercado mundial, seguido pelos Estados Unidos (17%). Até
novembro de 2012 havia 422 ingredientes ativos permitidos para uso agricola e
domissanitario no pais (ANVISA, 2012). O processo de registro dos pesticidas
envolve trés esferas governamentais. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) estabelece o Limite Maximo de Residuo (LMR), a Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) dos ingredientes ativos e a classificacdo toxicolégica dos produtos
formulados; o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) avalia a
eficiéncia agrondmica e aprova o rotulo do produto; e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) avalia o impacto do
pesticida no meio ambiente e em outros organismos vivos (Brasil, 2002).

Ainda em relacdo ao decreto supramencionado, residuo de pesticida e limite
maximo de residuos (LMR) sé&o definidos como

Art 1°
XLIV - 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.

[...]

XXIl - LMR é a quantidade maxima de residuo de agrotéxico ou afim
oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicacdo
adequada numa fase especifica, desde sua producdo até o
consumo, expressa em partes (em peso) do agrotéxico e afim ou
seus residuos por milhdo de partes de alimento ppm ou mg/kg.
(Brasil, 2002)

Na pratica, o nivel de residuos de um pesticida no alimento ndo deve
ultrapassar o LMR quando o produtor segue as indicacdes de uso contidas no rétulo
dos produtos, ou as boas préaticas agricolas (BPA). Entre estas recomendacdes
estdo a concentracdo da calda, a forma e frequéncia de aplicacdo e o intervalo de
caréncia (tempo entre a ultima aplicacdo e a colheita do produto). As BPA séo
utilizadas pelas industrias produtoras de pesticidas nos estudos supervisionados de
campo conduzidos para cada combinagao cultura/pesticida. Os resultados desses
estudos sdo submetidos aos governos para estabelecimentos do LMR. Assim, a
presenca em uma determinada cultura de residuos de pesticidas acima dos limites
legais estabelecidos é uma indicacdo do mau uso do produto no campo (FAO,
2009). Em principio, o consumo de alimento contendo residuos até o LMR ndo deve
significar um risco para a saude humana (Codex, 2011).

O Comité de Residuos de Pesticidas do Codex Alimentarius (CCPR — Codex
Committee on Pesticide Residues) estabelece LMRs no ambito internacional, com
base nas recomendacdes do Grupo de Peritos em Residuos de Pesticidas da FAO
(Organizacdo para Agricultura e Alimentacdo das Nacdes Unidas) e OMS
(Organizacao Mundial de Saude) (JMPR — Joint Meeting on Pesticide Residue).
Essas recomendacdes sao elaboradas a partir dos resultados dos estudos
supervisionados de campo conduzidos em varios paises e, em principio, cobre o uso
em qualquer pais. O estabelecimento de LMR pelo Codex tem como objetivos
facilitar o comércio internacional de alimentos, eliminando barreiras sanitarias e

garantir um produto seguro para a populagéao (Codex, 2011)



2. Toxicidade dos pesticidas

Organofosforados e carbamatos

Os organofosforados (OF) e carbamatos (CB) sdo compostos amplamente
utilizados como inseticidas e estdo entre os mais toxicos atualmente em uso na
agricultura. Os organofosforados sdo ésteres dos acidos fosforicos e tiofosférico
(seus derivados também sdo chamados organotiofosforados) enquanto que os
carbamatos sdo ésteres do acido carbamico (Figura 1). Os OF foram sintetizados
pela primeira vez em 1937 na Alemanha, e mais tarde foram usados como arma

quimica na segunda guerra mundial (Ecobichon, 2001).

O S H
HO_1I HO_I| |
>P—OH >P—OH H—0—C—N—CH
HO HO 0
Acido Fosforico Acido Tiofosférico Acido Carbamico

Figura 1. Acidos utilizados como matéria prima na producdo dos pesticidas
organofosforados e carbamatos.

Os primeiros compostos da classe dos carbamatos, ésteres alifaticos, foram
sintetizados nos anos 30 e inicialmente comercializados como fungicidas por
possuirem baixa atividade inseticida. Ja na década de 50 foram sintetizados aril
ésters derivados do acido metilcarbamico, os quais apresentavam potente acao
inseticida (Ecobichon, 2001).

Os organofosforados e carbamatos possuem o mesmo mecanismo de acao
toxica no organismo - inibem a ag¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE),
responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. O acumulo deste
neurotransmissor nas terminacdes nervosas leva a uma continua estimulacdo dos
receptores muscarinicos, atingindo o sistema nervoso autbnomo parassimpatico,
seguida da estimulacéo dos receptores nicotinicos, atingindo o sistema simpatico e
sistema nervoso central (Ecobichon, 2001). Entre os efeitos de intoxicagdo aguda

mais frequentemente associados a exposi¢cdo a esses compostos (exposicao oral



voluntaria ou acidental ou exposi¢cao dérmica e inalatoria durante a aplicacao) estdo
disfun¢des neurocomportamentais, cognitivas e neuromusculares. Embora ambos os
compostos possam inibir a atividade da acetilcolinesterase, a inibicdo causada pelos
organofosforados € quase irreversivel enquanto que nos carbamatos a inibicdo é
reversivel (Ecobichon, 2001). Alguns estudos relataram intoxicacdo humana apés o
consumo de alimentos contaminados com estes compostos (Tsai et al., 2003;
Mendes et al., 2005). Exemplos de organofosforados e carbamatos e seus

metabdlitos sdo apresentados nas Figuras 2 e 3, repectivamente.
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Figura 2. Inseticidas organofosforados.
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Figura 3. Carbamatos e seus metabalitos.

Piretroides

Os piretréides sdo compostos sintéticos analogos as piretrinas, substancias
extraidas das flores do Chrysanthemum cinerariaefolium (Bradberry et al., 2005).
Embora as piretrinas possuam acdo inseticida, sdo instaveis e se degradam
facilmente quando expostas a luz (Shafer et al., 2005). Os mamiferos sao trés
ordens de magnitude menos sensiveis aos piretréides que os insetos (Ray e Fry,
2006) e por isso, seu uso vem aumentando na substituicdo de outros compostos
mais toxicos, como os organofosforados.

O principal alvo de acgédo toxica dos piretréides nos insetos e mamiferos € o
bloqueio dos canais de sédio, célcio e cloreto (Soderlund et al., 2002). Os piretroides
se ligam aos receptores dos canais de sodio e diminuem sua taxa de inativagdo
aumentando o influxo de ions Na* no neurdnio (Shafer et al., 2005). Os piretroides
podem ser classificados como tipo | e tipo Il, que se diferenciam pela presenca do
grupo ciano no carbono a do 3-fenoxibenzil (na por¢céo alcool da molécula) nos
piretroides do tipo Il (Figura 4). Os efeitos da intoxicacdo aguda pelos piretréides do

tipo | e Il sédo a Sindrome-T (tremor) e Sindrome-CS (coreoatetose com salivacao),
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respectivamente. Entre os sintomas relacionados a sindrome-T estéo agressividade,
tremores leves, prostracdo e hipertermia, ja a sindrome-CS estdo tremores fortes,
salivacdo, convulsdes e hipotermia. Compostos como esfenvalerato e fenpropatrina
sao considerados misturas dos tipos | e Il por apresentarem sintomas de ambas as
sindromes (EPA, 2011)
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Figura 4. Inseticidas piretréides. Com excecdo da bifentrina, todos possuem
toxicidade tipo Il por conterem o grupo CN™ na molécula.

Triazois

A presenca do anel triazol nas moléculas desta classe é responsavel por seu
mecanismo de acédo fungicida. A atividade fungicida € desempenhada pela inibi¢éo
direta da enzima lanosterol 14-alfa-desmetilase (CYP51), responsavel por uma das
etapas de biossintese do ergosterol — derivado do colesterol — e cuja auséncia
prejudica a fluidez e integridade das células dos fungos (Zarn et al., 2003). Em seres
humanos a enzima esterol 14-alfa-desmetilase é expressa em diferentes tecidos e,
por isso, ha a probabilidade que o mesmo mecanismo de ac¢do fungicida seja
também responsavel por efeitos toxicos observados em mamiferos. Entre os efeitos
adversos observados nos estudos com animais de laboratério estdo efeitos no
desenvolvimento, reprodutivos, hepatotoxicidade, hepatocarcinogenicidade, e
producdo de tumores na tireoide e testiculos por via ndo-genotdxica (EFSA, 2009). A

Figura 5 mostra algumas moléculas do grupo dos fungicidas triazéis.
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Figura 5. Fungicidas triazois.

Ditiocarbamatos
Os fungicidas ditiocarbamatos (DT) possuem toxicidade aguda relativamente

baixa, mas seus metabdlitos etileno ou propilenotiouréia mostraram ser
carcinogénicos em animais de laboratério (Doerge e Takazawa, 1990), podendo ser
de potencial risco para a saude humana. Estudos observaram efeitos na tire6ide em
roedores cronicamente expostos a etilenotiouréia por meio da dieta, e também
demonstrou ter efeitos teratogénicos em ratos expostos por via oral ou cutanea
(EPA, 1992). Estudos de avaliacéo toxicologica do propinebe indicam que os efeitos
desse composto, também na tiredide de ratos, podem ser causados primariamente
pelo seu metabdlito propilenotiouréia (IPCS, 1993). Belpoggi et al. (2002),
demonstraram que a exposicdo de ratos a mancozebe na dieta aumentou a
guantidade de tumores malignos na mama, pancreas e tiredide. A Figura 6 mostra
as estruturas quimicas e informacdes adicionais dos compostos ditiocarbamatos

autorizados para uso no Brasil.
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Propinebe®: (CsHgN,S,Zn)x;

MM:289.8; SA: <1 mg/L; Aplicacao

foliar em 8 culturas®

X
Metam sédio®: C,H,NNaS,;

MM: 129.17; SA: 722gl/L;
solivel em metanol;

MM: 240,4; Tratamento de
semente (10 culturas) e
solo (1 cultura)®

Aplicacéo no solo, 4 culturas®

Figura 6. Estruturas e caracteristicas dos ditiocarbamatos. MM: massa molecular do
mondmero (g/mol); SA: solubilidade em agua. 1. FAO, 1993; 2. ANVISA, 2012; 3.
FAO, 1995; 4. http://www.skybluechem.com/propineb.html; 5. http://www.cn-
agro.com/fungicides/Metam-sodium.html; 6. FAO, 1996.

3. Métodos analiticos para determinacdo de residuos de pesticidas em

alimentos

3.1. Métodos multirresiduos

Durante o manejo de pragas no campo, muitas vezes ha necessidade da
aplicacdo de varios pesticidas numa mesma cultura. Para que seja possivel
monitorar o uso dessas substancias nos diversos alimentos sdo necessarios
métodos analiticos capazes de analisar varios residuos num mesmo procedimento
analitico. Estes métodos sédo conhecidos como métodos multirresiduos (MMR).

H4 mais de 40 anos MMR s&o desenvolvidos para analisar residuos de
pesticidas em alimentos para que 0S governos possam monitorar 0 uso destes
produtos no campo. Os primeiros MMR néo tinham a preocupac¢ao com o tempo de
andlise, baixos limites de quantificacdo e quantidade de solventes e reagentes
empregados (Anastassiades et al.,, 2003). Recentemente, o método conhecido

como QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe), desenvolvido
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por Anastassiades et al. (2003) vem sendo cada vez mais adotado na andlise de
residuos de pesticidas em alimentos (Prestes et al., 2009). A proposta é ser um
MRM de ampla aplicacdo, rapido, com resultados confiaveis e com viabilidade
econbmica. O método original é baseado em uma extracdo por agitacdo manual
com acetonitrila, adicdo NaCl e MgSO,, e purificacdo por extracao dispersiva em
fase sélida com PSA (primary-secondary amine) e MgSO,4. Para amostras com
clorofila e carotendides € adicionado GCB (Grafitized Carbon Black) na etapa de
purificacdo. A deteccdo e determinacdo sdo feitas por cromatografia gasosa e
cromatografia liquida acopladas a espectrometria de massas (GC-MS e LC-MS).

Varios trabalhos tém sido conduzidos com aplicagdo do método QUEChERS
para diferentes matrizes e pesticidas, inclusive no Brasil (Fleury Filho et al., 2012;
Pizzuti et al., 2012; Queiroz et al., 2012). Outros autores publicaram modificacdes do
método, com diferentes solventes e volumes para extracdo, tipos de sais utilizados
na extracao e diferentes adsorventes para purificacdo (Banerjee et al., 2007; Aysal
et al., 2007; Mol et al., 2007). Duas modificac6es foram publicadas por seus autores.
A primeira (CVUA-Stuttgard) utiliza na extracdo o0s sais tamponantes citrato
trissodico dihidratado e hidrogenocitrato dissédico sesquihidratado para manter
valores de pH entre 5 e 5,5, que possibilita a extracdo de herbicidas acidos e
protege os compostos labeis em meio 4cido e basico. Na segunda modificacdo, a
acetonitrila foi acidificada (1%) com acido acético e o cloreto de sodio substituido por
acetato de sodio (Lehotay et al., 2005b). Com essas alteracbes foi possivel
aumentar as extracoes e estabilidade de alguns compostos mantendo tamponado
(pH entre 4-5) os extratos de matrizes que possuem pH entre 2-7.

Além da acetonitrila, o acetato de etila tem sido utilizado por varios autores na
extracdo dos residuos de pesticidas de alimentos, principalmente frutas e verduras,
utilizando cromatografos a gas acoplados a detectores especificos (FPD, Flame
Photometric Detector; NPD, Nitrogen-Phosphorus Detector; ou ECD, Electron
Capture Detector) ou a espectrometros de massas (Caldas et al. 2005, Banerjee et
al., 2007; Aysal et al., 2007; Mol et al., 2007, Pihistrom et al., 2007; Berrara et al.,
2010). A grande vantagem do uso do acetato de etila com relagdo a acetonitrila &
seu menor custo (Aysal et al., 2007; Pihlstrom et al., 2007).

Outros métodos multiresiduos tém sido descritos na literatura. Rissato et al.
(2005) utilizaram a extracdo com fluido supercritico e anélise por GC-ECD e GC-MS

para determinacdo de 32 pesticidas (organoclorados, organonitrogenados,
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organofosforados e piretréides) em amostras de alface, batata, maca e tomate,
reportando LOQs menores que 0,01 mg/kg. Filho et al. (2011) desenvolveu um
método multiresiduo para dez pesticidas em manga utilizando micro extracdo em
fase solida (SPME) acoplado a HPLC-UV, proposto como método de triagem para
ser utilizado antes de LC-MS; LOQs ficaram entre 2 e 10 pg/kg. Li et al. (2012)
desenvolveram um método baseado na extracdo com acetonitrila e purificagdo com
MgSO,, PSA e GCB em pipeta descartavel (disposable pipet extraction; DPX) e
determinacao por GC-MS para analise de 58 pesticidas em soja e feijao, com LOQ
de 0,02 mg/kg.

3.2 Fungicidas ditiocarbamatos

A maioria dos compostos ditiocarbamatos (DT) sdo polimeros complexados
com metais de transicéo, e podem ser agrupados em trés subclasses de acordo com
a cadeia carbonica: os dimetilditiocarbamates (DMD), os etilenobisditiocarbamatos
(EBDC) e propilenobisditiocarbamatos (PBDC) (Crnogorac e Schwack, 2009). A
determinacdo dessa classe de pesticidas ndo € possivel utilizando os métodos
multirresiduos, pois apenas os DT ndo poliméricos sdo solliveis em solventes
organicos (Figura 6). Os EBDCs (mancozebe, metiram) e o propinebe sédo polimeros
e insoluveis nos solventes usados normalmente em analises de residuos de
pesticidas. O método mais adotado para andlise dos DT em alimentos € a sua
determinacao indireta por meio da liberacdo de CS, apds digestdo a quente da
amostra em uma solucdo acida. O CS; liberado pode ser quantificado por
espectrofotometria, ou por cromatografia gasosa, sendo o resultado expresso em mg
CS./kg de alimento (Figura 7). Na andlise espectrofotométrica, o CS, € complexado
com uma solucéo de acetato cuprico, dietanolamina e etanol e o complexo formado
analisado em 435 nm. A Figura 7a ilustra o sistema vertical de hidrdlise acida e
formacdo do complexo desenvolvido por Caldas et al. (2001). Nas determinacdes
por cromatografia gasosa, o CS, pode ser injetado diretamente na forma de gas
(headspace) ou em solugdo com isooctano (Figura 7b). Limite de quantificacado
(LOQ) reportados pelos estudos utilizando diferentes formas de detecgcdo do CS,
normalmente se encontra na faixa entre 0,05 e 0,1 mg/kg (Royer et al., 2001,
Caldas et al., 2001; Vareli et al., 2007; Silva et al., 2007).
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Figura 7. Sistema vertical de hidrélise de fungicidas ditiocarbamatos para analise
espectrofotométrica (a); reacdo de hidrolise do ditiocarbamato ziram e formas de
determinacao do CS, formado (b).

E importante ressaltar, porém, que por ndo ser especifico, estes métodos
podem fornecer resultados falso positivos devido a presenca natural de compostos
sulfurados em alimentos, que também geram CS, sob as condi¢cbes de hidrdlise
utilizada, principalmente brassicas, como repolho e brocolis, e cebola (FAO, 1993).
Alguns autores desenvolveram metodologias para a determinagdo dos compostos
ditiocarbamatos (Crnogorac, 2009). Bardarov et al. (1989) determinaram propinebe
apos a dissolucdo da amostra na presenca de EDTA e anti-oxidante seguido de
cromatografia de troca ibnica com detecgdo eletroquimica ou UV. Van Lishaut e
Schwack (2000) determinaram trés subclasses de ditiocarbamatos: DMDC (ziram,
ferbam), EBDC (mancozebe) e PBDC (propinebe), utilizando um método rapido de
cromatografia de par i6bnico. Nenhum destes métodos, porém, sdo utilizados em
estudos de monitoramento ja que os LMRs nacionais e no Codex Alimentarius séo
definidos para o grupo dos compostos ditiocarbamatos, expressos em CS; (ANVISA,
2012; FAO, 2003).
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4. Residuos de pesticidas em alimentos

No Brasil, sdo poucos os laboratérios que publicam resultados das analises
de pesticidas em alimentos. Entre 1994 e 2004, o Laboratdrio de Residuos de
Pesticidas do Instituto Bioldgico-SP, analisou 30 pesticidas em cerca de 7300
amostras de frutas e vegetais coletadas na CEAGESP (Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de Sao Paulo). Cerca de 1% das amostras analisadas continham
pesticidas acima dos LMR e 13% apresentaram residuos para compostos nao
permitidos para a cultura (Gebara et al, 2005). O mesmo laboratério analisou 2067
amostras coletadas entre 2004 e 2007 utilizando acetona, cloreto de sédio, acetato
de etila e ciclohexano na extracdo, e GPC (Gel Permeation Chromatography) e silica
desativada na etapa de purificacdo. Os pesticidas foram analisados por GC-FPD-
NPD-ECD e LC-MS/MS, com LOQs entre 0,001 mg/kg e 0,05 mg/kg. Dos 140
pesticidas pesquisados, 40 foram encontrados em 28% das amostras analisadas
(Gebara et al., 2011).

Furlani et al. (2011) analisaram os pesticidas trifluralina, acetocloro, alacloro,
a-endosulfan, B-endosulfan, endosulfan-sulfato (LOQ=0,025 mg/L) e atrazina
(LOQ=0,1 mg/L) em amostras de cana-de-acglcar utilizando o método QUEChERS
original e determinagdo por GC-ECD. Nenhuma das 80 amostras coletadas
apresentou residuos acima do LOQ.

Filho et al (2010) analisaram 16 amostras de manga obtidas no mercado de
Salvador, Bahia. As amostras foram extraidas e analisadas por SPME (Solid-Phase
Micro Extraction) acoplado a GC-MS. Em todas as amostras analisadas foram
encontrados residuos dos pesticidas bifentrina e azoxistrobina com concentragao
entre 18,3 pg/kg e 57,4 pg/kg e 12,7 pg/kg e 55,8 pg/kg, respectivamente. As
concentracdes para ambos os pesticidas estdo abaixo dos LMRs.

Em um estudo conduzido no restaurante universitario da Universidade de
Brasilia, foram analisadas 177 amostras de alimentos prontos para consumo
(incluindo arroz, salada, vegetais, carne e sopa) quanto a presenca de dez
organofosforados e ditiocarbamatos. Os OF foram extraidos com acetato de etila e
sulfato de sddio anidro e analisados, sem purificagdo, por GC-FPD (LOQ de 0,002
mg/kg para todos os compostos). Ditiocarbamatos foram analisados como CS, por

espectrofotometria (LOQ=0,05 mg/kg). Residuos de organofosforados e de
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ditiocarbamatos foram detectados em 43% e 70% das amostras analisadas,
respectivamente (Caldas et al, 2011).

No Brasil atualmente ha dois programas nacionais de monitoramento de
residuos de pesticidas em alimentos, o PARA (Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos), coordenado pela ANVISA e o PNCRC (Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes), pelo MAPA. Uma avaliagdo dos
resultados das analises realizadas entre 2001-2010 (Jardim e Caldas, 2012, Cap. IlI)
identificou que entre os grupos de compostos mais encontrados e com maior
relevancia toxicoldgica entdo os fungicidas ditiocarbamatos (41,6% das amostras
analisadas) e triazéis (10,2%), os inseticidas organofosforados (30,8 %), piretréides
(8,3%) e carbamatos (2,4%)

5. Exposi¢do humana as pesticidas na dieta e os riscos para saude

Uma grande variedade de substancias quimicas potencialmente téxicas esta
presente nos alimentos que consumimos, como micotoxinas, residuos de pesticidas,
aditivos e metais pesados, que pode significar risco a satde humana. O processo de
avaliacdo de risco objetiva estimar o risco a um dado organismo alvo, sistema ou
(sub)populagéo, incluindo a identificacdo das incertezas esperadas, apls a
exposicdo a um agente particular, levando em consideracdo as caracteristicas
inerentes ao agente e as do sistema alvo (IPCS, 2009). Avaliar o risco causado pela
exposicdo humana a substancias quimicas na dieta é amplamente reconhecido
como um processo fundamental no desenvolvimento de padrbes alimentares se-
guros (WHO, 1997a). A avaliacdo é conduzida, por exemplo, pelos governos durante
o processo de registro de aditivos alimentares ou de substancias que serao
utilizadas no manejo agropecuario, como pesticidas e drogas veterinarias. No caso
de contaminantes presentes nos alimentos, os estudos subsidiam agdes gerenciais
gue levem ao controle da contaminacao e diminuicdo da exposi¢do humana (Jardim
e Caldas, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel
pelo processo de registro de aditivos, pesticidas e drogas veterinarias e pela
condugdo de avaliacdo do risco da exposicdo humana a estas substancias e a

contaminantes em alimentos (ANVISA, 2012a). Internacionalmente, procedimentos
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de avaliacdo do risco sdo conduzidos pelos comités cientificos da Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) e Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura (Food and
Agriculture Organization - FAO) para subsidiar o estabelecimento de padrdes
alimentares pelo Codex Alimentarius (WHO, 2007). O JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives) avalia questdes relativas a aditivos
alimentares, contaminantes e drogas veterinarias e o JMPR (Joint FAO/WHO
Meeting on Pesticide Residues) aquelas relacionadas a residuos de pesticidas
(Jardim e Caldas, 2009).

Enquanto a avaliacdo do risco é um processo de base cientifica, o
gerenciamento do risco envolve tomada de decisdes pelas agéncias reguladoras
gue levam em consideracao, além de informacdes técnicas relevantes relacionadas
ao dano a saude e ao risco, fatores politicos, sociais e econdmicos. A troca de
informacdes sobre o risco entre avaliadores, gerenciadores, midia, grupos de
interesse e publico em geral se d4 no ambito da comunicacéo de risco (IPCS, 2004).
A avaliacdo, o0 gerenciamento e a comunicacdo do risco Sao processos que

interagem entre si, sendo partes de um processo maior, a andlise do risco (Figura 8).

Analise
do risco

Avaliagao Gerenciamento | | Comunicacgéo
do risco do risco do risco
Identificagdo Relacédo Avaliacao Caracterizacéo
do dosefresposta da do risco
dano/perigo exposicao

Figura 8. Etapas da analise e avaliagéo do risco.

Risco pode ser definido como a probabilidade de um efeito adverso ocorrer
em um organismo, sistema ou (sub)populagédo causado sob condi¢cbes especificas
pela exposicdo a um agente (WHO, 1997a). O risco dependera do grau de
toxicidade da substéancia e da quantidade a qual a populacao foi exposta. O risco €

entdo funcao da toxicidade e da exposi¢cédo (Equacéo 1).
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Risco = f(toxicidade, exposicao) (Eq. 1)

A exposicao a substancias quimicas na dieta pode ser crdonica ou aguda. A
exposicao cronica € caracterizada pela ingestdo de pequenas quantidades da
substancia durante um longo periodo, e a exposicdo aguda pela ingestdo de
quantidades grandes durante um intervalo de até 24 horas. Enquanto algumas
substancias apresentam maior risco de exposicdo crbnica, como aquelas
potencialmente carcinogénicas, outras podem oferecer risco durante uma exposi¢ao
aguda, como algumas neurotoxicas.

Dentre as substancias que podem estar presentes nos alimentos e apresentar
um potencial risco & salde humana estdo as advindas do processamento e
estocagem dos alimentos, como acrilamida e nitrosaminas, toxinas de fungos
(micotoxinas), de bactérias e de outros organismos, metais pesados presentes
naturalmente no ambiente e compostos organicos ou inorganicos advindos da
atividade industrial e/ou doméstica, como metais pesados e dioxinas. Residuos de
pesticidas e de drogas veterinarias podem ser encontrados nos alimentos apds o
manejo agricola e/ou pecuario com estas substancias, visando o controle de pragas
e doencas. Por outro lado, aditivos sdo adicionados aos alimentos com objetivos
tecnologicos definidos, como manter as caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas
dos alimentos processados ou imprimir outras, como sabor, cor ou textura. O
processo de avaliacdo do risco envolve 4 etapas, ilustradas também na Figura 8:
identificacdo do dano (ou perigo), caracterizacdo do dano/relacdo dose-resposta,
avaliacao da exposicao e caracteriza¢ao do risco.

5.1 Identificacdo do dano e Caracterizagéo da relagédo dose/resposta

A identificacdo do dano, primeira etapa do processo de avaliacdo do risco,
tem como objetivo identificar os potenciais efeitos adversos a saude humana
associados a exposi¢cdo a uma dada sustancia quimica (WHO, 1995; Dybing et al.,
2002). Nesse processo, podem ser utilizadas diferentes fontes de informacoes,
incluindo a relacao estrutura molecular e atividade (Structure-Activity Relationship -
SAR) (ECS, 2003), testes in vitro (Eisebrand et al., 2002), estudos com animais de

laboratério e estudos com seres humanos, como no caso do inseticida
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organofosforado acefato, avaliado pelo JMPR em 2005 (FAO, 2012). Estudos com
animais de laboratério sdo atualmente as principais fontes de informacdo para
identificar e caracterizar o dano ao homem de substancias quimicas presentes em
alimentos. O uso de dados de estudos em humanos tem um valor importante uma
vez que reduz a incerteza relacionada aos achados em ensaios com animais. Esses
dados sao principalmente derivados de estudos com desenho experimental ou
epidemioldgico observacional (caso controle ou cohorte) (Van den Brandt et al.,
2002). Uma excecdo tem sido os estudos de inibicdo de acetilcolinesterase
utilizados na avaliacéo de inseticidas organofosforados e carbamatos (Solecki et al.,
2005).

ApoOs a etapa de identificacdo do dano, a relacdo quantitativa entre a
exposicao e a incidéncia de resposta de um efeito adverso é avaliada. Estudos com
animais de laboratério séo as principais fontes de informacéo na caracterizacdo da
dose-resposta de substancias potencialmente toxicas presentes nos alimentos.
Nesse processo, e consequentemente na posterior caracterizacdo do risco, séo
adotadas estratégias diferentes quando os efeitos adversos possuem limiar de dose
ou nao, que sao carcinogénicas e genotdxicas, como as micotoxinas do grupo das
aflatoxinas (EPA, 2005; Edler et al., 2002).

Para substancias com limiar de dose para efeito adverso, que inclui os
pesticidas, nenhuma resposta biolégica serd evidente abaixo de uma dose
especifica (Dybing et al., 2002). Nessa etapa, sdo estimadas as doses que nao
causaram um efeito adverso nos animais testados (No Observed Adverse Effect
Level — NOAEL) e/ou a menor dose na qual o efeito adverso foi observado (Lowest
Observed Adverse Effect Level — LOAEL). O NOAEL pode ser definido como o nivel
de exposicdo no qual ndo existe aumento significativo na frequéncia ou severidade
do efeito adverso entre a populacdo exposta e a populacéo controle. O NOAEL e o
LOAEL, obtidos dos estudos mais criticos conduzidos na espécie mais sensivel
testada, sdo utilizados no calculo dos parametros seguros de ingestdo cronica e
aguda no homem. Esses parametros, expressos em mg/kg de peso corpéreo, sédo
calculados dividindo-se o NOAEL ou o LOAEL por um fator de incerteza, ou de
seguranca, para se extrapolar os resultados obtidos com animais de laboratério para
a espécie humana (Dybing et al., 2002; Herrman e Younes, 1999).

O fator de seguranca 100, proposto em 1945 e adotado no segundo encontro

do JECFA em 1957, € o valor normalmente utilizado no estabelecimento da ingestao
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segura de residuos de pesticidas e drogas veterinarias, aditivos e contaminantes em
alimentos (Herrman e Younes, 1999). Esse valor assume que o ser humano pode
ser até 10 vezes mais sensivel ao agente que a espécie testada, e que alguns
individuos da populacdo humana podem ser até 10 vezes mais sensiveis que a
média da populacdo (Figura 9). Fatores de seguran¢ca maiores ou menores que 100
podem ser considerados em cada caso pelo comité cientifico que avalia os estudos
toxicolégicos. Esse fator pode ser maior que 100 quando os estudos sé&o
incompletos ou inadequados, quando se quer acrescentar um fator adicional de
protecdo a um grupo altamente sensivel da populacdo, como criancas ou individuos
com alguma patologia, ou na auséncia de NOAEL; pode ser menor quando dados de
toxicocinética e toxicodindmica demonstram que o homem possa ser menos
sensivel que a espécie animal na qual o produto foi testado ou quando o efeito

observado é reversivel ou pouco severo (Herrman e Younes, 1999; FAO, 2012).
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Figura 9. Estimativa da IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) ou ARfD (Acute Reference
Dose), aplicando fator de seguranca igual a 100, a partir dos valores de NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) obtidos de experimentos com animais de
laboratorio.

Dentre os parametros de ingestado cronica segura estimados para o0 homem
estdo a IDA, também chamada de dose de referéncia pelo EPA (U.S. Environmental
Protection Agency) (IRIS, 2012), a ingestdo diaria toleravel maxima provisoria
(Provisional Maximum Tolerable Daily Intake - PMTDI) e a ingestdo toleravel
semanal proviséria (Provisional Tolerable Weekly Intake - PTWI).

Esses parametros de ingestdo representam a quantidade da substancia
presente no alimento e/ou agua que pode ser ingerida diariamente ao longo da vida

sem que ocorram efeitos adversos a saude (IPCS, 2009). A IDA é normalmente
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definida para aditivos alimentares, drogas veterinarias e pesticidas, substancias cuja
concentracdo nos alimentos pode ser controlada pelas autoridades reguladoras
(Herrman e Younes, 1999). Para contaminantes, parametros de ingestdo crénica
segura sao a PMTDI e a PTWI (para substancias com potencial de acumulacdo no
organismo). Nesse caso, o termo toleravel significa permissibilidade, ndo a
aceitabilidade para a ingestao de contaminantes, cuja associacdo com os alimentos
nao pode ser evitada ou totalmente controlada (Herrman e Younes, 1999; IPCS,
1994).

Somente a partir da década de 1990 que a necessidade de se acessar o risco
da exposicdo aguda a substancias quimicas na dieta foi reconhecida
internacionalmente, especificamente com relacdo a exposicdo a pesticidas (IPCS,
1994). A Dose de Referéncia Aguda (Acute Reference Dose - ARfD) indica a
quantidade de uma substancia presente no alimento e/ou agua que pode ser
ingerida num periodo de 24 horas ou menos sem que haja apreciavel risco para a
saude do consumidor (Solecki et al., 2005). A maioria dos principios aplicaveis para
estimar a IDA sdo também aplicados para estimar a ARfD, nesse caso utilizando
preferencialmente os estudos criticos de curta duracdo. Em geral, o estabelecimento
de ARfD é considerado ndo necessario para pesticidas cujos estudos toxicol6gicos
indicariam um valor acima de 1 ou 5 mg/kg pc (Solecki et al., 2005). Pesticidas
organofosforados e carbamatos, que apresentam alta toxicidade aguda via inibicao
da acetilcolinesterase, normalmente apresentam ARfD menores que 0,1 mg/kg pc
(IPCS, 2012).

O conceito de BMD (Benchmark Dose) foi originalmente proposto em 1984
(Crump, 1984) como uma alternativa ao uso de NOAEL/LOAEL para derivacdo dos
niveis seguros de exposicdo humana. Enquanto NOAEL e LOAEL sdo doses
discretas de um estudo, a estimativa de BMD envolve modelagem matematica da
curva de dose-resposta para interpolar uma dose estimada que corresponda a um
nivel particular de resposta (p.ex., a dose que causou um aumento de 10% na
incidéncia de tumores — BMD10). Normalmente, a incerteza desta interpolagéo
também é estimada e o limite de confianca inferior desta dose denominado BMDL
(Benchmark Dose Lower Confidence Limit) (Setzer e Kimmel, 2003). Enquanto o
NOAEL depende do desenho do experimento (i.e., pode ser maior ou menor
dependendo da menor dose testada no estudo), o uso de BMD elimina qualquer

limitacdo relacionada ao experimento e diminui a necessidade de se aplicarem
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fatores de seguranca adicionais (EPA, 2000). A BMD pode ser usada em modelos
de dose-resposta para todos os tipos de substancias e indicadores de toxicidade
(endpoints), incluindo substancias carcinogénicas e genotodxicas, independente da

suposicao de linearidade ou ndo da curva dose-resposta.

5.2 Avaliagéo da exposicéo na dieta

Avaliacdo da exposicdo é definida como a estimativa qualitativa e/ou
guantitativa da ingestdo provavel de agentes biolégicos, quimicos ou fisicos via
alimento, bem como a exposicéo de outras fontes, se relevante (WHO, 1997b). Para
estimar a exposi¢cao humana as substancias quimicas presentes nos alimentos sao
necessarios trés dados essenciais: a concentracdo da substancia no alimento
(mg/kg), o consumo do alimento (kg) e o peso corpéreo (kg) (individual ou da
populacdo em estudo). A estimativa da exposicdo, dada em mg/kg peso corpéreo,
pode ser definida de uma maneira geral pela Equagéao 2

Concentragdo da substancia Xconsumo do alimento

Exposicao = (Eq. 2)

Peso corporeo

A forma de obtencdo dos dados a serem inseridos na Equacdo 2 depende
primariamente dos propdsitos da avaliacdo do risco, se a exposi¢cao € cronica ou
aguda e do quéo precisa e detalhada a estimativa deve ser (Kroes et al., 2002). Além
disso, a estimativa pode ser direcionada a populacdo geral ou a determinados
subgrupos populacional, como criancas (Petersen e Barraj, 1996) Em todos os
casos, as incertezas envolvidas no calculo da ingestdo dependerdao das incertezas

envolvidas em cada um dos dados inseridos na Equacgéao 2.

Concentragao da sustancia no alimento

Varios fatores influenciam a concentracdo de uma substancia medida no
alimento, incluindo o método analitico utilizado, sua precisédo, exatidao, limite de
deteccdo (LOD) e/ou quantificacdo (LOQ). A fonte dos dados de concentracdo deve
fornecer valores confidveis, caso contrario o resultado da avaliagdo da exposi¢do

poderd apresentar um alto grau de incerteza.
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A avaliagdo da exposicdo humana aos aditivos, pesticidas e drogas
veterinarias pode ocorrer quando se quer avaliar a exposi¢cdo potencial antes da
substancia ser registrada para uso (pré-registro), ou depois da mesma ja estar
presente nos alimentos disponiveis para consumo (pos-registro). No caso de
contaminantes, o nivel da substancia no alimento ndo pode ser totalmente
controlado/eliminado e a estimativa da exposi¢cdo subsidia o estabelecimento de
limites maximos esperados/permitidos nos alimentos. Dependendo do alvo do
estudo, diferentes bases de dados podem ser empregadas como parametro de
concentracdo da substancia no alimento, incluindo o LMR, dados de monitoramento
e de dieta total.

Em estudos de monitoramento, amostras de alimentos coletadas
aleatoriamente no comércio sao analisadas. Quando comparados ao LMR, esses
dados refletem melhor os niveis das substancias encontradas nos alimentos
comercializados. Nestes estudos, as amostras a serem analisadas devem
representar o melhor possivel a situacdo a ser avaliada, sendo necessario observar
variaveis como quantidade, local de coleta e origem da amostra. Uma limitacéo
encontrada no uso de limites legais estabelecidos ou de dados de monitoramento,
como parametros de concentracdo da substancia para célculo da ingestéo, é que os
mesmos refletem aqueles encontrados nos alimentos como comercializados, néo
como consumidos. O processamento do alimento, como descasque, lavagem e/ou
cozimento, pode alterar o nivel das substancias presente e/ou sua natureza quimica.
O processamento normalmente leva a uma diminuicdo dos niveis de residuos e
contaminantes nos alimentos devido a sua degradacdo quimica, com consequente
diminuicdo da exposicdo e risco. Algumas excecfes incluem o processo de
desidratacdo, quando a concentracdo da substancia aumenta no produto final, ou
quando a degradacédo da substancia leva a um composto mais toxico que o original
(ex., formacéo de etilenotiureia a partir de fungicidas etilenobisditiocarbamatos).

Em estudo de dieta total (EDT), os alimentos sdo processados antes da
analise. As frutas com casca ndo comestivel sdo descascadas e somente a polpa
analisada; os alimentos normalmente consumidos cozidos sdo preparados de
acordo com procedimentos padrbes antes da analise. EDTs fornecem a estimativa
mais proxima dos niveis de substancias quimicas presentes nos alimentos no mo-

mento do consumo, refletindo melhor a exposi¢ao (WHO, 2005).
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A metodologia utilizada na andlise de residuos e contaminantes em amostras
de alimentos deve ser validada de acordo com procedimentos internacionalmente
aceitos (EC, 2007; INMETRO, 2011). Dados provenientes de laboratérios que
possuem o0 sistema de gestdo da qualidade implementado (ISO/IEC 17025)
possuem alta credibilidade, uma vez que os procedimentos adotados j& foram
avaliados por 6rgdos competentes. Os métodos analiticos selecionados devem ser
agueles que melhor se aplicam ao analito e aos objetivos do estudo, e nem sempre
0 método mais sensivel é necessariamente a melhor escolha. Por exemplo, aditivos
alimentares normalmente ndo estdo presentes nos alimentos em concentracdes
baixas, porque nesses niveis eles ndo agregam nenhum beneficio tecnologico. Para
esses compostos, técnicas com sensibilidade moderada séo suficientes para
fornecer dados para a conducdo de estudos de avaliacdo da exposicdo. Em outros
casos, métodos rapidos e robustos sdo necessarios para responder a uma demanda
emergencial que necessite acdes de gerenciamento de risco rapidas. Métodos
multirresiduos sdo normalmente necessarios no caso de pesticidas, principalmente
em programas de monitoramento, uma vez que o leque de substancias que podem
estar presentes nos alimentos pode ultrapassar 200 compostos (Takatori et al.,
2008). Analise de contaminantes ambientais e estudos de dieta total normalmente
exigem métodos analiticos com alta sensibilidade, porque os analitos podem estar
presentes nos alimentos em concentragdes menores que 10 ug/kg (Zhang et al.,
2008).

Um aspecto importante que deve ser observado nos dados obtidos em
laboratério € como lidar com amostras que ndo apresentaram niveis
detectaveis/quantificaveis do analito, isto €, quando os resultados séo reportados
como menor que o LOD (Limite de deteccdo) ou LOQ. Essa questdo tem sido
largamente considerada por varios autores, sendo consenso que o procedimento de
escolha deve ser conservativo o suficiente para manter a precaucao em relacéo a
substancias téxicas, mas também cientificamente justificavel (Kroes et al., 2002;
Renwick et al., 2003), a ndo ser que existam evidéncias suficientes para se ter
certeza de que nenhum residuo da substancia é esperado no alimento. Um
procedimento largamente aplicado é considerar que substancias reportadas como
menores que o LOQ apresentem niveis correspondentes a 0,5 x LOQ (Kroes et al.,
2002; Baert et al., 2007). Outra estratégia, aplicada principalmente no caso de

contaminantes, é considerar os dois limites da estimativa: o inferior como zero para
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amostras ndo detectadas (< LOD) e o superior, com amostras nos niveis do LOD ou
LOQ (IPCS, 2009). E claro que a incerteza envolvida em qualquer estratégia sera

maior quanto menor for a detectabilidade do método analitico utilizado.

Consumo de alimentos e peso corpéreo

Existem quatro tipos de dados que podem ser usados para acessar O
consumo de alimentos de uma populacédo: dados de suprimento de alimentos, de
disponibilidade de alimento no domicilio, de consumo individual e de dieta duplicada.
A escolha da fonte de dados ird depender principalmente dos objetivos do estudo,
dos alimentos de interesse, da necessidade de acessar a exposicdo de grupos
especificos da populacdo e das fontes disponiveis. Idealmente, dados de consumo
devem estar diretamente relacionados ao de peso corpéreo de um individuo ao qual
0 consumo esté associado; no caso desse dado ndo estar disponivel, o peso médio
da populacéo em estudo pode ser usado (WHO, 1997b).

Dados de suprimentos de alimentos séo calculados a partir dos balancetes da
producdo agropecuaria do pais, que leva em consideracdo a producdo anual do
alimento, importacdes, exportacdes, perda no campo e uso na pecudria e industria.
O resultado reflete a média de disponibilidade do alimento ndo processado
disponivel por habitante (WHO, 2003a). As 13 dietas agrupadas (cluster) do
GEMs/Food (Global Environmental Monitoring System) sdo atualmente utilizadas
pelo IMPR e pelo JECFA para calculo de exposi¢ao crbnica a substancias quimicas
no ambito internacional. Dados de disponibilidade de alimento no domicilio sao
obtidos nacionalmente a partir de pesquisas nos domicilios que reportam a
guantidade de cada alimento adquirida pela familia durante um determinado periodo.
Esses dados, em geral, ndo informam a distribuicdo de consumo entre os individuos
e nao consideram o consumo fora do domicilio nem a quantidade de alimento
desperdicada (Serra-Majem et al.,, 2003). No Brasil, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) conduz periodicamente a coleta de dados de
disponibilidade de alimento por meio da Pesquisa de Orcamento Familiar (POF).
Nesta pesquisa, domicilios pesquisados reportam durante sete dias consecutivos a
guantidade de cada alimento aportado ao domicilio, seja pela compra, doacdo ou
producgédo prépria (IBGE, 2012). Outros dados coletados incluem idade, sexo e peso
corporeo de cada individuo do domicilio. Na POF 2008-2009, a aquisi¢do de dados

de consumo individual de individuos com idade a partir de 10 anos, moradores de
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30% dos 60.000 domicilios pesquisados também € acessada (Caldas et al., 2004).
Dados da POF tém sido utilizados, entre outros, por nutricionistas para acessar a
disponibilidade de nutrientes na populacéo brasileira (Levy-Costa et al., 2005) e para
avaliar a exposicao a substancias quimicas na dieta (Caldas e Jardim, 2012).

Dados de consumo individual sdo a fonte ideal para avaliar a exposi¢ao
humana a substancias quimicas na dieta, pois permitem acessar 0 consumo de
subgrupos especificos da populacdo e estabelecer a relacdo consumo/peso
corpoOreo para cada individuo. Entre as metodologias para coleta desses dados esta
o registro individual de consumo durante um periodo (normalmente entre um e sete
dias), o recordatério 24 horas, onde o individuo reporta o tipo e quantidade de
alimentos consumidos nas ultimas 24 horas, e o Questionario de Frequéncia
Alimentar (QFA) constituido de uma lista estruturada de alimentos com o objetivo de
acessar sua frequéncia de consumo diario ou semanal (Kroes et al., 2002).

Em estudos de dieta duplicada, os individuos coletam uma segunda porcao
de todos os alimentos que consomem durante certo periodo (normalmente de um a
sete dias), incluindo o que é consumido fora do domicilio. Os alimentos sao pesados
e as porcOes sdo analisadas em laboratério para as substancias de interesse. Esses
estudos, entdo, fornecem ao mesmo tempo dados de consumo por peso corporeo e
de concentracdo para uma dada populacéo/substancia. Estudos de dieta duplicadas
sdo complexos e onerosos e seus dados sdo normalmente restritos a grupos
especificos da populagéo, principalmente criancas (Tomas et al., 1997; Boon et al.,
2003; Velasco-Reynold et al., 2008).

Exposi¢cdo cumulativa

A exposicao simultanea a varias substancias quimicas na dieta (cumulativa) e
suas consequéncias para a saude humana, tem sido objeto de preocupacgdo de
orgéos reguladores e da populagdo em geral. Os efeitos toxicos de duas ou mais
substancias no organismo podem ser independentes, aditivos ou interativos (como
sinergismo, potenciacdo ou antagonismo) (Feron e Groten, 2002). O efeito aditivo
ocorre quando os compostos individuais de uma mistura possuem 0 mMesmo
mecanismo de acédo toxica (grupo de compostos com mecanismo comum - GMC),

diferindo apenas da poténcia desse efeito (Boobis et al., 2007). Nesse caso, o0 efeito
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final da exposi¢cdo a um GMC é equivalente a soma dos efeitos de cada composto
do grupo corrigido para sua poténcia tdxica equivalente. A exposi¢cdo a um GMC é
chamada de cumulativa.

Diferentes métodos tém sido utilizados para acessar a toxicidade final de
GMCs, incluindo indices de dano, de ponto de partida, de exposicdo cumulativa,
margem de exposicdo combinada e fator de equivaléncia toxica. O fator de
equivaléncia téxica (FET) foi primeiramente proposto na década de 1980 pelo EPA
(1986) e aplicado para o grupo das dioxinas e compostos similares (dibenzofuranos
e bifenilas policlorados), que agem no organismo como agonistas de receptores de
hidrocarboneto de arila (Safe, 1990). O FET é a razao entre o valor da poténcia
toxica do composto indicador e a poténcia toxica do composto do GMCs. O
composto indicador é escolhido com base na disponibilidade de dados de dose
resposta de alta qualidade para o endpoint escolhido como mecanismo de acao
toxica (EPA, 2002). Nesse método, o FET de cada composto do grupo foi calculado
normalizando sua toxicidade em relacdo ao composto indicador, a 2,3,7,8-
tetraclorobenzo-p-dioxina (TCDD). O equivalente toxico total foi definido como a
soma dos produtos da concentracdo de cada composto do grupo numa amostra
multiplicado pelo seu FET, e expresso como TCDD (Safe, 1998). Essa metodologia
foi posteriormente aplicada a pesticidas, com a introducdo do fator de poténcia
toxica (FPT), para avaliar a exposicdo cumulativa de criancas a inseticidas
organofosforados (Mileson et al., 1998), sendo hoje empregada rotineiramente pelo
EPA para avaliar a exposi¢do cumulativa a esse GMC (EPA, 2001b). Outros autores
incluiram nesse grupo o0s inseticidas carbamatos, também inibidores da
acetilcolinesterase (Jensen et al., 2003; Caldas et al., 2006a). Mais recentemente,
estudos para avaliar a exposi¢cdo cumulativa a compostos do grupo dos triazois
(EFSA, 2009) e piretroides (EPA, 2011) foram publicados.

Modelos para calculo da exposicao (ingestéao)

De maneira geral, dois modelos podem ser utilizados para o calculo da
exposicao como descrito na Equacgéo 2 - o modelo deterministico e o probabilistico.
A escolha do modelo depende de véarios fatores, incluindo o objetivo do estudo, os
dados disponiveis e a exatiddo exigida nos resultados.

No modelo deterministico, valores fixos, pontuais, de concentracdo e

consumo sao utilizados no célculo da ingestdo, como a média, mediana, 97,5
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percentil ou valor méximo. As grandes vantagens desse método sdo a rapidez e a
simplicidade dos calculos. Por outro lado, esse modelo presume que todos 0s
individuos de uma populacdo em estudo possuem O mMesSMO pPeso Ccorporeo,
consomem a mesma quantidade de um alimento que contém sempre a mesma
concentracdo da substancia de interesse. Apesar dos resultados obtidos no modelo
deterministico serem facilmente comunicados e compreendidos pelas varias partes
interessadas, os valores utilizados no célculo sédo conservadores e a exposicao
estimada reflete uma situacéo irreal. Adicionalmente, eles ndo fornecem informacéao
da faixa dos niveis possiveis de exposi¢cdo que pode ocorrer em toda a populacgéo,
limitando a identificacdo do cenario de exposicdo que pode representar um risco
potencial e da exposicdo de grandes consumidores (Kroes et al., 2002; Petersen,
2000). Apesar das limitacGes, a avaliacdo deterministica da exposicdo é importante
para um diagnostico inicial de uma situacdo de risco, indicando a necessidade de
gerar dados adicionais para refinar o estudo (por exemplo, quando 0 mesmo é
conduzido utilizando disponibilidade de alimentos no domicilio e/ou limites legais da
substancia no alimento) e/ou de se aplicar o modelo probabilistico.

O modelo probabilistico de avaliacdo da exposicdo envolve a descricdo das
variaveis de consumo/peso corporeo e concentracdo em termos de distribuicdo para
caracterizar sua variabilidade e/ ou incerteza (EPA, 2001b). A exposicao pode ser
simulada retirando valores aleatérios de cada varidvel na curva de distribuicdo
utilizando modelos mateméticos adequados. Existe uma variedade de softwares
disponiveis para aplicacdo desses modelos, que utilizam principalmente técnicas
probabilisticas de Monte Carlo (Figura 10). Nos Estados Unidos os modelos
DEEM/Calendex, CARES e Lifeline séo utilizados pelo EPA (EPA, 2004). Na
Europa, os modelos disponiveis incluem o MCRA (Holanda), CREMe (Irlanda),
UniHB (Alemanha) e o CSL (Inglaterra) (Boobis et al., 2007).
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Concentragdo, mg/ kg N ..
Tiragem aleatoria,
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P99.5
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Consumo

Consumo, g/ kg pc

Figura 10. Modelo probabilistico para estimar a exposicdo humana a substancias
quimicas na dieta.

Na avaliacdo probabilistica, a curva de distribuicdo resultante representa um
panorama de exposicao mais realista, fornecendo ao gerenciador de risco maior
subsidio para tomada de decisdes (Finley e Paustenback, 1994). Adicionalmente,
existe a possibilidade de avaliar o impacto de cada parametro na avaliacao (analise
de sensibilidade), bem como as incertezas de cada resultado. Dessa maneira, a
exposicdo em Varios percentis da curva de distribuicdo pode ser acessada, bem
como a incerteza associada a esta estimativa (de Boer, 2011). Métodos
probabilisticos, porém, s6 podem ser utilizados quando dados brutos de
consumo/peso corpéreo e de concentracdo estdo disponiveis, o que limita sua
aplicagdo. O uso dessa ferramenta exige do avaliador conhecimentos de como lidar
com as limitacdes e incertezas do modelo utilizado. O método probabilistico é o
método de escolha para estimar a exposicdo cumulativa e agregada a residuos e
contaminantes (Boobis et al., 2007; EPA, 2001b).

A exposicao cronica
A exposicao crbnica a substancias quimicas na dieta ocorre diariamente, por
um periodo longo, inclusive durante toda a vida. O célculo da Ingestdo Diaria, em

mg/kg peso corpoéreo/dia, de uma determinada substdncia ou GMC é feito
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considerando o somatorio da ingestdo pelo consumo de todos os alimentos da dieta

da populacéo em estudo, de acordo com a Equacéo 3,

Y(Ri XCi)

Ingestio = ———
gestao Peso Corpoéreo

(Eq. 3)
onde R é o valor da concentracao da substancia ou GMC, no alimento i, em mg/kg e
C é o consumo diério, em kg, desse alimento pela populagéo/individuo em estudo
(WHO, 1997c). Na metodologia deterministica, normalmente se consideram valores
médios desses parametros no calculo, pois eles refletem melhor as variacbes de
exposicdo que podem ocorrer durante um periodo longo.

A estimativa da ingestao cronica dependera da disponibilidade e da qualidade
dos dados envolvidos no seu calculo; quanto mais proximos da realidade esses
dados forem, mais significativo sera o resultado. Por exemplo, a Ingestdo Diaria
Tedrica Maxima (IDTM) para pesticidas é estimada utilizando o limite maximo
permitido pela legislacdo para cada composto/alimento. Em geral, essa estimativa é
bastante conservadora, pois presume que todos os alimentos contém a substancia
no nivel do limite maximo e que o individuo os consome diariamente durante toda a
vida. No caso de pesticidas e drogas veterinarias, presume-se ainda que nao exista
nenhuma degradacdo do composto durante o transporte, armazenamento e

processamento desses alimentos.

A exposicdo aguda

A significAncia da exposi¢do aguda a pesticidas foi reconhecida no inicio da
década de 1990, depois de relatos de intoxicagcdo pelo consumo de alimentos
altamente contaminados devido ao uso inadequado desses produtos no campo
(HMSO, 1992). Mais recentemente, foi reportada a intoxicacdo humana com
inseticidas organofosforados e carbamatos presentes na dieta (Tsai et al., 2003;
Mendes et al., 2005).

Enquanto a avaliagcdo do risco crénico estima a ingestdo média pelo consumo
de alimento durante um longo periodo, a avaliagdo do risco agudo avalia a
exposicdo pelo consumo de uma unica refeicdo ou durante 24 horas. Nesse caso,
um individuo pode consumir uma por¢ao muito maior de um determinado alimento
durante um dia do que a média consumida durante a vida e, adicionalmente, a

por¢cdo pode conter uma determinada substancia em niveis muito maiores do que os
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valores médios normalmente utilizados para avaliar uma exposicéo crénica (WHO,
1997c; Hamilton et al., 2004). O objetivo é avaliar o risco do individuo de ingerir num
s6 dia uma grande quantidade de uma substancia pelo consumo de uma grande
guantidade de alimento altamente contaminado. Dessa forma, os valores de
consumo/peso corpdreo e concentracdo sao representados por valores extremos, ou
altos percentis (97,5 P ou maior).

Duas metodologias podem ser utilizadas nessa estimativa. A primeira utiliza a
Equacdo 3 e o modelo probabilistico, selecionando os mais altos percentis de
ingestdo. A segunda metodologia, descrita para ser utilizada com o modelo
deterministico, considera o consumo de cada alimento separadamente, sendo
remota a possibilidade de um individuo consumir num mesmo dia quantidades
grandes de todos os alimentos da dieta e que todos esses alimentos estejam alta-
mente contaminados. A ingestdo aguda de pesticidas pelo consumo de cada
alimento é denominada IESTI (International ou National Estimated Short-Term
Intake) e é utilizada na avaliagcdo de risco a pesticida no ambito internacional
conduzida pelo JMPR (WHO, 2003b).

5.3 Caracterizacao do risco

A caracterizacéo do risco pode ser definida como a estimativa qualitativa ou,
sempre que possivel, quantitativa, incluindo as incertezas esperadas, da
probabilidade de ocorréncia de um efeito adverso de um dado agente num dado
organismo ou populacdo sob condi¢gbes definidas de exposicao (IPCS, 2004).

As metodologias utilizadas para caracterizar o risco variam de acordo com as
caracteristicas toxicologicas da substancia, isto é, se a substancia necessita de um
limiar de dose no organismo para exercer sua acdo toxica (substancias néo
genotoxicas) ou ndo (substancias carcinogénicas e genotdxicas). Para se avaliar o
risco da exposicao a substancias ndo genotoxicas, como 0s pesticidas, a ingestéao &
comparada ao parametro de ingestao segura; o risco pode existir quando a ingestao
calculada ultrapassa esse parametro (WHO, 1997c). Esse risco pode ser expresso
em % do parametro toxicolégico como, por exemplo, em porcentagem da IDA numa
exposicao cronica (Equacdo 4). Nesse caso, 0 risco pode existir quando a

porcentagem ultrapassa 100.
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Y. Ingestio

% IDA = DA

x 100 (Eq. 4)

Para a exposicao aguda aos pesticidas, a ingestdo é comparada a ARfD, e a
caracterizacdo do risco pode ser feita considerando a ingestdo total num alto
percentil estimada com o método probabilistico (Clayton et al., 2003) ou para cada
alimento separadamente, a partir do calculo da IESTI. Nos ultimos anos, varios
pesticidas/alimentos avaliados pelo JMPR apresentaram a IESTI excedendo a ARfD.
Nesses casos, mesmo que limites maximos de residuos sejam estimados pelo
JMPR, o Comité de Residuos de Pesticidas do Codex Alimentarius ndo os
recomenda como LMR Codex (Codex, 2009).

5.4 Exposicdo e riscos da presenca de residuos de pesticidas na dieta
brasileira

No Brasil, os primeiros estudos para avaliar a exposicdo da populacéo
brasileira a residuos de pesticidas e o risco para a saude foram conduzidos por
Caldas e Souza (Caldas e Souza, 2000; Caldas e Souza, 2004). Nesses estudos, a
Ingestdo Diaria Teérica Maxima (IDTM) foi estimada utilizando os valores de LMR
estabelecidos pela legislacdo brasileira como parametro de concentracdo e dados
de consumo de alimentos estimados da Pesquisa de Orcamento Familiar de
1995/1996 do IBGE. Estes estudos mostraram que o consumo de alimentos
contendo inseticidas organofosforados e alguns fungicidas ditiocarbamatos poderiam
indicar risco para a saude do brasileiro. Frutas citricas e tomate foram os alimentos
gue mais contribuiram para a ingestdo. A avaliacdo de risco baseado na IDTM,
porém, € conservadora, pois assume que todos os alimentos apresentam residuos
dos pesticidas registrados para as culturas no pais e que os residuos presentes
estdo sempre nos niveis do LMR. Ao mesmo tempo, a IDTM né&o prevé a ingestao
de compostos presentes nos alimentos que ndo apresentem LMR, que refletem o
uso ilegal do produto no campo. Posteriormente, estes estudos foram parcialmente
refinados utilizando dados de residuos obtidos para alguns compostos e culturas em
2001 e 2002 pelo PARA. O refinamento conduzido por Caldas e Sousa (2004)
mostrou que a %IDA calculada foi menor que 100 para todos os compostos, com

excecao do fenitrotion, para quem dados de residuos em arroz e feijdo ndo estavam
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disponiveis. Num outro estudo conduzido com ditiocarbamatos, (Caldas et al., 2004)
a maior %IDA obtida apés o refinamento foi 41%, indicando que a presenca dos DC
nos alimentos ndo representa um risco para a saude.

Caldas et al. (2011) estimaram a exposicdo cumulativa aos pesticidas
organofosforados e ditiocarbamatos em um estudo de dieta total. No periodo de
agosto de 2005 e marco de 2007, amostras de 177 alimentos prontos para consumo
foram coletas no restaurante universitario da Universidade de Brasilia (RU), tanto na
ala de refeicbes vegetarianas como nao-vegetarianas. Dados de consumo dos
alimentos foram estimados pela observacao das porcdes servidas pelos usuarios do
restaurante durante seis dias ndo consecutivos. A maioria (70%) das amostras foram
positivas quanto a presenca de ditiocarbamatos, mas a exposi¢cao crénica aos
ditiocarbamatos ndo representou um risco para os usuarios do RU (Max de 8,9% da
IDA). A exposicdo aos organofosforados ultrapassou a dose de referéncia aguda
(ARfD) apenas na dieta vegetariana (116%), principalmente pelo consumo de uma
porcao extra de vegetais fornecida a este grupo. A exposi¢cao aguda cumulativa aos
organofosforados considerou o maior valor de residuo calculado por categoria de
alimento e o valor de consumo equivalente ao 97,5 percentil da distribuicdo de
consumo no RU. Embora a exposicdo aos organofosforados tenha ultrapassado
modestamente a ARfD em 16%, € importante considerar as incertezas envolvidas
na estimativa, tanto nos dados de consumo como nos de concentracdo de residuos
nos alimentos. Adicionalmente, o beneficio do consumo de frutas e verduras pode
ser muito maior que o risco de exposicao a pesticidas (Reiss et al., 2012).

Os estudos conduzidos por Caldas e colaboradores utilizaram a metodologia
deterministica no calculo da ingestdo, que considera valores Unicos de concentragcao
e consumo de alimentos para todos os individuos da populacdo em estudo. Esta
metodologia € rapida e simples, e seus resultados sdo facilmente comunicados e
compreendidos pelas varias partes interessadas (IPCS, 2009). Porém, esse modelo
presume que todos os individuos possuem o mesmo peso corpéreo, consomem a
mesma quantidade de um alimento que contém sempre a mesma concentragdo da
substancia de interesse. Esta estimativa nao reflete uma situacao real e ndo fornece
informacéo da faixa dos niveis possiveis de exposicdo que pode ocorrer em toda a
populacdo, limitando a possibilidade de identificar qual cenario de exposicdo pode
representar um risco potencial e, como identificar a exposi¢ao de altos consumidores
(Kroes et al., 2000; IPCS, 2009).
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No modelo probabilistico as variaveis de concentracdo de residuos e de
consumo/peso corpéreo sao descritos em termos de distribuicdo, possibilitando
caracterizar sua variabilidade e ou/incerteza (Kroes et al., 2000). A exposi¢cado pode
ser simulada retirando valores aleatérios de cada variavel na curva de distribuicao
utilizando modelos mateméticos adequados. Na avaliacdo probabilistica, a curva de
distribuicdo resultante representa um panorama de exposicdo mais realista,
fornecendo ao gerenciador de risco maior subsidio para tomada de decisfes (Finley
& Paustenbach, 1993; IPCS, 2009). Adicionalmente, existe a possibilidade de se
avaliar o impacto de cada parametro na avaliacdo (andlise de sensibilidade), bem
como as incertezas de cada resultado. Dessa maneira, a exposicdo em varios
percentis da curva de distribuicAo pode ser acessada, bem como a incerteza
associada a esta estimativa (Boer et al., 2005). Métodos probabilisticos, porém, sé
podem ser utilizados quando dados brutos de consumo e de concentracdo estéo
disponiveis.

Caldas e colaboradores realizaram estudos de avaliacdo de risco da
populacdo brasileira a pesticidas utilizando a metodologia probabilistica para o
calculo da exposicéo (Caldas et al., 2006a,b). Dados de consumo estimados da POF
2002/2003 e dados de monitoramento de residuos, incluindo aqueles obtidos no
PARA no periodo 2001-2004 foram utilizados para o calculo da ingestdao. Na
avaliacao do risco crénico a ditiocarbamatos pelo consumo de nove frutas e legumes
(maca, morango, laranja, mamao, banana, tomate, batata, alface e cenoura), arroz e
feijdo, os resultados confirmaram a avaliacdo deterministica realizada anteriormente,
de que ndo representavam um risco para a saude do brasileiro (Caldas et al.,
2006b). No segundo estudo (Caldas et al., 2006a), foram estimados os riscos da
exposicao aguda cumulativa a inseticidas inibidores da AChE (organofosforados e
carbamatos) pelo consumo das 9 frutas e legumes analisados no PARA. Neste
estudo, a ingestéo ultrapassou a dose de referéncia aguda (ARfD) no 99,99 percentil
da curva de distribuicdo

A Tabela 1 ilustra os resultados obtidos nos estudos de avaliagdo de risco
cumulativo utilizando o modelo probabilistico conduzidos no Brasil e em demais

paises.
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Tabela 1. Avaliacdo de risco probabilistico aos pesticidas no Brasil e outros paises
(adaptado de Caldas e Jardim, 2012).

Caracterizagcdo do risco em P99.9 de exposicao

Pais Compostos : :
Criancas Populacéo geral Referéncias
_ 169% ARfD" 70,2%ARfD" Caldas et al. (2006a)
Brasil? OPs e CBs
80,2% ARfD® 33,6%ARfD°
_ ) 31,3% ARfD®  13,8%ARfD" Jensen et al. (2009)
Dinamarca OFs e CBs
1,8% ARfD® 0,83%ARfD®
) 114% ARfD" 46%ARfD" Boon et al. (2008)
Holanda OFs e CBs ; .
16,3% ARfD 7,1%ARfD
EUA® OPs 23% ARfD® 11%ARfDC adultos  USEPA (2006)
Brasil? DTC 17,2% ADI®"  8,8%ADI®" Caldas et al. (2006b)
Dinamarca DTC 1,5% ADI° 0,7%ADI° Jensen et al. (2008)

a: POF (Pesquisa de Orcamentos Familiar) usada como fonte de consumo; b:
acefato como composto indicador (Cl); c: metamidofés como CI; d: Dados de
consumo individuais; e: clorpirifés como CI; g: ADI para mancozebe; h: 30% dos
residuos de CS, foram considerados como propinebe.

Os estudos probabilisticos conduzidos no Brasil, porém, apresentam duas
limitacbes importantes. Primeiramente, a exposi¢cdo foi calculada baseada no
consumo de um numero limitado de alimentos para os quais havia dados de
residuos de pesticidas disponiveis. Adicionalmente, os dados de consumo utilizados
para o célculo da ingestdo foram obtidos da POF 2002/2003, e néo refletem a
guantidade de alimentos consumida pelo individuo, mas sim a quantidade de
alimento disponivel no domicilio para o consumo de seus moradores (IBGE, 2011).
Desta maneira torna-se necessario conduzir estudos que incluam outros alimentos
importantes na dieta da populacdo brasileira e que sejam utilizados dados de

consumo individual de alimentos.
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Abstract

A total of 13,556 samples of 22 fruit and vegetable crops, rice and beans were
analyzed within two Brazilian pesticide residue monitoring programs between 2001
and 2010. Pesticide residues were found in 48.3% of the samples, and 13.2%
presented some irregularity, mostly non-authorized active ingredient use. Less than
3% of the samples had residue levels above the MRL. Apple, papaya, sweet pepper
and strawberry were the crops with the higher percentages of positive samples
(about 80%). Dithiocarbamates and organophosphorus compounds were found in
41.6% and 30.7% of the samples, respectively. Carbendazin and chlorpyrifos were
the pesticides most found (26.7 and 16.1% of positive samples, respectively). AImost
half of the samples analyzed had multiple residues (up to 10 residues), with multiple
residues most common in samples of apple, sweet pepper and grape. About 8% of
positive samples contained up to four residues of the same chemical class, mainly
organophosphorus compounds (18.4 %, mostly in apple) and triazoles (16.1%,
mostly in papaya and grape). In general, the scenario of pesticide residues in foods
investigated within Brazilian governmental monitoring programs in the last decade is
similar to what have being finding in other countries. However, the use of non-
authorized active ingredient is a common practice among the farmers in the country,
a problem that the government authorities have been trying to solve. A preliminary
cumulative acute exposure assessment for organophosphates and carbamates in
apple has shown that the intake by individuals = 12 years old accounts for 96% of
the acephate ARfD, indicating a need for further investigate the exposure through the
consumption of other crops and group of pesticides, mainly for children.

Keywords: pesticide residues; food; Brazil,
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1. Introduction

Pesticide use is the most widely adopted pest management strategy to
guarantee food supplies worldwide. In Brazil, one of the world’s major food
producers, over 90% of farmers rely on pesticide use (IBGE, 2006), and the country
has ranked first in pesticide use worldwide in recent years, with over 673 million tons
applied in 2008 (ANDEF, 2009).

The basis for pesticide regulation in Brazil was set by Federal Law No. 7802,
enacted in 1989, and later by Acts 4074/2002 and 5981/2006 (ANVISA, 2011a).
These legal standards regulate all aspects related to pesticides, including
registration, use, production, storage, transport and disposal. The pesticide
registration process involves the Ministry of Health, through the National Sanitary
Surveillance Agency (ANVISA), which is responsible for evaluating the impact of
pesticide use on human health, and for the establishment of maximum residue levels
(MRL); the Ministry of the Environment, which evaluates the impact on non-human
species; and the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supplies (MAPA),
responsible for evaluating pesticide pest control efficacy and approving the product
label. Brazilian MRLs are established based on supervised pesticide residue trials
conducted throughout the country, and reflect the good agricultural practices used
nationally, specified in the approved product labels. As of June 2011, 343 active
ingredients had MRLs established for a variety of food commodities in the country
(ANVISA, 2011b).

Two monitoring programs for pesticide residues in food of vegetal origin are
currently in place in Brazil, aimed at evaluating compliance with national MRLs: the
Program on Pesticide Residue Analysis in Food (PARA), coordinated by ANVISA,
and the National Residue and Contaminant Control Program (PNCRC), coordinated
by the MAPA. The first results of the PARA program were published by Oliva et al.
(2003), and reported the residue findings from 350 samples of tomato and strawberry
collected in four Brazilian states from July to December, 2001. Caldas et al.
(2006a,b) summarized the PARA results for the 2001-2004 period for
organophosphorus, carbamates and dithiocarbamate pesticides in nine food
commodities evaluated. Additionally, Mauricio and Alvarenga (2009) described the
strategies implemented by the MAPA in 2006 to increase the analytical standards of

the official laboratories under the PNCRC, including the updating of instrumentation
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facilities and the increase in capacity-building. The summary of the results obtained
by the PARA program are periodically posted at the Agency website (ANVISA,
2001c), and those from the PNCRC were published in the official government gazette
(Brazil, 2009a and 2010). These summaries are only available in Portuguese.

The objective of this paper is to present and discuss the results obtained by
the PARA and the PNCRC pesticide residue monitoring programs for the period
between 2001 and 2010.

2. Material and methods

2.1. The monitoring programs.

From 2001 to 2007, the scope of the PARA program was to analyze 92 active
ingredients (a.i.) in 9 food crops - apple, banana, carrot, lettuce, orange, papaya,
potato, strawberry and tomato (ANVISA, 2011c). This scope was expanded in 2008
(to 167 a.i., with the inclusion of pineapple, rice, onion, bean, mango, sweet pepper,
cabbage and grape), and in 2009 (to 234 a.i., with the inclusion of sugar beet, collard
green and cucumber). The samples analyzed under the PARA were collected at local
supermarkets and food distributors by the state sanitary surveillance agencies, and
covered 24 of the 26 Brazilian states, and the Federal District. The samples were
sent fresh for analysis and arrived at the laboratory within 24h after collection.

The PNCRC program of vegetal origin products initiated its activities in 2006,
analyzing samples of apple and papaya for export, and samples of these crops from
local markets in subsequent years. Its legal basis was established in 2009 (Brazil,
2009b), when pineapple, banana, grapes, lemon, melon, mango, strawberry, tomato,
lettuce, and potato were included in the program. Potato data are not included in this
paper due to problems in data reporting. Under the PNCRC, samples are collected
by federal agriculture inspectors at packing houses in seven Brazilian states (Espirito
Santo, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Santa Catarina, Rio Grande do Sul
and Paraiba) and/or at the largest national distributor of fresh food, located in the city
of Sdo Paulo (CEAGESP - Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Séo
Paulo). Apple, mango, papaya and grape samples were collected from both the

packing houses and CEAGESP, and the other crops only from the latter.
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2.2. Analytical methods.

Five laboratories analyzed the samples collected within the PARA program, of
which four are state laboratories. They were inspected and authorized by ANVISA to
ensure compliance with ISO/IEC 17025 requirements; two laboratories are
accredited by the competent Brazilian agency (INMETRO). Dithiocarbamates were
determined as CS; either by spectrophotometry (LOQ of 0.08 to 0.4 mg/kg) or by gas
chromatography (GC-FPD) (LOQ of 0.05 to 0.3 mg/kg). The multiresidue Mini Luke
extraction method (The Netherlands, 1996) was used for the other pesticide classes,
using GC-FPD, GC-ECD, GC-NPD, GC-MS/MS or LC-MS/MS. LOQs vary among
laboratories, matrix and compound, being 0.01 mg/kg in most cases. The highest
(0.4 mg/kg) was reported for carbendazim in apple and sweet pepper and
cypermethrin in sweet pepper, and the lowest (0.005 mg/kg) for carbendazim in
pineapple, sugar beet, collard green, papaya, mango, cucumber, cabbage and grape
and tetraconazole in pineapple, sugar beet, mango, grape and cucumber.

Two ISO/IEC 17025 accredited laboratories analyzed the samples collected
within the PNCRC progam. Dithiocarbamates were determined as CS, by GC-FPD
(LOQ of 0.01 to 0.07 mg/kg). Other pesticides were analyzed by multiresidue Mini
Luke method using GC-ECD, GC-MS or LC-MS/MS. LOQ was 0.01 mg/kg in most
cases, and the highest LOQ was 0.41 mg/kg for bifenthrin, captan, esfenvarelate and

fenpropathrin in melon, strawberry and grape.

3. Results

A total of 13,556 samples were analyzed for pesticide residues between 2001
to 2010 (Table 1), of which 12,072 were from the PARA program (July 2001 to
December 2009), and 1484 from the PNCRC (January 2006 to Jul 2010). Some
samples collected between 2001-2002 and 2009-2010 did not contain the sampling
data, so they were grouped. Laboratories that analyzed the samples in both
programs used similar analytical methods, with LOQs in the same range.

Prior to 2006, less than 50% of the samples analyzed contained pesticide
residues (all samples from the PARA program), but from 2006 to 2010, the majority
of the samples were positive for at least one pesticide (= LOQ) (Table 1). A total of
1790 samples (13%) were irregular (presence of a non-authorized a.i., or residue
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levels higher than the Brazilian MRL); irregular samples represented 27.3 % of the
positive samples. The periods of 2001/2002 and 2009/2010 had the higher
percentages of irregular samples, representing 16.2 and 17.5 % of the samples
analyzed for each period, respectively, and 2005 the lowest (5.1%). When compared
with the positive samples, higher percentages of irregularities were found in
2001/2002 (32%) and 2003 (43%).

Table 1. Samples analyzed by the Brazilian monitoring programs from 2001-2010, as
percent of positive and irregular samples.

Irregular samples

Vear Samples Positive NA. SMRL. Both.
analyzed samples, %* Total %" ocd %.¢ oce
2001/2002 1278 41.5 207 16.2 51.2 38.2 10.6
2003 1369 28.6 168 12.3 83.9 7.1 8.9
2004 1208 47.1 130 10.8 64.6 315 3.8
2005 1195 37.4 62 5.2 67.2 32.8 -
2006 1049 57.3 118 11.2 74.6 16.9 8.5
2007 1373 57.0 175 12.7 76.6 16.6 6.9
2008 2194 514 250 11.4 83.1 12.4 4.4
2009/2010 3890 53.9 680 175 71.8 19.8 8.4
TOTAL 13556 48.3 1790 13.2 72.1 20.6 7.4

2 presence of at least one pesticide residue at levels > LOQ; " related to the total of
samples analyzed each year; ° related to the total of irregular samples each year; ®
Non-authorized active ingredient; © presence of both non-authorized active ingredient
and residues above the MRL.

The majority of the irregularities found for the period under study were related
to the use of non-authorized a.i. (72%), mainly methamidophos (256 samples),
chlorpyrifos (207 samples) and dithiocarbamates (138 samples). For 2001/2002,
2004 and 2005, over one-third of the samples had at least one residue above the
MRL. The pesticides most frequently found above the MRL for the whole period were
dithiocarbamates (121 samples), carbendazim (99 samples) and iprodione (39
samples). Approximately 7% of the samples presented non-authorized a.i., and also

residues above the MRL.
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Table 2 shows the number and the percentage of positive and irregular
samples for each crop analyzed under the programs. Apple and papaya were the
crops with the highest number of samples analyzed, having also the higher
percentages of positive samples (about 80%), with similar percentages found also for
strawberry, grape and sweet pepper. Lemon and melon were analyzed only under
the PNCR program (2009/2010) (31 and 21 samples, respectively). Sweet pepper
was the crop with the highest percentage of irregularity (70.7% of the samples
analyzed), mainly due to non-authorized organophosphorus compound use (163
samples; Table 2), mostly methamidophos (103 samples). Strawberry represented
28.5 % of the samples with non-authorized a.i., mostly captan, procloraz and
endosulfan. Over 60% of non-authorized use in lettuce was due to dithiocarbamates
(withdrawn from the label in 2005). Only 4% of potato samples analyzed were
irregular, mostly due to residues above the MRL (87.8%); a profile of irregularities
clearly different from the other crops. Strawberry, grape and sweet pepper presented
the highest percentages of irregular samples presenting both non-authorized use and
residues above the MRL (> 10%). Irregularities found in cabbage, beet, onion, lemon
and melon samples were due only to non-authorized use (Table 2). In cabbage, this
was mostly due to the presence of procymidone (20 samples).
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Table 2. Food commodities analyzed by the Brazilian monitoring programs from
2001-2010, as percent of positive and irregular samples.

Irregular samples

Crop Samples Positive NA. SMRL. Both
analyzed samples, %® Total %" 0cd o oce
Apple 1750 79.9 107 6.1 82.2 16.8 0.9
Papaya 1545 82.3 173 11.2 46.2 47.4 6.4
Potato’ 1222 25.9 49 4.0 12.2 87.8 -
Orange' 1219 28.5 38 3.1 86.8 13.2 -
Tomato 1154 59.8 158 13.7 63.9 27.2 8.9
Carrot' 1021 15.5 83 8.1 48.2 51.8 -
Lettuce 1007 33.9 210 20.9 97.1 1.0 1.9
Strawberr 992 76.3 393 39.6 73.3 13.5 13.2
Banana 911 11.3 25 2.7 52.0 44.0 4.0
Beans' 301 55.1 6 2.0 50.0 50.0 -
Rice' 298 18.5 15 5.0 93.3 - 6.7
Grape 286 82.2 98 34.3 62.2 21.4 16.3
Mango 284 30.6 9 3.2 66.7 33.3 -
Pineapple 270 41.9 55 20.4 49.1 41.8 9.1
Cabbage' 268 18.3 43 16.0 100 - -
S.pepper’ 266 82.0 188 707  86.7 2.7 10.6
Onion' 263 1.1 3 1.1 100 - -
Sugar 172 32.0 37 21.5 100 - -
Cucumbe 146 53.4 43 295 884 7.0 47
Collard' green 129 58.1 52 40.3 71.2 19.2 9.6
Lemon® 31 74.2 3 9.7 100 - -
Melon? 21 28.6 2 9.5 100 - -
TOTAL 13556 48.3 1790  13.2 72.1 20.6 7.4

2 presence of at least one pesticide residue at levels > LOQ; " related to the total of
samples analyzed each year; ° related to the total of irregular samples each year; ®
Non-authorized active ingredient; € presence of both non-authorized active ingredient

and residues above the MRL; " only PARA program; ¢ only PNCRC program
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Data from the PNCRC program shown in Tables 1 and 2 only concerns the
period of 2006 to 2010. Table 3 shows the results of the PARA and the PNCRC for
the crops analyzed during this period. In general, the PARA program had a lower
frequency of positive samples and a frequency of irregular samples over two times
higher than the PNCRC program (17.9 and 8.0%, respectively). The number of
samples analyzed in both programs was comparable only for apple and papaya,
which showed similar frequencies of positive samples during the period. However,
the frequency of irregular papaya samples collected by the PARA program was over
3 times higher than that from the PNCRC program (14.4 and 3.8% of the samples
analyzed, respectively). In both programs, the majority of the irregular apple samples
contained non-authorized a.i. (66.7 and 71.8%), while most of the papaya irregular
samples contained residues above the MRL (55.8 and 59.2%) (data not shown). The
number of samples analyzed by the PNCRC program for the other crops shown in
Table 3 was much smaller than those from the PARA program (less than 10%, in
general), and comparisons between the two data may be misleading.

Of the samples analyzed by the PNCRC, 934 samples (62.9%) were collected
at packing houses (mostly commodities for export), and 550 samples at CEAGESP
(for domestic consumption, including 8 samples of imported apples). The percentage
of positive samples collected at CEAGESP (75.3%) was lower than that collected at
packing houses (89%). However, only 2.9% of the packing house samples were
irregular (2% non-authorized use), while 10.6% of the CEAGESP samples were in

this situation (6.3% non-authorized) (data not shown).
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Table 3. Results obtained by the PARA and PNCRC monitoring programs from 2006-
2010.

PARA 2006-2009 PNCRC 2006-Jul 2010

Positive Irregular Positive  Irregular

Samples samples, samples, Samples  samples, samples,

Crop analyzed %2 %P analyzed %2 %P
Apple 560 84.1 2.7 690 87.8 5.7
Tomato 520 67.5 14.4 26 76.9 3.8
Strawberry 515 84.9 35.1 42 64.3 19.0
Lettuce 501 31.1 29.3 32 53.1 25.0
Banana 406 10.1 2.2 29 51.7 0.0
Papaya 396 89.4 194 540 92.0 9.1
Grape 266 84.2 36.8 20 55.0 0.0
Pineapple 240 43.3 204 30 30.0 20.0
Mango 261 27.6 2.3 23 65.2 13.0
TOTAL 3665 60.3 17.9 1432 85.0 8.0

& presence of at least one pesticide residue at levels > LOQ; Non-authorized active
ingredient; ® presence of non-authorized active ingredient and/or residues above the
MRL

Fig. 1 shows the percentage of residues that exceeded the national MRLS,
considering all the positive samples. In about 25 % of the cases, residues were up to
50% higher than the MRL, and in the majority of cases (65%), reached up to 2.5
times the MRL. The three highest residues above the MRL were triazophos in tomato
(2075% MRL of 0.04 mg/kg), propiconazole in rice (3340% of MRL of 0.1 mg/kg),
and chlorpyrifos in potato (3400% MRL of 0.01 mg/kg).

Most of the residues (51.3%) found in the positive samples analyzed were in
the range of 0.01 to < 0.1 mg/kg, and 5.8% had levels between 1 and 10 mg/kg. Fig.
2 shows the residue levels found in the samples of the 11 crops with the highest
percentage of positive residues (higher than 50% of the samples analyzed). The
majority of the positive samples of cucumber and beans had residue levels < 0.05
mg/kg. Over 40% of the sweet pepper and strawberry samples had residues in the
range of 0.1 to <0.5 mg/kg, and about ¥4 of the strawberry samples had residues
above 0.5 mg/kg. Lettuce (33.9% of positive samples) presented the highest

percentage of positive residues within the highest concentration range (1 - < 10



58

mg/kg) (27.5 %; 122 residues) (not shown), of which over 70% were
dithiocarbamates. One lettuce, one pineapple and 5 strawberries samples presented
residues above 10 mg/kg, with the highest levels found in strawberry (14.7, 15.3 and

25.1 mg/kg of iprodione).
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Fig 1. Percentage by which the MRLs is exceeded in the samples analyzed of the
Brazilian monitoring programs from 2001 — 2010. Dithiocarbamates had its MRL

established as CS; only as of 2003.
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Fig. 2. Levels of pesticides found in the 11 highest positive crops samples analyzed
by the Brazilian monitoring programs from 2001 — 2010

Fig. 3 shows the crops presenting multiple residues (up to 7 different a.i.),
which represent 47.8% of the positive samples. Sweet pepper was the crop with
highest number of samples with multiple residues (73.9% of positive sweet pepper
samples), followed by strawberry (71.6%) and grape (70.2%). With exception of
grape, all the crop samples shown in Fig. 3 had mainly two residues. Eight grape
samples had 8 residues, one had 9 residues and 2 had 10 different residues; one
strawberry sample also had 8 different residues (data not shown).

Table 4 shows the five main pesticides classes found in each commodity, and
Fig. 4 the main compounds found in all samples analyzed. Dithiocarbamates were
the pesticides most frequently detected (41.6%, 2723 samples), mainly in lettuce,
apple and tomato samples (Table 4). Carbendazim, a benzimidazole fungicide, was
the single compound most frequently detected (26.7% of the samples) (Fig. 4).
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Fig. 4. The 15 pesticides most frequently detected in the samples analyzed by the
Brazilian monitoring programs from 2001 — 2010
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All crops had at least one sample with one organophosphorus insecticide, a
class of compounds found in 2017 samples, about one third of all positive samples
(Table 4). Over 90% of the positive potato samples contained at least one
organophosphorus compound, and the three positive onion samples analyzed
contained only organophosphorus compounds (non-authorized use in all cases). The
four organophosphorus compounds most frequently found in the samples analyzed
were chlorpyrifos, methamidophos, acephate and dimethoate (Fig. 4), representing
15.4% of the residues.

Triazoles were present mostly in beet, grape and rice (over 40% of the positive
samples; Table 4), with tebuconazole and difenoconazole the most frequent
compounds found within this class (Fig. 4). Pyrethroids, mainly fenpropathrin (Fig. 4),
were found in about 40 % of positive collard green and sweet pepper samples (Table
4). Compounds from the carbamate class were found in 2.4 % of the samples
analyzed, being present in 10.7% of the banana samples (Table 4). Carbaryl was the
carbamate most found (115 samples; 1.8% of positive samples), mainly in apples (89
samples).

Table 5 shows the crops with samples containing up to four residues of the
same chemical classes. Multiple residues of organophosphorus compounds were
found in 18.6% of the samples positive for these compounds, followed by triazoles
(16.1%). Apple was the crop with the highest number of samples in this situation
(154; 11% of the positive apple samples), followed by tomato and sweet pepper, with
87 and 78 samples, respectively. Papaya and grape were the main crops with
samples with multiple residues from the triazole class (37 and 35 samples,
respectively). Sixty four samples had residues of organophosphorus compounds plus
carbamates, compounds known to be inhibitors of the enzyme acetylcholinesterase
(AChE), mostly apple. No samples of potato, banana, mango, onion, cucumber,

lemon and melon contained multiple residues of the same class.
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Table 4. Classes of pesticides most found in the Brazilian monitoring programs from

2001 — 2010, as % of positive samples.

Crop DT oP TRI PY CB
Lettuce 71.3 18.5 3.5 7.6 2.3
Apple 67.7 51.7 4.0 0.7 6.7
Tomato 56.4 39.9 8.7 13.2 1.0
Collard green 46.7 21.3 5.3 40.0 0

Banana 45.6 6.8 3.9 3.9 10.7
Papaya 45.5 3.7 19.3 24 0

Carrot 36.1 23.4 24.1 0 0

Grape 29.8 111 44.7 234 04
Cucumber 29.5 16.7 6.4 17.9 2.6
Sweet pepper 26.1 67.4 5.0 40.4 5.0
Strawberry 25.2 15.1 5.9 18.4 1.1
Orange 14.4 56.5 0 5.2 0.9
Pineapple 11.5 3.5 6.2 19.5

Beet 10.9 14.5 41.8 12.7

Rice 3.6 43.6 47.3 3.6 3.6
Potato 2.8 92.4 0 0 1.6
Beans 2.4 2.4 6.6 0.6

Mango 2.3 2.3 4.6 3.4

Cabbage 0 20.4 14.3 2.0 6.1
Lemon 0 17.4 8.7 8.7 4.3
Melon 0 16.7 0 16.7 0

Onion 0 100 0 0 0

Total 41.6 30.8 10.2 8.3 2.4

DT= dithiocarbamate; OP= organophosphorus; TRI=triazoles; PY=pyrethroids; CB=

carbamates
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Table 5. Samples with multiple residues from the same class found in the Brazilian monitoring programs from 2001 — 2010.

Pesticide Number of

Number of multiple residues, crop (number of samples)

class samples? 2 3 4
OP 375 (18.6%) apple (131); tomato (59); sweet pepper (58); orange apple (17); sweet pepper (5);
(28); strawberry (16); potato (10); papaya (6); lettuce sweet pepper (15); tomato (1)
(4); cabbage (4); carrot (4); pineapple (2); collard tomato (7); orange (3);
green (2); grape (1); bean (1) carrot (1)
TRI 107 (16.1%) papaya (36); grape (34); pineapple (6); strawberry (6); beet (1); grape (5); grape (1)
tomato (6); apple (4); rice (3); beet (2); carrot (2); papaya (1)
PY 48 (8.8%) pineapple (14); tomato (14); sweet pepper (13); collard green (1) 0
strawberry (3); collard green; (2); apple (1)
CB 4 (2.6%) tomato (2) ; lettuce (1); apple (1) 0 0
OP + 64 apple (29); strawberry (2); sweet pepper (2); tomato apple (9); sweet sweet pepper (1)
CBP¢ (2); lettuce (1); rice (1); cucumber (1); cabbage (1) pepper (4); strawberry

(1)

OP= organophosphorus compounds; TRI= triazoles; PY= pyrethroids; CB= Carbamates; ® % related to the number of positive
samples within the class; PThe positive samples for OP and CB contained only one CB residue; © One sweet pepper sample
presented 4 OP residues and 1 CB;
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4. Discussion

The Brazilian monitoring program data evaluated in this study show that
48.3% of the 13,556 samples analyzed from 2001 to 2010 were positive for at least
one pesticide residue. Apple, papaya, grape and sweet pepper were the crops with
the highest percentage of positive samples (around 80%). Irregularities found in 13%
of the samples were mostly due to the presence of non-authorized a.i., and 2.7% of
the samples analyzed had residue levels above the Brazilian MRL. Samples
collected at farm packing houses within the PNCRC program were more likely to
contain residues than those from food distributors, as expected, due to the
degradation of residues that occurs between harvesting and sales. Packing house
samples also had fewer irregularities, probably because most of the crops in these
facilities are destined for export, and are likely to be subject to restricted pesticide
use.

The high prevalence of non-authorized pesticide use in Brazil found in this
study is in part due to the profile of the country’s agricultural population and to the
minimal phytosanitary support given to certain crops. Most Brazilian food growers
have low levels of education (over 40% are illiterate) and receive limited technical
support (IBGE, 2006), do not read the pesticide labels or do not understand their
content, and are economically vulnerable (Recena et al.,, 2006 Waishman et al.,
2007; Recena and Caldas, 2008). In many cases, their decisions regarding which
pesticides to use rely strongly on their previous experience, on costs, and on product
availability on the farm (Recena and Caldas, 2008). For instance, over 100 a.i. are
registered for use on tomato (8.7% of samples with non-authorized a.i.), including ten
organophosphorus compounds and four dithiocarbamates (MAPA, 2011), which are
the pesticides most found in the samples with irregularities. On the other hand,
between 20 and 30 pesticides are registered for sweet pepper, collard green and
lettuce (61, 28.7 and 20% of the samples analyzed with non-authorized a.i.,
respectively). It is likely that a farmer will use a pesticide registered for tomato in
other crops also grown on the property, regardless of its registration status. In order
to minimize non-authorized pesticide use on minor crops, the Brazilian Government
has accepted, as of January 2010, the extension of the MRL to all crops within a

group based on supervised residues analyses conducted only on representative
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crops for that group (INC ANVISA/IBAMA/MAPA 01/2010). For example, a MRL set
for tomato could be extended to sweet pepper.

The results found in this study are within the range of those found for pesticide
monitoring programs conducted elsewhere. The 2008 European Union (EU) program
(78 active ingredients in 11,610 samples of nine crops from 29 countries) showed
35.9% of positive samples, and 2.2% of the samples exceeding the MRL (EFSA,
2010). In the Netherlands, 5.9% of the 4344 samples analyzed, mostly fruit and
vegetables, had residues above the MRL (VWA, 2008). In Belgium, 65.7% of the
1413 fruit and vegetable samples were positive, and 6.1% had residues above the
MRL. In Poland, 2.2% of the 5340 samples analyzed in 2004-2007 had residues
exceeding the MRL (Goralczyk et al.,, 2009). Results from the 2000-2008 Italian
program showed 3.2% of the 6947 samples with residues above the MRL (Zicari et
al., 2011). Pesticide analysis of 724 fruit and vegetables samples imported from
South America to Denmark, Estonia, Finland, Norway and Sweden showed over 70%
of positive samples, and 8.4% with residues above the MRL (Hjorth et al., 2011).
About one third of these samples were from crops imported from Brazil, 9.2% of them
having residues above the MRL. In the 2008 USFDA Program, 42.2% of the 3656
fruit and vegetable samples were positive and 3.5% were irregular, mostly for the
presence of non-authorized a.i. in imported commodities (USFDA, 2008). In
Australia, 98.9% of the 974 samples of five horticulture crops analyzed in 2009/2010
were in compliance with the relevant standards (DAFF, 2011).

Dithiocarbamates (MRLs from 0.1 to 3 mg/kg CS,) was the pesticide class
most found in the Brazilian monitoring programs (41.6% of positive samples). This
incidence is much higher than that found in Canada (32.3%; Ripley et al., 2000) and
the EU (7.6%; EFSA, 2011). Currently, five dithiocarbamate compounds are
registered in the country. Mancozeb is the most used (about 3000 tons a.i. in 2009;
Rebelo et al., 2009), registered for 33 food crops (ANVISA, 2001), being probably the
main source of CS, detected in the samples. Metiram, the second most used (about
1000 tons in 2009, Rebelo et al., 2009), and propineb are registered for 12 and 8
food crops, respectively. Metam sodium and tiram are used only in soil and/or seed
treatment, modes of application that, in most cases, do not lead to residues in food.

About 30% of the positive samples contained organophosphorus compounds,
a higher percentage in comparison with the 2003-2005 Dutch program on 11,873 fruit

and vegetable samples (15%, Boon et al., 2008). Chlorpyrifos was the second single
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compound most frequently detected in the Brazilian programs (7.8% of the samples),
and the main organophosphorus compound detected. Chlorpyrifos was also the main
organophosphorus compound detected in the 2004—-2007 Danish monitoring (7.4%
the samples; Jensen et al., 2009), and was found in 8.6 % of the samples in Europe
(EFSA, 2011), 16.9% of samples of food imported to Europe (Hjorth et al., 2011), and
in 42.7% of the 1150 peach samples analyzed in 2002-2007 in Greece (Danis et al.,
2011). Organophosphorous compounds are among the most acute toxic pesticides
on the market worldwide, and their registration is being phased out or has been
canceled in many countries, including Brazil. The use of methamidophos, the second
most found organophosphorus compound in this study and the most used in the
country in 2009 (5000 tons a.i.; Rebelo et al., 2009), was prohibited in the country in
July 2012 (RDC 1/2011; ANVISA, 2011a).

Among the triazole pesticides, tebuconazole and difeconazole were the main
compounds found in the Brazilian monitoring programs. In Belgium, difenoconazole
was the fifth pesticide most frequently found (Belgium, 2008), and tebuconazole
and/or myclobutanil were the main triazoles detected in the European program
(EFSA, 2011), in Canada (Ripley el al., 2000) and in Greek peaches (Daris et al.,
2011). Fenpropatrin was the main pyrethroid compound found in the Brazilian
monitoring program (3.4% of positive samples). In Egypt (Dogheim et al., 2002),
Denmark (Poulsen & Andersen, 2003), and Canada (Ripley et al., 2000),
cypermethrin was the main pyrethroid found in the food samples analyzed. Although
detected in less than 3% of the positive samples in Brazil, cypermethrin was the
second a.i. most used in the country in 2009 (over 50.000 tons), following glyphosate
(Rebelo et al., 2009).

Almost half of the positive samples (47.8%) had multiple residues, with grape
being the crop with the highest number of residues in a single sample (of up to 10).
Grape samples were also found to have over seven different pesticide residues in
Egypt (Dogheim et al 2002), Europe (Hjorth et al 2011), and Canada (Ripley et al.,
2000). In the EU Program, a single table grape sample had 26 pesticides (EFSA,
2011). Over 8% of the positive samples had at least two residues from the same
chemical class, mainly from the organophosphorus and triazole classes. About 19%
of the samples containing organophosphorus compounds had at least two residues
of this class, a lower percentage than what was found in the Netherlands (22.2%)

(Boon et al., 2008). Multiple residues are expected in some crops since the
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application must alternate among pesticide classes to prevent pest resistance.
However, the presence of multiple residues may also suggest that principles of good
agriculture practice are not being respected (EFSA, 2011).

The use of pesticides is necessary for pest management and the presence of
their residues in food is unavoidable. However, these compounds are toxic to
humans at certain levels and their presence in the diet may be a health concern to
humans (USEPA, 2001, Mendes et al. 2005, Menegola et al., 2006, Bjgrling-Poulsen
et al 2008, CODEX, 2009, Breckenridge et al 2009). In addition to providing data to
assess whether the product is being applied to the crop according to the instructions
on the approved labels (compliance with MRL), pesticide residue monitoring program
data can also be used to assess the human health risk from exposure to pesticide
through the diet (Caldas and Souza, 2004; Jensen et al., 2009; Katz and Winter,
2009; Claeys et al., 2011). Furthermore, the cumulative exposure to multiple residues
with the same mechanism of action (organophosphate and carbamates, AChE
inhibitors, and triazoles, sterol 14-demethylase inhibitors) can lead to unsafe intake of
these compounds in the diet (USEPA, 2001; Caldas et al., 2006ab; EFSA, 2009).

We conducted a preliminary cumulative acute exposure assessment for the
AChE inhibitors in apple, the commodity with the highest number of samples
analyzed by the monitoring programs, one of the crops with the highest frequencies
of positive samples and the one with the highest number of samples with multiple
organophosphate and organophosphate plus carbamates residues. In this
estimation, we calculated the equivalent residue levels in a sample, expressed as the
index compound (acephate), by multiplying the level of the AChE inhibitor compound
detected by its relative potency factor (RPF) calculated by Caldas et al. (2005b) and
Boon et al. (2008, for fention only). The cumulative acute exposure was estimated
using the FAO/WHO Joint Meeting on Pesticide Residues methodology for estimating
the short-term intake of pesticides at international level (FAO, 2004). The highest
equivalent residue found in apple in the monitoring programs during the period of
2005-2010 was used as the HR (0.387 mg/kg, as acephate). The large portion (600
g; 97.5 P of apple consumers, mean body weight of 70 kg) was estimated from a
dietary survey for individuals 12 years or older conducted by IBGE in 2008/2009
(46482 responders on two non-consecutive days, 3235 apple consumers; data not
published). The calculated cumulative acute intake of AChE inhibitors by individuals =
12 years was 50 pg/kg bw, representing 100% of the acephate ARfD (50 ug/kg bw;
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FAO, 2002). This result indicates the need for expanding the assessment to other
crops and pesticide classes, and to assess the exposure by children. Dietary risk
assessments have been conducted previously in our laboratory on cumulative acute
exposure to AChE inhibitors, and on chronic exposure to dithiocarbamates (Caldas
and Souza, 2004, Caldas et al., 2006ab). The latest data (2005-2010) from the
Brazilian monitoring programs will be used to update the previous assessments, and
also to estimate the cumulative exposure to the triazole fungicides, which were found

as multiple residues in 16.1% of the samples containing these compounds.
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. METODO ANALITICO MULTIRRESIDUOS E ANALISE DE INSETICIDAS
ORGANOFOSFORADOS, CARBAMATOS, PIRETROIDES E OUTROS EM
ALIMENTOS

1. Estudos preliminares

Os compostos analisados neste projeto pertencem as classes dos
organofosforados, carbamatos, piretroides e ditiocarbamatos, foram escolhidos por
estarem entre os mais detectados nas amostras de alimentos analisadas pelo PARA
(Jardim e Caldas, 2012) e por serem 0S mais toxicos permitidos para uso na
agricultura. Neste estudo preliminar foram avaliados 27 compostos da classe dos
organofosforados (OF), 12 da classe dos piretroides (PY) e outros

O meétodo analitico desenvolvido neste estudo baseou-se no método
multirresiduo QUEChERS, mas com a substituicdo do solvente acetonitrila por
acetato de etila (AcOEt) como solvente extrator. Foi também substituido o detector
espectrometro de massa acoplado a cromatografia gasosa (GC-MS) utilizado no
QUEChERS por detectores FPD e HECD. Esses detectores sédo bastante sensiveis
a compostos organofosforados (FPD), piretrdides dinitroanilinas e isoftalonitras
(LECD), respectivamente, além de possuirem menor pre¢o e custo de manutengéo
guando comparados aos espectrdmetros de massas. Este estudo preliminar foi
realizado com a matriz tomate.

O objetivo deste teste preliminar foi avaliar métodos de extracéo e purificacdo
para determinacdo de 27 organofosforados, dez piretdides, duas dinitroanilinas e o

clorotalonil utilizando os equipamentos GC-FPD e GC-uECD.

1.1 Materiais

Padrées: acefato, azinfés-metilico, clorpirifés, clorpirifés metilico, diazinona,
diclorvos, dimetoato, dissulfotona, etiona, fenamifés, fentoato, fenitrotiona, fentiona,
forato, malationa, metamidofos, metidationa, mevinfés, monocrotofés, ometoato,
parationa metilica, pirimifés metilico, profenofés, protiofds, terbuféds, triazofos,
triclorfom, acrinatrina, bifentrina, ciflutrinas (4 isbmeros), cipermetrinas (4 isbmeros),
deltametrina, esfenvarelato/fenvarelato, lambda-cialotrina, fenpropatrina, permetrinas

(2 isdmeros), pendimentalina, trifluralina e clorotalonil — todos os padrfes analiticos
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foram obtidos da companhia Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemanha). A pureza dos
paddes variou de 78% a 99,5%.

Solucbes padréo: foram preparadas solucdes estoque na concentracado de 1 mg/mL
para cada pesticida, a maioria em tolueno. Os compostos acefato, metamidofos, e
triclorfom foram preparados em acetato de etila e 0 ometoato em acetona por serem
moléculas mais polares. A partir das solugcbes estoque foram preparadas solucdes
estoque intermediarias, em acetato de etila, na concentragdo de 30 ng/uL contendo
os compostos de OF grupo 1 (acefato, dissulfotona, etiona, fenamifés, fenitrotiona,
fentiona, forato, malationa, metamidofés, ometoato, parationa metilica, protiofés,
terbufds, e triclorfom), OF grupo 2 (azinfés-metilico, clorpirifés, clorpirifés metilico,
diazinona, diclorvos, dimetoato, fentoato, metidationa, mevinfés, monocrotofos,
pirimifds metilico, profenofés e triazofés) e piretrdides (acrinatrina, bifentrina,
ciflutrinas (4  isémeros), cipermetrinas (4  isébmeros), deltametrina,
esfenvarelato/fenvarelato, lambda-cialotrina, fenpropatrina, permetrinas (2
isbmeros)), pendimetalina, trifluralina e clorotalonil. As solugbes estoque
intermediarias foram preparadas tranferindo-se 300 pL da solugdo estoque
(utilizando microseringa de 500 pL) para um baldo calibrado de 10 mL. As solucbes
de trabalho utilizadas na fortificacdo das amostras e preparo das curvas de
calibragdo foram preparadas a partir da diluicio das solugcdes estoque
intermediéarias. As solucdes de 3,0 ng/uL, 0,3 ng/uL e 0,03 ng/uL foram preparadas

conforme a tabela 1.

Tabela 1. Preparo das solu¢des padréo de trabalho dos pesticidas.

Solucédo de Solucédo de Volume Volume final,
trabalho, ng/uL  origem, ng/uL pipetato, pL mL
3,0 30 1000 10
0,3 30 100 10
0,03 3,0 100 10

Reagentes: os reagentes utilizados foram: acetato de etila PA (Vetec), acido acético
(JTBaker), tolueno (Mallincrodt), sulfato de magnésio (MgSQO,) (Merck), cloreto de
sédio (NaCl) (Dinamica), Citrato trissédico dihidratado (NazCeHs07.2H,0) (Ecibra),
hidrogenocitrato dissodico sesquihidratado CgHgNa,O7.1.5H,O (Fluka), amina

primaria secundaria (PSA) (Supelco), acetato de sodio (J. T. Baker)
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Equipamentos e condi¢cdes cromatograficas: GC Agilent (7890A) equipado com
injetor automatico (7683 B), detectores FPD (organofosforados) e PECD
(piretroides). Para analise dos organofosforados e os piretréides foi utilizada uma
coluna OV-5 (5% fenil-95% dimetil-siloxano), com 30 m x 0,25 D.l.,, 0,1 um de
espessura de filme. A rampa de temperatura utilizada foi: 50 °C (1 min), 30 °C/min
até 150 °C (0 min), 5 °C/min até 280 °C (5 min). Tempo total 35.33 min. A
temperatura do injetor: 250°C; Temperatura detector FPD: 250 °C; Temperatura do
detector HECD: 300 °C; vazado constante de N,: 1 mL/min; Volume de injecdo 1 pL,

modo splitless.

1.2 Procedimento

A Tabela 2 ilustra as combinacfes de solvente e sais utilizados na extracao
de 15g de amostra de tomate livre de pesticida, obtida de um produtor organico
local. A extracédo dos compostos foi realizada na proporcdo de 1 mL de AcOEt para
cada 1 g de amostra. Na primeira etapa foram avaliadas trés misturas de sais:
MgSO4/NaCl, MgSO./NaCl/Citratos e MgSO4/Acetato de sbdio. Nesta ultima, foi

utilizado acetato de etila acidificado 1% (acido acético).

Tabela 2. Solventes e sais utilizados nos estudos preliminares.

Solvente Sais para extragao Proporcgéo (g)
Acetato de etila MgSO,+ NaCl 7,5:1,5
Acetato de etila MgSO,+ NaCl + 7,5:1,5:1,5:0,75

Naz;CegHs07.2H,0 +
NazHC6H507.l,5H20
Acetato de etila 1% de acido acético MgSO,+ CH;COONa 7,5:1,5

Nesse teste foi realizada a fortificacdo, em quintuplicata, dos compostos das
classes dos organofosforados, piretroides, pendimetalina, trifluralina e clorotalonil, no
nivel de 20 ug/kg (na matriz tomate) para cada uma das misturas de sais ilustradas
na tabela 2. Os compostos organofosforados foram divididos em dois grupos pois
alguns compostos, conforme Figura 1, possuem tempos de retencdo muito proximos
como, acefato/mevinfés (6.541/6.556 min), dissulfotona/diazinona (8.348/8.304 min)
malationa/pirimifés metilico (9.269/9.276 min).
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Figura 1. Cromatogramas da amostra de tomate extraida com acetato de sédio e
acetato de etila acidificado injetadas no GC-FPD. (a) branco do tomate; (b) ponto de
150 pg/uL para compostos organofosforados do grupo 1 (b) e 2 (c) em extrato de
matriz tomate branco. Injetado na coluna OV-5.
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A purificacdo por extracdo dispersiva em fase solida foi realizada com uma

mistura de MgSO4:PSA, proporgéo de 150 mg:50 mg para cada mililitro de extrato. A

matriz escolhida para o teste foi o tomate por ser bastante utilizada em ensaios de

proficiéncia e pela facilidade na obtencdo de amostras controle. Os procedimentos

de extracao, purificacdo e consistiram nos seguintes passos:

Extracdo

Pesagem das porcdes de 15 g da amostra de tomate nos tubos do tipo
Falcon® de 50 mL;

2- Fortificacdo das replicatas no nivel de 20 pg/kg. Incorporacao por 5 minutos;

3- Adicdo de 15 mL de acetato de etila (1% &cido acético) e agitacdo por 1
minuto;

4- Adicdo da mistura de sais para extracao e agitacdo por 1 minuto;

5- Centrifugacdo das amostras por 5 minutos (24 °C e 3500 rpm — 2383 Q);

6- Transferéncia da fase orgéanica (fase superior) das amostras centrifugadas
para frascos ambar previamente identificados;

Purificacéo

1- Pesagem das porcdes de 900 mg de sulfato de magnésio (MgSO,) e 300 mg
de PSA em um tubo falcon de 15 mL;

2- Transferéncia de 6 mL do extrato da amostra para o tubo tipo Falcon® de 15
mL;

3- Homogeneizacao do extrato com PSA+MgSO, com vortex por 20 segundos;

4- Centrifugacéo por 5 minutos (24 °C e 3500 rpm — 2383 Q);

5- Transferéncia de 1,5 mL do extrato para o vial destinado as analises no FPD
e 900 pL no vial para HECD;

6- Evaporacdo das amostras com nitrogénio;

7- Ressuspensséo com 300 pL de acetato de etila no momento da analise.

As curvas analiticas foram preparadas em matriz e construidas com 7 pontos

com as seguintes concentragdes: 8 pg/uL, 20 pg/uL, 50 pg/uL, 150 pg/uL, 400 pg/uL,

750 pg/uL e 1100 pg/uL. Néao foi utilizado padrédo interno.
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1.3 Resultados

A amostra de tomate utilizada como branco foi previamente injetada no GC-
FPD-uECD. Os cromatogramas obtidos ndo apresentaram picos com mesmos
tempos de retencdo dos padrbes de organofosforados (Figura 1) nem piretroides. As
Figuras 2 a 4 ilustram os resultados dos testes de recuperacdo dos pesticidas na
matriz tomate utilizando as misturas de sais mostradas na Tabela 1. As
recuperacoes obtidas permaneceram entre 70 e 120% para todas as misturas
testadas, com coeficiente de variacdo (CV) menor que 20% para a maioria dos
compostos. De todos os compostos avaliados, a mistura com sulfato de magnésio e
acetato de sodio apresentou melhor porcentagem de recuperacdo para acefato,
metamidofos, ometoato, triclorfom e clorotanil. O coeficiente de variagcdo também foi
menor quando comparado as outras misturas de sais, com excecado do acefato e
clorotalonil, que apresentaram CVs menores na mistura que continha cloreto de
sédio. Os compostos acefato, metamidofés e ometoato sdo compostos mais polares
que os demais e conhecidos pela dificuldade de particdo entre a fase aquosa e
organica (Lehotay et al.,, 2010). Os resultados obtidos para o diclorvés foram
retirados do grafico de compostos organofosforados (grupo Il) por apresentarem
resultados insatisfatorios: 271% (CV=17,2%), 2423% (CV=51,7%) e 3096%
(CV=150,3%) para as misturas de sais acetado de sédio, cloreto de sédio e citratos,
respectivamente. Com base neste teste preliminar, a mistura de acetato de sédio e
acetato de etila acidificado foi escolhida para ser usada no método para
determinacao dos pesticidas. Neste sistema, as recuperacdes foram de 70 a 120% e

CV <20% para a maioria dos compostos avaliados.
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Figura 2. Média de recuperacdo no nivel de 20 pg/kg dos compostos
organofosforados do grupo 1 na matriz tomate — as barras de erros representam os
desvios padrdo. GC-FPD, coluna OV-5.
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Figura 3. Teste de recuperacdo no nivel de 20 pg/kg dos compostos
organofosforados do grupo 2, na matriz tomate — as barras de erros representam o0s
desvios padrdo. GC-FPD, coluna OV-5.
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Figura 4. Teste de recuperacdo no nivel de 20 pg/kg dos compostos das classes
dos piretréides, dinitroanilinas e isoftalonitrilas — as barras de erros representam os
desvios padrdao. GC-uECD, coluna OV-5.

1.4 Conclusdes

As condicdes de extragcdo de pesticidas de varias classes com acetato de etila
e purificacdo por extragdo dispersiva em fase soélida com PSA foram otimizadas
neste estudo utilizando o tomate como matriz teste. Este método foi aplicado e
validado para quatro frutas de estacdo bastante consumidas no Brasil e para as
quais dados de residuos ainda néo estéo disponiveis no pais: caju, péssego, caqui e
goiaba. Amostras destes alimentos serdo analisadas utilizando o método validado e
os dados obtidos, juntamente com os dados de monitoramento dos programas
PARA e PNCRC (Cap. Il), serdo utilizados para avaliar a exposi¢cdo da populagéo

brasileira aos pesticidas por meio na dieta.
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2. Multiresidue analysis of pesticides in seasonal fruits using ethyl acetate
extraction and GC-ECD-FPD, GC-MS/MS and LC-MS/MS

Andreia Nunes Oliveira Jardim, Denise Carvalho Mello, Fernanda Caroline Silva

Goes, Eloisa Dutra Caldas

Abstract

The aim of this work is to present a method to validate the analysis of 46
organophosphorus (OP), pyrethroid (PY) and carbamate (CB) pesticides and
metabolites, and chlorothalonil (CHL), pendimenthalin (PEN) and trifluralin (TRI)
residues in khaki, cashew, guava and peach. Samples were extracted with ethyl
acetate (1% acetic acid), magnesium sulphate (MgSO,) and sodium acetate
(CH3COONa) and the extracts cleaned up by dispersive SPE with primary secondary
amine (PSA). The compounds were analyzed by GC-FPD (OP), GC-uECD (PY,
CHL, PEN and TRI) and LC-MS/MS (CB). GC-MS/MS was used to confirm the
identity of the compounds. For most compounds, recoveries ranged between 50%-
120% and RSD<20%. LOQ ranged from 1 to 5 pg/kg. The validated method was
used to analyse 238 fruit and fruit pulp samples collected in the Federal District
between 2010-2012. The samples were also analyzed for dithiocarbamates (DTC, as
CS,) using the spectrophotometric method. The results showed that 72% of
analyzed samples were positive for at least one pesticide. Guava presented the
highest percentage of positive samples (81%), followed by peach (78%), khaki (76%)
and cashew (44%). DTC was present in 46.7%, lambda-cyalothrin in 37.1%, and
omethoate in 21.8% of the positive samples. None of the pesticides found in khaki,
cashew and guava are authorized for these crops in Brazil. Only 4 of the 24
pesticides found in the peach samples were authorized for this crop in the country.
This is the first time that pesticide residue data on these seasonal fruits are reported
for the country; they are not included in the national monitoring programs. The data
generated in this study may allow more sound dietary exposure assessments to be
conducted in the country.
Keywords: pesticide residues; food; multiresidue method, gas chromatography, LC-
MS/MS



82

Introduction

The worldwide use of pesticides in agriculture is essential to maintain the
quality and quantity of food. However, the presence of residues in treated food and
the risk to populations consuming these foods are a global concern. Results from
Brazilian pesticide monitoring programs have shown that almost half of the 13556
samples of 22 different crops analyzed were positive for at least one pesticide
(Jardim and Caldas, 2012). Ditiocarbamates, organonophosphrous, pyrethroid and
carbamates were among the most detected pesticides (41.6%, 30.8%, 8.3% and
2.4% of positive samples, respectively). The insecticides organophosphorus and
carbamates, the most toxic pesticides used currently worldwide, are neurotoxic and
can inhibit the enzyme acethycolinesterase (Ecobichon, 2001). Pyrethroids are also
neurotoxic, by blocking the voltage dependent sodium, chlorine and calcium
channels (Soderlund et al.,, 2002). The metabolites produced by certain
dithiocarbamate fungicides may also be carcinogenic (Belpoggi et al., 2002).

Over the last 40 years, various methods have been developed to analyse
multiresidues of pesticides in food given the variety of pesticides applied to crops.
Anastassiades et al. (2003) described a multiresidue method named QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), aiming to determine a wide range
of pesticides in different matrices with fewer steps and less amount of solvent.
Sample extraction was performed with acetonitrile, magnesium sulfate (MgSO,) and
sodium chlorine (NaCl) and clean up was done through dispersive solid phase
extraction with primary and secondary amine (PSA). GC-MS and LC-MS were the
techniques used to determine and quantify the residues.

Although mass spectrometric detectors are the choice in currently used
multiresidue pesticide methods (Lehotay et al. 2005a; Mol et al., 2007), FPD (Flame
Photometric Detector) and ECD (Electron Capture Detector) detectors coupled to gas
chromatography systems are still widely used, mainly for the detection of
organophosphorous compounds (Li et al., 2007; Wong et al., 2007; Schenck et al.,
2009; Zhao et al., 2011, Liu et al.,, 2012) and pyrethroids compounds (Aysal et al.
2007; Berrada et al. 2010; Hunter et al. 2010, Chen et al., 2011; Vonderheide et al.,
2009; Gowda and Somashekar, 2012). These detectors are cheaper and more
readily available in developing countries than mass spectrometers. In addition to

acetonitrile, other solvents can be used for pesticide extraction, including ethyl
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acetate (Aysal et al. 2007; Berrada et al. 2010; Mol et al., 2007; Banerjee, et al.,
2007; Pinhlstrom et al., 2007). Ethyl acetate is more suitable for GC analysis than
acetonitrile as it is less polar and provides a smaller liquid-to-gas expansion volume
(Mastovska et al., 2004).

The objectives of the present study were to develop and validate a
multirresidue method to analyze 47 pesticides and metabolites in khaki, cashew,
guava and peach, fruits largely consumed by the Brazilian population for which no
residue data are available in the country. Samples of these crops were also analyzed

using a validated method for the content of dithiocarbamate fungicides.

Materials and Methods
Chemicals and reagents

Ethyl acetate and anhydrous magnesium sulphate (299.5%) were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), methanol and acetonitrile from Merck
KGaA (Darmstadt, Germany), acetic acid and anhydrous sodium acetate (99.5%)
from J. T. Baker (Phillipsburg, USA), toluene from Mallinckrodt Baker (Phillipsburg,
USA), PSA (primary-secondary amine) from Sulpelco (USA), and ammonium formate
from Fluka (Switzerland). Copper acetate Il, sodium hydroxide, stannous chloride,
hydrochloric acid, diethanolamine, acetone and ethanol from Vetec (Rio de Janeiro,
Brazil). All organic solvents used in the multiresidue method were HPLC grade. Ultra-
pure water was produced by a Milli-Q system (Millipore Corporation, USA).

Analytical standards (purity from 78 to 99.5%) of acephate, acrinathrin,
aldicarb, aldicarb sulfone, aldicarb sulfoxide, azinphos methyl, bifenthrin, carbaril,
carbofuran, carbofuran 30H, carbosulfan, chlorothalonil, chlorpyrifos, chlorpyrifos
methyl, cyfluthrins, cypermethrins, deltamethrin, diazinon, dichlorvos, dimethoate,
disulfoton, esfenvalerate, ethion, fenamiphos, fenitrothion, fenpropathrin, fenthion,
lambda-cyhalothrin, malathion, methamidophos, methidathion, metomyl, mevinphos,
monocrotophos, omethoate, parathion methyl, pendimenthalin, permethrins,
phentoate, phorate, pirimiphos methyl, profenofos, prothiophos, terbufos, triazophos,
trichlorfon and trifluralin were purchased from Dr. Ehrenstorfer GmbH (Germany).
Thiram was purchased from Sigma-Aldrich (99.9% purity) and CS, (PA) from Vetec.



84

Preparation of standard solutions

The stock solutions of the 1 mg/mL of individual pesticide standards were
prepared by dissolving approximately 10 mg (+ 0.01mg) in 10 mL (certified “A” class
volumetric flasks) of toluene, methanol or acetone according to their solubility and
stability. Intermediate stock standards mixtures were prepared by mixing appropriate
volumes of the individual stock solutions. For organophosphorus and pyrethroid
compounds, chlorothalonil, pendimenthalin and trifluralin, 30 ng/pL solutions were
prepared in ethyl acetate, and for the carbamates a 10 ng/uL solution was prepared
in methanol. The working standard mixtures used in the fortification studies and for
the calibration curves were prepared by dilutions of the intermediate stock standard
solutions. All the standards and solutions were stored in dark vials in a freezer at -15
°C. The thiram stock solution (2.37 mg/mL or 1.497 mg/kg of CS,) was prepared in
acetone and the working standards prepared in ethanol. The stock and working

solutions of CS; were prepared in ethanol.

Instrumentation

GC-FPD-UECD: Agilent Model 7890A gas chromatograph equipped with a 7683B
Series Injector autosampler, ChemStation B.03.02, FPD (organophosphorus - OP)
and PECD (pyrethroids, dinitroanilines and aromatic fungicides — hECD compounds)
detectors. The injector temperature was set at 250 °C. N, (99.999% purity) was used
as carrier gas at a constant flow rate 1.0 mL/min. The temperature of the FPD
detector was 250 °C, and the N, make up, H, and synthetic air flows were 60
mL/min, 85 mL/min and 100 mL/min, respectively. For the YWECD detector, the
temperature was 300 °C, and the N, makeup flow 60 mL/min. The column coupled to
the FPD was an OV-17 (50% Diphenyl - 50% dimethyl-polysiloxane), and to the
HECD was OV-5 (5% Diphenyl - 95% dimethyl-polysiloxane) both with 30 m X 0.25
mm ID X and 0.25 pm film thickness. The oven temperature for either column was
programmed as follows: initial temperature of 50 °C was held for 1 min, ramped to
150 °C at 30 °C/min, followed by 5 °C/min until 280 °C and held for 5 min. Total run
35.33 min. The injection volume was 1 L, splitless mode.

GC-MS/MS: Trace GC Ultra equipped with a PTV (programmed temperature
vaporizer) injector, a TSQ Quantum XLS Triple Quadrupole from Thermo Scientific
and a 30 m X 0.25 mm ID X 0.25 pm TR-Pesticide Il column (Thermo Scientific).
Helium (99.999% purity) was used as carrier gas at 1.2 mL/min constant flow and the
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MS transfer line was 250 °C. The temperature program was 90 °C for 1 min ramped
to 180 °C at 25 °C/min, followed by 5° C/min ramp to 280 °C and 10 °C/min to 300
°C and held for 6 minutes. The total run was 32.60 min. The PTV Injector
temperature began at 75 °C, heated at 2.5 °C/s to 300 °C, held for 3 min, followed
by 14.5 °C/min to 330 °C for 20.20 min. The splitless with split flow was 60 mL/min.
The mass spectrometer was operated in positive ionization mode, and SRM
(Selected Reaction Monitoring), the collision gas was argon (1.5 mTorr) pressure and

the source temperature was 280 °C.

LC/MS/MS: LC Shimadzu equipped with binary bomb (LC-20AD), degasser (DGU-
20A5), autosampler injector (SIL-20AC) and column oven (CTO-20AC). The liquid
chromatography system was coupled to a triple quadrupole mass spectrometer
(4000QTRAP, Applied Biosystem/MDS Sciex, Foster City, EUA). The software used
was Analyst V1.4.2 LC/MS. Chromatographic separation was carried out at 40 °C
using the column Synergi 4u Fusion RP 80 A 50 x 2.00 mm 4 micron (Phenomenex),
Fusion-RP 4x2.0 mm security guard cartridges and the mobile phases of methanol +
5 mmol/L ammonium formate (solution B) and water:acetonitrile (80:20) + 5 mmol/L
ammonium formate (solution A). The LC gradient elution at 0.25 mL/min flow: 0-7 min
solution B from 0% to 90%; 7-12 min held in solution B 90%; 12-13 min the return to
0% solution B. Equilibration time was 5 minutes. The injection volume was 5 pL. Data
were acquired in MRM mode (Multiple-Reaction-Monitoring) and the ESI
(Electrospray lonization) was performed in positive mode. The iMethod™ Test of
Cliquid® Software for pesticides were used (entrance potential of 10 V, curtain gas of
30 psi; nitrogen colision gas as medium; ion spray voltage of 5000 V; temperature of
500 °C; ion source gas of 40 psi (GS1) and 60 psi (GS2). The precursor and product

ions are listed in Table 1.



Table 1. LC-MS/MS conditions for carbamates determination.
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Product IR
o RT Precursor ]
Pesticide _ _ m/z ions DP CE CXP (RSD,
(min) ion

(m/z) %) n=72
Aldicarb 4.60 [M+NH4]" 208  116:89 31 11;20 3;3 1.4(2.0)
Aldicarb sulfone 1.49 [M+H]" 223  86;148 50 20;12 3;3 1.3(10.3)
Aldicarb sulfoxide 1.16 [M+H]" 207 132;89 41 9;19 3;3 1.2(2.6)
Carbaril 6.06 [M+H]" 202  145;127 51 16;39 3;3 3.4(4.1)
Carbofuran 575  [M+NH,]" 222  165;123 50 17;29 2,2 1.2(2.6)
Carbofuran 3-OH 2.91  [M+NH,]" 238 163;181 62 21;15 4;2 1.4(2.8)
Carbosulfan 9.88 [M+H]" 381 118;160 52 27,20 3;3 1.1(1.6)
Metomyl 1.71 [M+H]* 163  88;106 35 13;13 3;3 1.9(1.7)

RT, retention time; Quantifier ion underlined; DP, declustering potential (V); CE,
collision energy (V); CXP, collision cell exit potential (V); IR, average of ratio between
the quantifier and qualifier ions; RSD, relative standard deviation.

Dithiocarbamate, as CS,, was analyzed on a Shimadzu UV 1650 PC

spectrophotometer equipped with an automated Sipper 160 system and the software

UV Probe 2.21.

Sample processing and extraction

A total of 238 samples (at least 1 kg) of whole fruit (67 khaki, 32 cashew, 44

guava and 67 peach), and frozen fruit pulp (11 cashew, 14 guava and 3 peach), were

purchased at local supermarkets between 2010 and 2012, brought to the laboratory

and kept frozen (-15 °C) until analyzed. Frozen samples were left at room

temperature (22 °C) for about one hour, manually cut into small pieces, and

homogenized. A 100 g portion of the homogenized sample was blended, and 15 g

(x0.01 g) weighted in a 50 mL screw-cap centrifuge tube for the multiresidue method.

The extraction procedure is illustrated in Figure 1.
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159 sample + 15mL of —_ Add 6g of MgSO,
ethyl acetate (1% acetic acid) Shake Add 1.5g of H;COONa
1min ﬂ Shake 1min

Centrifuge 5 min 3.500 rpm

J

900mg - MgSO, —
300mg—PSA 6.0 mL of supernatant
ﬂ Vortex 30s
Centrifuge 5 min
3.500 rpm (2383 g)
Ressuspend: ﬂ
300uL ethyl acetate (GC-FPD) Vial 1 - 1.5 mL (GC-FPD)

300uL ethyl acetate (GC-UECD) < |\ial2 -15mL (LC-MS/MS)
300uL methanol (10% ethyl | Evaporate (N2)|\/jg| 3-0.9 mL (GC-UECD)
acetate) (LC-MS/MS) to dryness

Figure 1. Flowchart for the multiresidue method.

The dithiocarbamate levels were determined according to Caldas et al. (2001).
Briefly, 150g of sample was transferred to a two-neck round-bottom flask, and
stannous chloride acid solution was added. The bottom flask was placed in a heating
mantle, connected to a N inlet and to the CS; vertical reaction system containing
sodium hydroxide (trap 1) and the complexant solution of copper (Il) acetate
monohydrate/diethanolamine (trap 2). After 45 min heating under reflux, the
complexant solution was transferred to a 25 mL flask, the volume completed with

ethanol and the absorbance measured at 435 nm against a CS, standard curve.

Validation studies

Control samples were provided by a local organic farmer or purchased on the
market. The samples used were previously analyzed to confirm the absence of the
pesticides investigated in this study.

Multirresidue method — The selectivity was checked by analyzing the GC-FPD,
GC-uECD and LC-MS/MS chromatogram profiles of a blank and a fortified sample,
verifying for interferences at the same retention time of the analyzed pesticides. The

trueness (recovery) and precision (expressed as the relative standard deviation -
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RSD,%) were determined by adding an appropriate volume of the working standard
mixtures to 15 g processed samples in the centrifuge screw cap tubes. Five
replicates samples at four fortification levels were extracted and analyzed. The 27
organophosphorus were divided into two analytical standard mixtures to avoid co-
elution in the chromatographic system. For each commodity, the fortifications were
performed in two groups: (i) the organophosphorus group 1 plus pyrethroids and (ii)
organophophorus group 2 plus the carbamates. Intermediate precision was
evaluated for all commodities through the analysis of 5 fortified samples at the
intermediate level (20 pg/kg for GC compounds and 10 pg/kg for carbamates)
performed by the same analyst on two different days. Linearity was accessed by
injecting 3 different external matrix-matched calibration standards curves, each with 6
points, prepared by adding appropriate standards solution volumes to the vials
containing extracts of a blank extract. The calibration standard curves ranged from 8
to 1100 pg/uL for OPs, 10 to 650 pg/uL for uECD compounds, and 4 to 550 pg/uL for
CBs. The linear regression was evaluated by checking the residues' variance
(Cochran’s test), the correlation coefficient (r), and the significance of the regression
(ANOVA) (INMETRO, 2011; Neto et al 2010). The instruments limits of detection (LD)
and quantification (LQ) were set as a signal-to-noise ratio (S/N) of 3:1 and 10:1,
respectively. The method limit of quantification (LOQ) was defined as the lowest
concentration that could be quantified with acceptable recovery (270%) and precision
(RSD=20%) (Sanco, 2011). The method limit of detection (LOD) was set as half of
the LOQ.

Two procedures were included as quality controls during sample analysis: a)
addition of 100 uL of the surrogate standard solution (chlorpyrifos methyl; 3 ng/uL in
ethyl acetate) to the samples before extraction; samples with surrogate recoveries <
70% were re-analyzed. b) extraction of 5 samples fortified with all pesticides at
intermediate level recovery (20 pg/kg); these results were also used to evaluate the
intermediate precision. The samples with a positive result in the GC-FPD-UECD
analysis were reanalyzed by GC-MS/MS to confirm the compound identity.

Dithiocarbamates method — Fortification studies were performed by adding
different volumes of the thiram standard solution to the 150 g samples. Calibration
curve was prepared with a CS; as described in Caldas et al (2001). Known volumes
of the CS, working solution were transferred to 25 mL volumetric flasks containing 15

mL of the complexant reagent. The volume was completed with ethanol and the
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absorbance was measured using a spectrophotometer at 435 nm. The eight
calibration points varied from 0.21 to 8.4 ug of CS,/mL, corresponding to 0.04 to 1.4
mg of CS,/kg in the food samples. LOQ was the lowest concentration that could be
quantified with acceptable recovery (270%) and precision (RSD<30%) levels. The
Toxicology Laboratory of the University of Brasilia is ISO 17025 certified by
INMETRO, the Brazilian accreditation body, to perform this method.

Results and Discussion
Validation studies

Figures 2, 3 and 4 illustrate the selectivity of the pesticides analyzed by GC-
FPD, GC-uECD and LC-MS/MS, respectively. No interfering peaks were present in
the blank samples at the same retention time for all pesticides, indicating that the
extraction, clean up and instrument conditions were satisfactory and the method was

selective.

FFDLB Back Sgrd (20111202 - REQUPERACAOREQUFERACAOCF OWA17 2011-1202 21-30-38BRCAQU (D)
150pA |

(@)
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Figure 2. GC-FPD chromatograms (OV-17 column) of a khaki matrix mach calibration curve
(50pg/uL). (a) khaki blank; (b) OP groupl: 1.trichlorfon; 2.methamidophos; 3.acephate;
4.phorate; 5.omethoate; 6. Terbufos; 7.disulfoton; 8.parathion methyl; 9.fenitrothion;
10.fenthion; 11.prothiophos; 12.fenamiphos; 13.ethion. (c) OP group 2: 14. dichlorvos;
15.mevinphos (E and Z); 16.diazinon; 17.monocrotophos; 18.dimethoate; 19.chlorpyrifos
methyl;  20.pirimiphos;  21.chlorpyrifos; 22.malathion; 23.phentoate; 24.profenofos;
25.methidathion; 26.triazophos; 27.azinphos methyl.
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Figure 3. GC-ECD chromatograms (OV-5 column) of blank (red) and matrix mach
calibration curve (50 pg/uL) (blue) of pyrethroids, dinitroanilines and chlorotalonil —
(@) khaki; (b) cashew; (c) guava; (d) peach; L1l.trifluralin; 2.chlorothalonil;
3.pendimenthalin; 4.bifenthrin; 5.fenpropathrin; 6.acrinathrin; 7.lambda-cyhalothrin;
8.permethrins;  9.cyfluthrins (4 isomers); 10.cypermethrins (4 isomers);
11.esfenvalerate; 12.deltamethrins.



93

[ XIC of +MRM (16 pairs): 238.100/163.100 Da from Sample 5 (Goiaba branco) of Data20120417 wiff (Turbo Spray... Max. 827 2 cps

70004
5500

6000 (@)
5500
5000
4500
40007
3500
30004
2500 |‘r.|
2000 f |

] Vol el A T LY
1500 o o vy r'.'\".»'uu M .l"'.;'bﬂ,ﬁ'x,«h_.“-t.-\ Mt pall o,
867

Intensity, cps

[
.'al.Q h, Wi
\ .| v|J" H_,'\frl‘ v V
mm'.".u‘.,’“ \" \“ e /'fJN“‘U‘InI ,r\f i'\"..»\a.‘/'.d Vi B
0o 788 A |1
5 84T 485 1047 1p0s i~
055 082 185 160355267 385 44y 45p 500 532 833 675 730 [ wmﬁ o AT 485 1047 1085 12 o3 1288

10 20 3D 40 50 &.0 7.0 &0 a0 1d.0 10 120 130
Time, min

[ W XIC of +MRM (16 pairs): 238.100/163.100 Da from Sample 7 (ponto 2 - 20ng/imL - goizba) of Data20 120417 Wit .. Max. 3101.9 cps|

Sded
8.0e4+

700t (b)

5.0edq

4 Ded+

Intensity, cps

3.0e44 3
A

2.0ed I' i

1 °n
1.0e4 | Il
21 4200 i \l
D_D.—“‘-—-— FJ—’I\'\: ‘3-.:——- s }l——"‘- —m e e e T Sattertimeliii iyl —;-_-_J e e,

10 20 IEY) 40 50 8.0 70 8.0 9.0 10.0 1.0 120 13.0
Time, min

Figure 4. LC-MS/MS chormatograms for carbamate determination (Synergi 4u
Fusion RP column) of a guava blank extract (a) and a guava matrix mach calibration
at 20 pg/uL (b). For each pesticide peak there are two product ions (Tablel).
Pesticides: 1. aldicarb sulfone; 2. aldicarb sulfoxide; 3.methomyl; 4.carbosulfan 3-

OH; 5. aldicarb; 6.carbofuran; 7.carbaril; 8.carbosulfan.

Table 2 shows the results of the mean recoveries and precisions found during
the validation for the organophosphorous compounds. Recoveries below 70% were
found for acephate and methamidophos in most cases, and for omethoate in some
cases. These compounds have higher polarity, which probably prevented a total
partitioning into the ethyl acetate phase. Similar results were found by Lehotay et al
(2010), Berrada et al. (2010) and Mol (2007) when extracting these compounds from

fruits and vegetables with ethyl acetate. For some compound/crop combinations,
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nothing was recovered above the instrument limit of quantification (e.g. acephate in
khaki, guava and peach) but recovery of dichlorvos from peach was over 250% at all
levels. Precision was within the acceptable range (< 20%) in most cases, with the
exception of dichlorvos fortification levels in certain crops (up to 46% in peach).
Dichlorvos is highly volatile and some losses may have occurred during the

evaporation step prior to the GC analysis (Aysal et al., 2007).
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Table 2. Mean % recoveries and RSD (%) for organophosphorus pesticides in khaki, cashew, guava and peach analyzed by GC-

FPD (n=5 at each level)

Khaki Cashew Guava Peach

Pesticide 2 5 20 200 2 5 20 200 2 5 20 200 2 5 20 200

Ho’kg  pg/kg  pg/kg pg/kg  pgkg  pg/kg pg/kg pg/kg pglkg pg/kg pg/kg pg/kg pg/kg pglkg pg/kg pglkg
Acephate nq 77(5)  45(13)  45(3) 63(5) 68(2) 63(7) 64(7) nq 73(8) 54(5)  53(3) nq 69(7) 68(5) 66(14)
Azinphos methyl ng 88(9) 97(3) 95(7) ng 117(14) 111(11) 102(5) ng 95(17) 109(8) 98(10) ng 108(11) 102(18) 119(22)
Chlorpyrifos 96(19) 82(3) 84(8) 99(4) 89(13) 106(3) 108(4) 106(2) 95(7) 102(4) 96(2) 97(6) 82(14) 88(3) 97(12) 105(8)
Chlorpyrifos methyl 83(11) 64(7) 95(10) 111(4) 111(10) 103(6) 106(3) 10(2) 97(4) 99(6) 97(1) 95(6) 93(6) 94(7) 94(13) 106(9)
Diazinon 89(18) 73(6) 93(10) 105(3) 93(4) 93(4) 104(4) 102(1) 82(9) 99(6) 95(1) 94(6) 89(10) 92(7) 96(11) 102(6)
Dichlorvos ng ng 72(36) 64(30) 128(8) 105(12) 87(7) 99(23) 69(20) 76(28) 91(8) 68(26) 278(38) 263(29) 310(32) 271(46)
Dimethoate 90(13) 68(1) 93(2) 93(4) 117(5) 98(3) 99(5) 95(2) 109(6) 98(7) 91(1) 88(6) 91(7) 90(5) 90(3) 84(2)
Disulfoton nqg 81(16) 55(8) 75(6) 93(16) 107(8) 113(6) 114(5) 67(16) 87(8) 62(6) 76(5) nqg 63(8) 68(6) 89(11)
Ethion 82(20) 102(5) 80(7) 96(4) 98(4) 102(4) 103(5) 107(5) 73(22) 104(4) 86(14) 98(3) 81(7) 95(8) 80(10) 103(4)
Fenamiphos 76(19) 115(4) 86(11) 84(6) 100(8) 105(4) 112(5) 112(4) 78(18) 120(15) 84(10) 88(3) 103(3) 89(10) 96(7) 102(3)
Fenitrothion 87(19) 108(7) 87(7) 10(3) 108(7) 102(8) 111(4) 113(5) 95(12) 111(3) 89(13) 100(3) 89(8) 100(8) 87(7) 102(4)
Fenthion 74(18) 98(4)  77(8)  89(2)  119(11) 100(4) 103(4) 107(5) 72(10) 103(5) 79(15) 92(3)  91(9) 83(11) 75(10) 98(4)
Malathion 76(13) 84(3) 93(9) 106(4) 94(11) 93(4) 104(6) 101(2) 87(6) 105(3) 95(2) 95(6) 99(13) 87(7) 104(14) 111(9)
Methamidophos nqg 46(7) 45(8) 43(7) 77(6) 69(4) 62(4) 64(5) 62(6) 59(4) 50(5) 46(3) 75(12) 52(7) 57(3) 57(13)
Methidathion 83(9)  73(3) 97(5) 102(5) 87(6) 99(5) 101(4) 103(3) 90(8)  103(10) 97(2)  94(6) 92(10) 98(6) 106(14) 111(12)
Mevinphos 101(18) - 88(6) 89(4) 97(13) 98(7) 97(4) 95(4) 74(15) 97(5) 87(4) 86(6) 94(18) 97(11) 101(11) 104(7)
Monocrotophos 77(4) 54(10) 60(8)  57(7)  80(9)  100(13) 92(7)  88(1)  78(5) 69(6)  70(4)  72(5)  72(8) 82(12) 92(17) 102(13)
Omethoate nqg 83(6) 44(8) 43(5) 78(21) 66(9) 69(4) 70(8) 77(16) 74(7) 61(8) 60(3) 74(19) 77(11) 75(9)  74(11)
Parathion methyl 77(11)  94(5)  88(5)  92(3) 104(4)  110(3) 103(4) 102(5) 88(15) 110(5) 85(11)  93(3)  89(17)  94(5) 86(7)  97(3)
Phentoate 83(15)  74(5)  91(8) 104(4) 115(4)  111(5) 102(4) 101(3) 107(8) 99(6)  96(2)  95(6)  98(14) 89(6)  94(12) 109(11)
Phorate 83(15) 83(18) 84(6) 85(4) 83(9) 84(2) 85(3) 86(4) 83(9) 84(7) 85(10) 86(4) nq 66(11) 52(21) 63(17)
Pirimiphos 81(6)  76(3)  94(8) 107(3)  94(8) 101(4) 105(3) 104(2) 97(9) 106(7) 98(2)  96(6)  96(5)  99(5)  10(13) 105(7)
Profenofos 79(17) 77(5) 94(6) 104(6) 120(10) 114(9) 104(5) 98(2) 96(16) 92(5) 97(2) 96(7) 90(11) 88(5) 96(13) 109(11)
Prothiophos 94(16) 115(6) 82(8)  96(3)  100(12) 104(4) 108(4) 109(4) 75(19) 115(3) 93(12) 98(3) 80(12) 101(11) 86(7)  104(4)
Terbufos 70(12) 70(10) 74(8)  90(3)  80(7) 111(6) 104(4) 107(4) 73(14) 97(4) 76(13) 89(4)  70(19) 81(9)  59(16) 75(11)
Triazophos 72(17) 87(5) 91(6) 100(5) 86(10) 88(9) 94(5) 97(3) 83(13) 95(8) 96(4) 97(8) 85(3) 91(9) 100(14) 106(12)
Trichlorfon nq 77(12)  82(8)  74(3) nq 78(8)  91(10)  98(3) nq 77(11)  76(8)  79(4) nq 75(10)  82(8)  88(9)

ng: < limit of instrument quantification. -: not analyzed
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With a few exceptions, the compounds analyzed by GC-UECD had satisfactory
recoveries and RSDs (Table 3). In some cases, nothing was detected at the lowest
fortification level, and in others recoveries were within the range of >120 - 130%,
probably due to an enhancement of the PUECD response (Hunter et al., 2010).
Permethrins, cyfluthrins and cypermethrins were detected and quantified as the sum
of their isomers. The compounds lambda-cyalothrin, esfenvalerate and deltamethrin
have a second peak for their diasteroisomers which are higher than the instrument
LQ only at higher concentrations. According to Mastovska and Lehotay (2004), these
type Il pyrethroids (which contain a cyano group at the a carbon of the 3-
phenoxybenzyl alcohol moiety) can suffer isomerization in the GC liner, which
increases with the number of injections. Reduction of this phenomenon can be
achieved by the maintenance of the injection system and the use of an acid injection
solution. In our study, we substituted the silanized liner and cut 15 cm of the column
after each batch of 100-120 injections and used an acidified ethyl acetate matrix
extract.

Low recoveries were found for aldicarb sulfoxide for khaki (15-61%; Table 4).
Some recoveries obtained for carbosulfan in cashew were extremely high (125-
210%), as were RSD at the highest levels. Table 5 summarizes the LOQs for all the
crop/compound combinations evaluated in this study. For most crop/compound
combinations, LOQ was 1 or 2 pg/kg. LOQs for the pyrethroids were 4 or 8 ug/kg.

Some published studies set the value 10 pg/kg as the limit of quantification for
fruits and vegetables in compliance with European Union (EU) legislation for baby
foods (EC 2006/141). This LOQ was achieved by some laboratories using mass
spectrometers detectors (Mol et al., 2007, Pihlstrom et al., 2007; Lehotay et al.,
2005a). Paya et al. (2007) reported a LOQ of 5 ug/kg for 38 pesticides in cucumber
by GC-MS, and Banerjee et al. (2007) LOQ between 1 and 6 pug/kg for 82
compounds using LC-MS/MS and between 2.5 to 10 ug/kg for 21 pyrethroids by GC-
MS (Banerjee et al., 2010).

Data shown in Table 6 indicate that the intermediate precision was below 30%
in most cases. Exceptions were aldicarb sulfoxide in khaki, aldicarb in peach,
carbosulfan in khaki and cashew, and diclorvos in all matrices. The on-going
performance verification showed a recovery between 60 and 140%, within the
acceptable range (Sanco, 2011), and RSD < 20%.
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Table 3. Mean % recoveries and RSD (%) for pyrethroids, chlrorothalonil, pendimenthalin and trifluralin analyzed by GC-uECD) in
khaki, cashew, guava and peach (n=5 at each level)

Khaki Cashew Guava Peach

Pesticide 4 8 20 200 4 8 20 200 4 8 20 200 4 8 20 200

wokkg  nakg  pgikg  pg/kg  pgkg  pg/kg  pg/kg  pg/kg  pglkg  pglkg  pg/kg  pg/kg pg/kg  pgkg  pglkg  pglkg
Acrinathrin 86(4)  92(1)  98(10) 97(9) 107(11) 107(11) 117(8) 120(16) 114(6) 120(6) 111(3) 106(5)  98(6)  100(6)  111(4)  105(4)
Bifenthrin 84(5)  97(1)  102(7) 92(7) 109(15) 95(23) 107(7) 124(13) 117(6) 120(3) 111(3)  10(4) ng 90(12)  111(7)  107(3)
Chlorothalonil 84(11)  75(4) 72(25) 89(11) 97(2) 101(10) 103(5) 113(9) 101(7)  94(6)  88(4)  103(4)  92(5) 93(8) 10(3)  101(2)
Cyfluthrins 85(3)  86(3)  96(8)  97(9) 103(9) 110(13) 118(6) 126(21) 106(7) 130(17) 114(7) 113(6) 98(12) 106(4) 111(10) 112(2)
Cypermethrins  82(3)  84(3) 100(8)  97(9) ng 78(24)  114(6) 131(22) 105(11) 124(8) 120(8)  113(6) ng 120(19) 123(17) 110(13)
Deltamethrins 88(3)  90(4)  94(12) 104(8) 113(4) 113(11) 118(5) 129(24) 102(13) 121(8) 119(9) 119(8) 118(10) 106(7) 111(9) 117(4)
Esfenvalerate 91(3)  89(3) 97(12) 104(9) 116(4) 113(12) 120(6) 129(25) 102(11) 121(8) 120(9) 116(8) 117(10) 108(7) 114(8)  112(3)
Fenpropathrin 87(6)  95(1)  99(7)  94(9) 100(7) 108(11) 118(10) 113(16) 116(3) 120(3) 111(3) 106(5) 101(10) 99(7)  110(6)  108(4)
A-cyhalothrin 87(4)  88(1)  97(6)  10(8) 111(5) 112(11) 114(10) 121(17) 115(5) 117(4) 110(4) 111(6) 106(9) 108(3) 114(5)  105(4)
Pendimenthalin  80(10) 91(2) 89(6)  94(4) 105(8) 117(8) 115(4) 110(9) 106(5)  10(2)  98(1)  103(3)  94(6) 93(5)  102(1)  103(4)
Permethrins 74(5)  100(4) 105(4)  88(9) ng  112(17) 122(8) 109(15) nq 99(12)  111(6)  107(6) ng 105(11) 117(16)  99(2)
Trifluralin 81(6) 62(3) 81(5) 89(4) 115(1) 114(4) 116(3) 122(6)  96(4) 101(2)  99(4)  102(1)  92(4) 92(7) 98(1) 96(3)

nq — value < limit of instrument quantification; A-cyhalothrin — Lambda-cyhalothrin
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Table 4. Mean % recoveries and RSD (%) for carbamate pesticides in khaki, cashew, guava and peach analyzed by LC-MS/MS

(n=5 at each level).

Khaki Cashew Guava Peach

Pesticide 1 4 10 100 1 4 10 100 1 4 10 100 1 4 10 100

Hg/kg  pg/kg  pg/kg  pg/kg  uglkg  ug/kg  ug/kg  pg/kg  pg/kg  pglkg  pg/kg  pglkg  pg/kg  pg/kg pg/kg pglkg
Aldicarb 99(4)  83(4) 100(7) 79(55) 89(5)  96(3)  98(4) 91(3)  99(6)  95(1)  97(5)  88(2) 120(4) 122(1) 120(3) 105(4)
Aldicarb sulfone 64(16) 80(5) 91(8)  68(6)  80(7)  88(4) 101(6) 88(4)  98(5)  92(2)  94(4)  92(2)  92(4)  88(4)  92(4)  88(4)
Aldicarb sulfoxide 15(17) 61(5) 35(7) 30(14) 57(2) 72(7)  81(3) 71(4)  90(7)  85(7)  81(7)  64(4) 81(11) 78(5) 78(12)  59(2)
Carbaril 99(6)  96(2) 114(8) 82(5) 90(3)  103(4) 108(4) 96(4) 109(3) 106(4) 103(6) 85(4) 108(2) 111(1) 108(2)  92(2)
Carbofuran 101(7)  96(1) 111(5) 81(2) 72(3)  86(3)  95(8)  77(8) 112(9) 109(4) 112(5) 88(11) 113(5) 129(10) 123(3)  93(3)
Carbofuran 30H 89(6)  85(1) 102(8) 78(4)  82(4) 92(1)  101(4) 92(4)  104(4)  94(3) 97(5)  85(3) 101(3) 101(2) 102(3) 85(3)
Carbosulfan 83(3) 137(8) 53(3)* 77(3) 125(10) 210(12) 190(57) 153(45) 73(6)* 95(10) 82(8)  76(4)* 81(10) 68(58) 77(7)  59(11)
Methomyl 64(16) 83(3)  91(8)  69(4)  79(5)  87(8) 94(13) 84(4)  79(3)  87(1)  94(3) 84(2) 79(6) 87(1)  94(3)  84(4)

a: n=4 — outlier removed (box plot)



Tabela 5. The LOQ (ug/kg) for each crop/compound.

Compound

Khaki

Cashew

Guava

Peach

Acephate
Acrinathrin
Aldicarb

Aldicarb sulfone
Aldicarb sulfoxide
Azinphos-methyl
Bifenthrin
Carbaryl
Carbofuran
Carbofuran, 30H
Carbosulfan
Chlorothalonil
Chlorpyrifos
Chlorpyrifos-methyl
Cyfluthrin
Cypermethrin
Deltamethrin
Diazinon
Dichlorvos
Dimethoate
Disulfoton

Ethion
Fenamiphos
Fenitrothion
Fenpropathrin
Fenthion
Esfenvalerate
Lambda-cyhalothrin
Malathion
Methamidophos
Methidathion
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Compound Khaki Cashew Guava Peach
Methomyl 1 1 1 1
Mevinphos 2 2 2 2
Monocrotophos 2 2 2 2
Omethoate 5 2 2 2
Parathion-methyl 2 2 2 2
Pendimetalin 4 4 4 4
Permethrin 4 8 8 8
Phenthoate 2 2 2 2
Phorate 2 2 2 5
Pirimiphos-methyl 2 2 2 2
Profenofos 2 2 2 2
Prothiophos 2 2 2 2
Terbufos 2 2 2 2
Triazophos 2 2 2 2
Trichlorfon 5 5 5 5
Trifluralin 4 4 4 4

Table 6. Results of quality control recovery and RSD (%) at 20 pg/kg (GC
compounds) and 10 pg/kg (CB) performed during sample extractions and
intermediate precision.

Intermediate precision (RSD,%) Recovery and RSD, % of QC

Pesticide

Khaki Cashew  Guava Peach Kakhi Cashew? Guava Peach
Acephate 15 6.6 8.4 8.5 57(5) 66(7) 63(1) 60(6)
Acrinathrin 9.9 7.8 9.0 4.1 96(11) 109(4) 106(13) 110(4)
Ald. sulfoxide 48 11 12 16 94(4) 89(17) 90(14) 102(5)
Aldicarb 8.3 6.7 10 34 108(9) 99(11) 116(3) 65(25)
Ald. sulfone 15 12 8.5 20 118(2) 83(11) 109(3) 132(5)
Azinph. methyl 8.5 9.2 13 14.6  108(9)  106(7) 101(17)  100(12)
Bifenthrin 7.3 7.6 4.1 7.4 102(9)  116(6) 109(5) 120(5)
Carbaril 8.5 15 8.3 2.0 128(3)  82(12) 118(2) 108(2)
Carbofuran 9.0 11 5.9 8.9 130(2)  102(15) 123(1) 106(7)
Carbofuran 30H 8.5 9.5 8.6 7.2 116(2) 89(13) 113(1) 116(2)
Carbosulfan 37 83 9.4 22 112(3) 43(36) 95(3) 53(17)

Chl. methyl 7.6 6.2 4.0 9.6 94(6)  110(10)  96(6) 97(6)
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Intermediate precision (RSD,%)

Recovery and RSD, % of QC

Pesticide

Khaki Cashew Guava Peach Kakhi Cashew® Guava Peach
Chlorothalonil 18 5.4 5.1 3.9 81(7) 98(5) 91(6) 97(4)
Chlorpyrifos 8.9 5.8 3.8 9.4 95(5) 111(8) 96(5) 100(7)
Cyfluthrins 10 5.2 11 9.1 96(13) 119(5) 99(10)° 117(9)
Cypermethrins 12 6.1 11 16 107(14) 121(3) 105(10)°  145(11)°
Deltamethrins 13 6.3 11 9.2 99(15) 110(7) 103(7) 111(10)
Diazinon 7.5 5.7 49 7.9 94(6) 107(8) 101(5) 98(4)
Dichlorvos 45 25 80 104 99(47) 136(6) 435(30) 15(31)
Dimethoate 4.6 4.7 4.4 16 95(6) 101(4) 88(6) 114(13)
Disulfoton 26 10 19 26 91(8) 95(8) 80(8) 43(8)
Esfenvalerate 12 7.3 11 8.4 100(13) 110(7) 104(9) 116(10)
Ethion 8.5 7.2 16 18.1 91(3) 102(11) 68(3) 59(9)
Fenamiphos 11 7.4 9.6 11.7 86(11) 10(4) 75(4) 80(6)
Fenitrothion 9.0 5.1 12 7.9 101(2) 105(5) 77(3) 78(5)
Fenpropathrin 8.8 10 6.3 4.9 100(11) 106(6) 104(8) 106(2)
Fenthion 11 6.1 13 15 92(2) 96(8) 69(2) 61(4)°
L. cyhalothrin 9.1 8.9 75 4.8 101(11)  106(5) 101(8) 112(5)
Malathion 7.1 6.2 3.7 9.7 84(5) 84(8) 84(5) 84(5)
Methamidophos 6.7 6.9 8.0 6.3 45(6) 59(11) 53(10) 52(6)
Methidathion 55 7.4 5.9 11 98(7) 108(10) 89(6) 110(9)
Metomyl 13 12 9.4 13 113(4) 99(11) 110(2) 79(8)
Mevinphos 7.7 5.3 12 15 90(10) 104(5) 107(5) 80(4)
Monocrotophos 18 5.3 6.8 12 82(7) 93(3) 73(9) 96(7)
Omethoate 22 55 7.9 12 67(7) 73(6) 66(6) 63(8)
Pendimenthalin 9.2 4.5 7.1 3.7 99(9) 112(5) 110(5) 104(5)
Permethrins 15 9.9 11 11 99(23) 106(2) 110(15) 117(5)
Phentoate 75 6.1 5.7 11 96(7) 110(7) 91(7) 105(8)
Phorate 12 6.4 7.4 18 84(6) 84(8) 84(3) 84(5)
Pirim. methyl 4.8 5.3 10.5 6.8 92(3) 98(7) 75(3) 81(5)
Pirimiphos 6.6 6.1 3.8 9.3 96(5) 109(9) 95(5) 101(5)
Profenofos 6.3 5.7 5.2 12 96(7) 110(7) 92(6) 106(11)
Prothiophos 7.3 7.9 14.5 12 91(2) 103(13) 75(3) 72(9)
Terbufos 10 6.8 12 12 87(5) 95(8) 90(3) 60(7)
Triazophos 7.2 9.1 8.7 12 108(9) 107(10) 85(8) 106(11)
Trichlorfon 13 16 4.6 7.4 67(9) 79(24) 77(6) 76(4)
Trifluralin 7.6 4.5 55 11 91(5) 109(3) 94(6) 119(5)

% n =3; "n=4 (outlier removed — box plot); RSD, % = 20 are underlined
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The linearity study of the matrix-match calibration curve showed that for most
compounds, in all matrices, the calibration data were heteroscedastic
(Cealculated<Cecriical:6:3), indicating that the standard deviations of the calibration curve
residues increased with pesticide concentrations (Figure 5), and the weighted linear
regression was chosen to calculate recoveries and to quantify the sample results
(Miller and Ambrus 2000). Homoscedasticity was obtained for 11 compounds in khaki
(chlorpyrifos methyl, monocrotophos, phentoate, pirimiphos, pendimenthalin, lambda-
cylothrins, permethrins, cyfluthrins, cypermethrins, esfenvarelate and deltamethrins),
3 compounds in guava (carbaryl, carbofuran 30H and carbosulfan) and peach
(pendimenthalin, fenpropathrin and methomyl), and 2 compounds in cashew
(dichlorvos and mevinphos). Here, the weighted regression was used to homogenize
the procedure in all cases. The correlation coefficients were 0.99 or higher for almost
all compounds. Even with certain pesticides presenting a r of approximately 0.96, the
ANOVA showed that the weighted regressions for all curves were significant
(p<0.05).
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Figure 5. Distribution of the linear regression residues calculated for matrix match
calibration curve for terbufos (y = 10.966x + 32.576) prepared in guava blank extracts.

In most methods, anhydrous sodium sulfate (Na,SQO,) is the salt used to force
the partition between the agueous and the ethyl acetate organic phase (Banerjee et
al., 2007; Banerjee et al., 2010; Berrada et al., 2010; Chen et al., 2011; Goto et al.,
2006) and sodium hydrogen carbonate (NaHCOz3) (Pihlstrém et al., 2007; Aysal et al.,
2007) or phosphate buffer solution to adjust the extract pH (Mol et al., 2007). In this
study we used MgSO, and CH3COONa, the same salts used in the modified
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QUEChERS method (Lehotay et al., 2005b). The MgSO, was chosen due to its
higher ability to remove more water than Na,SO, in addition to the fact that the
dissolution of MgSQO, is an exothermic process, and can facilitate the extraction of
non polar compounds.

The dithiocarbamates results for trueness and precision in the tested matrices
are shown in the Table 7. The recoveries ranged from 70% to 120% and the
RSD<20% at all tested levels, and LOQ was 0.05 mg/kg CS; for all matrices. The
CS; calibration curve showed to be homoscedastic and the least square method was
used to generate the calibration graphics. The spectrophotometric method was

successfully validated and applied to the collected samples.

Table 7. Mean recoveries and RSD for dithiocarbamate pesticides in khaki, cashew,
guava and peach analyzed as CS; by spectrophotometry.

Food Level N Recovery (%) RSD, %
(mg/kg CS)

Cashew 0.05 4 77.1 0.98
0.1 4 73.6 8.97
0.2 4 75.0 14.4
0.8 3 81.4 11.1
Khaki 0.05 4 108 4.0
0.1 8 85.8 2.39
Guava 0.05 4 98.6 7.26
0.1 4 85.0 2.68
0.5 4 90.3 3.76
1.0 4 107 2.21
Peach 0.05 4 90.0 2.45
0.1 4 83.2 3.9

Sample analysis

The recoveries performed during sample extractions for QC ranged between
60-140% in most cases (Table 5), within acceptable analytical performance
parameters for routine analyses (Sanco, 2011). The surrogate chlorpyrifos methyl

presented recoveries below <70% in only 6 samples (3 khakis, 2 peaches and 1
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guava). These samples were reanalyzed. The identity of the pesticides found in the
samples analyzed by GC-FPD or GC-UECD was confirmed by the GC-MS/MS in all

cases (figure 6).
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Figure 6. GC-MS/MS chromatograms (TR-Pesticide Il column) and spectrums of a
khaki sample containing lambda-cyalothrin. The chromatograms and mass spectrum
of the first transition are illustraded in the figures (a) and (b) and for the second
transition in the figures (c) and (d).

Of the 47 pesticides analyzed, 24 were detected in the samples at least once
(Figure 7). Dithiocarbamates were present in almost 50% of the samples, higher than
the percentage found in the Brazilian pesticide residue monitoring programs for other
crops (42%, Jardim and Caldas, 2012). Triazofos, malathion, diazinon and

esfenvarelate were found just once and were not included in Figure 7.
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Figure 7. The pesticides most found in the analyzed samples. The percentage of the
pesticides found in the total analysed sample (yellow) and total positive samples
(blue).

Of the total of 238 samples analyzed, 68.1% (162 samples) presented at least
one pesticide residue. Guava was the crop with the highest percent of positive
samples (77.6%), and cashew with the lowest (44%). Figures 8 to 11 show the
pesticide residues and the respective concentration ranges found for each crop.
Dithiocarbamates were the compounds most found in cashew, khaki and peaches,
and lambda-cyalothrin was the most found in guava. Residues of at least one
organophosphorus or pyrethroids were detected in all analyzed crops. The
carbamate methomyl were found in one peach sample, and 3 guava samples.

Carbofuran 30H was found in only 2 frozen guava pulp samples.
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Figure 11. Pesticides residues found in peach samples. *Only one positive sample.

Pesticides residues were found in 9 of the 14 frozen guava pulp samples
analyzed, and dithiocarbamates in 2 of the 11 cashew frozen pulp samples analyzed.

Three positive frozen pulp samples analyzed contained dimethoate e one sample
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also contained methamidophos. The mean dimethoate concentration for frozen
peach pulp (n=3) was 40.1 ug/kg, lower than what was found in the whole fruit (n=14;
287.1 pg/kg). Dithiocarbamates, acephate, parathion methyl and profenofos were
found in both guava fruit and pulp.

Of the pesticides analyzed by the multiresidue method, dimethoate was found
at the highest levels (0.596, 0.488 and 0.229 mg/kg in peach, guava and khaki,
respectively). The highest dithiocarbamate concentration was found in a khaki
sample (7.09 mg/kg CS,). In Spain, dithiocarbamates were detected in 33.3% of the
24 analyzed khaki samples and 7.5% of peach samples (Berrada et al 2010).

None of the pesticides found in khaki, cashew and guava are authorized for
use on these crops in Brazil. Only 4 pesticides found in peach were within the
established maximum residue levels (MRL): deltamethrin (0.04 mg/kg), fenthion (0.05
mg/kg), malathion (6.0 mg/kg) and dithiocarbamate (2.0 mg/kg CS;) (ANVISA, 2012).
The levels of these pesticides found in peach were below the MRLs (Figure 10). The
use of non-authorized pesticides on Brazilian crops is a major issue in the country,
accounting for 72% of all irregularities found in Brazilian monitoring programs (Jardim
and Caldas, 2012). In order to increase the phytosanitary support given to certain
crops, the Brazilian Government recently issued new regulation in which, when
requested by the manufacturer, the MRL established for one representative crop of
the group could be extended to the entire crop group (Brazil, 2010). The crops
analyzed in this study are classified as “fruits with edible peel”, of which apple and
grape are the representative crops. The pesticides dithiocarbamates, dimethoate,
chlorpyrifos, deltamethrin, methidathion, fenitrothion, fenpropathrin, chlorothalonil and
fenthion are authorized for apple, and lambda-cyalothrin for grapes (AGROFIT,
2012). According to the new regulation, after consideration by government
authorities, these MRLs may be extended to the crops analyzed in this study.

Of the total of 67 peach fruit samples collected, over half (34 samples) were
imported from USA or Chile, and no residues were detected in 47%. However, all the
national peach fruit and the 3 frozen pulps were positive for at least one pesticide, of
which only 5 samples had authorized pesticide residues. These results were
expected as exporters are more aware of trade barriers and thus commodities are

more likely to contain fewer irregularities.
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A total of 64.8% of the positive samples contained multiple residues (Figure
12). Guava was the crop with highest percent of multiple residues (73.3%) and
cashew with the lowest (25%). Four peach samples had 7 or 8 different residues.
Sixty-one samples (37.7% of positive samples) had 2 to 6 different OP residues and
3 guava samples also contained carbamates pesticide (methomyl) residues. The
presence of multiresidues with the same pesticide mechanism of action may indicate
that good agriculture practices are not being followed (EFSA, 2010). Other reasons
may include contamination from spray drifts from neighboring plots or during crop

storage.
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Figure 12. Multiple residues found in positive samples.

Conclusion

A multiresidue method for the analysis of 46 pesticides and metabolites using
GC-FPD, GC-uECD and LC-MS/MS in khaki, cashew, guava and peach was
successfully validated. Only carbosulfan (khaki and cashew) aldicarb sulfoxide
(khaki), and dichorvos (all matrices) gave unsatisfactory validation results. The use of
ethyl acetate for extraction is preferred to acetonitrile due to its lower cost.
Additionally, this solvent is more suitable for GC analysis. Furthermore, the use of

selective detectors, such as FPD and PECD, although more time consuming, is still
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the only option in some laboratories in developing countries, due to the high
instrument and maintenance costs of a GC-MS/MS.

The results obtained in this study indicate that good agricultural practices are
not being followed by farmers in Brazil since most of the pesticides found in the
samples are not authorized for use on the crops. The fruits analyzed in this study are
highly consumed in Brazil during certain months of the year and the residue data
generated may complement Brazilian monitoring data for other crops and thus allow
more sound exposure assessments to be conducted, mainly regarding cumulative

acute exposure to organophosphorous pesticides.
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IV. AVALIACAO PROBABILISTICA DA EXPOSICAO DA POPULACAO
BRASILEIRA AOS RESIDUOS DE PESTICIDAS NA DIETA E OS RISCOS PARA
A SAUDE

1. Introducéo

O célculo da ingestdo de pesticidas por meio do consumo de alimentos é
dependente de duas bases de dados: concentracdo de residuos de pesticida no
alimento e consumo do alimento/peso corpéreo (Jardim e Caldas, 2009) .

A avaliacdo de risco cumulativo é calculada para grupo de compostos que
possuem mesmo mecanismo de acgdo toxica GMC (grupo de compostos com
mecanismo comum) (EPA, 2002). O GAC (grupo de compostos com avaliacao
comum) é um subgrupo das substancias selecionadas no GMC para refinamento
dos estudos de avaliacdo de risco. Uma vez que as substancias possuem mesmo
mecanismo de acédo, estas também possuem efeito aditivo, diferenciando apenas na
poténcia toxica (Bobbis et al., 2007). Para que o efeito toxico de cada composto
possa ser considerado, é necessario normaliza-los com relacdo ao efeito de um
composto indicador (Cl). O fator de poténcia toxica relativa (FPT) é aplicado a
concentracdo de cada composto do GAC, possibilitando considerar as diferentes
potencias toxicas de cada composto e estimar a exposicdo a todos os compostos do
grupo. O FPT é a razdo entre a poténcia tdéxica do composto indicador e do
composto do GAC (Equacao 1). Entre as exigéncias para escolha do Cl é a
existéncia de dados de estudos toxicolégicos comprovando que 0 composto possuli
uma curva dose-resposta bem definida para o mecanismo de acéo toxica (EPA
2002).

Poténcia toxica composto indicador
FPT, = — Eq. (1)
Poténcia toxican

Onde FPT, é o fator de poténcia toxica para o0 composto n em relacdo ao
composto indicador.

Para quantificar a poténcia toxica dos GAC sao utilizados resultados de
estudos toxicologicos conduzidos em animais de laboratorio. Segundo o EPA (2002),

a BMD (estimada utilizando os modelos de dose-resposta) é preferivel aos valores
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de NOAEL/LOAEL, pois estes ultimos dependem da dose selecionada no estudo.
Um bom exemplo é a BMD10, utilizada nos calculos de exposi¢cdo cumulativa aos
organofosforados e carbamatos, que representa a dose em que houve 10% de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase com relagcdo ao grupo controle. Entretanto,
guando apenas os valores de NOAEL estéo disponiveis na literatura, estes podem
ser utilizados no célculo dos fatores de poténcia toxica.

Nesta etapa do projeto foi calculada a exposicdo cumulativa da populagéo
brasileira para as classes com mesmo mecanismo de acédo toxica organofosforados
e carbamatos (aguda), piretréides (crbnica), triazéis (crbnica e aguda) e

ditiocarbamatos (cronica).

2. Metodologia

2.1 Fatores de poténcia toxica
Organofosforados e N-metilcarbamatos

Os compostos organofosforados e N-metilcarbamatos exercem seu
mecanismo de acdo tdxica apds exposicdo aguda pela inibicho da enzima
acetilcolinesterase (AChE) no sistema nervoso central e periférico (Ecobichon,
2001). A atividade da AChE no cérebro € o efeito tdxico utilizado para calcular a
poténcia toxica, entretanto, dados de inibicdo no plasma e eritrcitos podem servir
como substitutos (EPA, 2006). A Tabela 1 mostra os FPT para 0s compostos
organofosforados e carbamatos detectados nas amostras do PARA, PNCRC e
LabTox consideradas neste estudo. Alguns compostos organofosforados
encontrados nas amostras analisadas (n) ndo foram incluidos no célculo de
exposicao por ndao terem BMD10 ou NOAEL reportados na literatura: clortiofés (n=1)

heptenofds (n=1), piridafentiona (n=1), pirimifds etilico (n=4) e protiofés (n=1).
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Tabela 1. Fatores de poténcia toxica (FPT) apos exposicdo aguda calculados para
0s compostos organofosforados e carbamatos utilizando NOAEL ou BMD10,
considerando o acefato (ACE) e o metamidofés (MET) como compostos indicadores
(adaptado de Caldas et al., 2006a).

NOAEL BMD10
o o FPT FPT
Pesticida (mg/kg (mg/kg Espécie/AChE ACE  MET Fonte
pc) pc)
Acefato 0,99 Rato/Cérebro 1,00 0,08 EPA(2006)
2,5 Rato/Cérebro FAO(2002)
0,58* Rato/Cérebro FAO(2002)
Azinfos
metilico 0,86 Rato/Cérebro 1,15 0,09 EPA(2006)
Clorfenvinfés 0,5* Rato/Cérebro 1,16 0,13 FAO(1994)
Clorpirifés 1,48 Rato/Cérebro 0,67 0,05 EPA(2006)
Clorpirifés
metilico 16,2 Rato/Cérebro 0,06 0,00 EPA(2006)
Diazinona 6,24 Rato/Cérebro 0,16 0,01 EPA(2006)
Diclorvés 2,35 Rato/Cérebro 0,42 0,03 EPA(2002)
Dimetoato 0,25 Rato/Cérebro 3,96 0,32 EPA(2006)
Dissulfotom 0,07 Rato/Cérebro 14,14 1,14 EPA(2006)
Etiona 0,06* Cachorro/Cérebro 9,67 1,12 FAO(1990)
Fenitrotiona 2,5% Rato/Cérebro 0,23 0,03 FAO(2000)
Fentiona 0,24 Rato/Cérebro 413 0,33 EPA(2006)
Fentoato 1* Rato/Cérebro 0,58 0,07 FAO(1984)
Fosmete 3,56 Rato/Cérebro 0,28 0,02 EPA(2006)
Malationa 313,91 Rato/Cérebro 0,00 0,00 EPA(2006)
Metamidofos 0,08 Rato/Cérebro 12,38 1,00 EPA(2006)
0,3 Rato/Cérebro FAO(2002)
0,067* Rato/Cérebro FAO(2002)
Metidationa 0,25 Rato/Cérebro 3,96 0,32 EPA(2006)
Mevinfos 0,11 Rato/Cérebro 9,00 0,73 EPA(2006)
Monocrotofos 0,1 Rato/Cérebro 9,90 0,80 NL(2003)
Ometoato 0,09 Rato/Cérebro 11,0 0,89 EPA(2006)
Parationa i
etilica 0,5 Rato/Cérebro 5,00 0,60 EPA(1999)
Parationa
0,67 Rato/Cérebro 1,48 0,12 EPA(2006)

metilica
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NOAEL BMD10

o . FPT FPT

Pesticida (mg/kg (mg/kg Espécie/AChE ACE  MET Fonte
pc) pc)

Pirazofés 0,21* Rato/Cérebro 2,76 0,32 FAO(1992)
Pirimifés

_ 2,25 Rato/Cérebro 0,44 0,04 EPA(2006)
metilico
Profenofés 20,58 Rato/Cérebro 0,05 0,004 EPA(2006)
Triazofos 0,012* Cachorro/Eritrocitaria 48,3 5,58 FAO(2002)
Triclorfom 31,74 Rato/Cérebro 0,03 0,003 EPA(2006)
Carbamatos
Aldicarbe 0,06 Rato/Cérebro 16,50 1,33 EPA(2005)
Carbarril 1,58 Rato/Cérebro 0,63 0,05 EPA(2005)
Carbofuran 3-OH 0,15 Rato/Cérebro 6,60 0,53 EPA(2005)
Carbofurano 0,15 Rato/Cérebro 6,60 0,53 EPA(2005)
Carbosulfano 0,5 Rato/Cérebro 5,00 0,60 FAO(2003)
Metomil 0,49 Rato/Cérebro 2,02 0,16 EPA(2005)
Pirimicarbe 11,96 Rato/Cérebro 0,08 0,01 EPA(2005)

*Baseados em estudos crbnicos ou subcrdnicos;

Piretréides

A auséncia/presenga do grupo a-ciano nas moléculas dos compostos
piretréides tipos | ou Il esté relacionada com o aumento do tempo de inativagdo dos
canais de sédio voltagem dependentes apds exposi¢cdo aguda causando retardo na
repolarizacdo do neurdnio (EPA, 2011). As moléculas do tipo | permanecem um
tempo menor (20 milissegundos) gerando efeitos da Sindrome T e as moléculas do
tipo Il podem inativar por um intervalo de tempo maior (>> 200 milissegundos)
gerando os efeitos toxicos da Sindrome CS. Para os compostos esfenvarelato e
fenpropatrina estes atrasos possuem intervalo intermediario aos dos tipos | e |l
(EPA, 2011).

A avaliacdo de risco cumulativa aos piretroides foi realizada utilizando os
fatores de poténcia toxica calculados pelo EPA (2011), utilizando dados
neurocomportamentais de estudos de doses orais agudas (FOB - functional
observational battery) para estabelecer uma medida uniforme de poténcia. Entre os
46 parametros neurocomportamentais avaliados, uma analise de componentes
principais identificou 5 endpoints: temperatura corporal, tremores, convulsédo cronica,

salivacédo excessiva e reducéo de mobilidade. As doses que geraram uma mudanca
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comportamental em 20% com relacdo ao controle foram selecionadas como o limiar
para BMD (BMD20). O EPA estimou FPT para 15 piretrides considerando a
deltametrina como composto indicador.

A Tabela 2 mostra os FPT para exposi¢cdo aguda aos piretroides detectados
nas amostras consideradas neste estudo. Dois compostos encontrados nas
amostras de monitoramento (n), o etofenproxi (n=25) e a fenotrina (n=1), ambos
permitidos para uso no Brasil, ndo foram incluidos no calculo de avaliagdo

cumulativa por ndo possuirem FPT estimados.

Tabela 2. Fatores de poténcia tdxica (FPT) calculados para os compostos piretréides
utilizando BMD20 e deltametrina como composto indicador (EPA, 2011).

Pesticida BMbz0 FPT
(mg/kg pc)

Aletrina 135 0,11
Beta-ciflutrina 12,6 1,15
Beta-cipermetrina 76,3 0,19
Bifentrina 14,3 1,01
Ciflutrina 12,6 1,15
Cipermetrina 76,3 0,19
Deltametrina 14,5 1

Esfenvalerato 40,5 0,36
Fempropatrina 29 0,5
Lambda-cialotrina 8,9 1,63
Permetrina 156 0,09

Triazobis

A European Food Safety Authority (EFSA, 2009) avaliou estudos de 26
compostos da classe dos triazois, com uso permitido na Europa, com objetivo de
avaliar a possibilidade de formar grupos de compostos com avaliagdo comum. A
toxicidade durante o desenvolvimento gestacional foi o efeito toxico agudo comum
produzido por um numero apreciavel de compostos e por isso escolhido como
endpoint para avaliagbes das exposi¢cdes agudas. O efeito agudo especifico de
malformacgao craniofacial foi utilizado selecionar os compostos do grupo e a BMD5

escolhida para quantificar o efeito.
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Nos estudos cronicos o figado foi o alvo comum entre os triazéis. Os efeitos
comuns foram a hipertrofia hepética resultando em aumento do peso do figado. A
hepatotoxicidade foi escolhida como endpoint para das exposi¢cdes crbnicas e por
isso os valores de NOAEL foram escolhidos para célculo dos FPT. A Tabela 3
mostra os valores de FPT estimados pelo EFSA (2009) e que serao utilizados neste
estudo. Os compostos flutriafol (n=89), tetraconazol (n=79), metconazol (n=6) e
funquinconazol (n=1) foram encontrados nas amostras de monitoramento (n), mas
nao apresentaram os efeitos especificos selecionados pela Agéncia, e o FPT néo foi
estimado

O composto fluzilazol foi incluido na tabela 3 por ser o composto indicador
para calculo das FPT agudo. Entretanto, ndo foram encontrados residuos para este

composto nas amostras analisadas.

Tabela 3. Valores de NOAEL, BMD e FPT para exposi¢do aguda e crbnica a triazois
(EFSA, 20009).

Agudo Crbnico
Composto

BMD5, mg/kg pc dia FPT NOAEL, mg/kg pc dia FPT
Ciproconazol® 104 2,2 2 1
Difenoconazol - - 1 2
Epoxiconazol 154 15 0,8 2,5
Flusilazol® 232 1,0 - -
Miclobutanil - - 39 0,05
Propiconazol 2648 0.1 3,6 0,6
Tebuconazol - - 16 0,1

a: composto indicador utilizado para célculo dos FPT crénicos; b: composto indicador
utilizado para calculo dos FPT agudos.

Ditiocarbamatos

Os etilenobisditiocarbamatos (EBDC), subclasse dos ditiocarbamatos, podem
induzir cancer em animais de laboratério por meio do metabdlito etilenotiouréia
(ETU) (EPA, 2001a). O valor da ingestdo diaria aceitavel (IDA) foi estabelecida em
30 ug/kg pc (equivalente a 16,9 CSy/kg pc/dia) pelo IMPR (FAO, 1993) para o grupo
dos EBDCs (que inclui mancozebe e metiram), baseado no NOAEL com endpoind

para efeitos na tiredide de estudos cronicos com ratos de 4,8 mg/kg pc. O composto
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propinebe possui mesmo mecanismo de acdo, mas por meio do metabdlito
propilenotiouréia (PTU), com NOAEL de 2,5 mg/kg pc (FAO, 1993).

Atualmente, a andlise da presenca dos fungicidas ditiocarbamatos em
alimentos € realizada utilizando métodos que medem um grupo comum a todos
compostos da classe, o CS,. Esta analise ndo permite especificar qual o fungicida do
grupo esta presente na amostra. No presente estudo, seguindo metodologia de
Caldas et al. (2006b), foi considerado que a fonte de CS; encontrado nas amostras
advinha do uso de EBDCs (mancozebe ou metiram) e propinebe. Utilizando o
mancozebe como composto indicador (Cl), estimou-se o fator de poténcia tdxica

para o propinebe calculado igual a 1,92 (NOAELggpc / NOAELpropinebe)-

2.2 Dados de residuos de pesticidas

Os dados de residuos para 26 alimentos considerados neste estudo foram
obtidos a partir os dados dos programas de monitoramento de residuos de
pesticidas em alimentos da ANVISA (PARA) e do MAPA (PNCRC) a partir de 2005
(Cap. 1V), atualizados com dados de 2010 do PARA e de 2010/2011 do PNCRC; e
os dados obtidos nas analises realizadas no LabTox (Cap. V.2).

A Tabela 4 mostra um resumo dos resultados das amostras analisadas no
PNCRC (2006-2011), PARA (2005-2010) e Labtox (2010-2012) para goiaba,
péssego, caqui e caju utilizados neste estudo. Os resultados dos dados de residuos
de pesticidas para goiaba, caju e péssego na fruta toda e na polpa foram agrupados.

No total foram analisadas 13809 amostras.

Tabela 4. Dados de residuos de pesticidas em alimentos analisados pelo PARA,
PNCRC e LabTox entre 2005 e 2012.

Total % amostras % de amostras positivas

Alimento

analisado positivas DT OP CB PY TRI
Abacaxi 459 52,5 6,64 8,30 3,32 34,4 6,64
Alface 877 35,0 54,4 24,8 4,23 17,3 8,79
Arroz 496 34,1 1,18 52,1 9,47 17 46,2
Banana 634 17,0 39,8 3,70 13,9 4,63 5,56
Batata 914 34,8 0,63 95,0 nq 1,26 0,00
Beterraba 325 48,3 22,9 25,5 0,64 15,9 52,9

Caju® 43 27,9 58,3 33,3 8,33 25,0 na
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Total % amostras % de amostras positivas

Alimento

analisado positivas DT OP CB PY TRI
Caqui® 67 76,1 60,8 35,3 ng 72,6 na
Cebola 417 13,9 nq 81,0 6,90 nq 0,00
Cenoura 737 37,9 5,38 43,4 0,72 0,36 59,1
Couve 301 46,2 25,9 30,2 ng 51,1 8,63
Feijao 489 70,6 2,03 17,7 3,48 2,61 41,2
Goiaba® 58 77,6 22,2 71,1 11,1 80,0 na
Laranja 902 46,3 9,57 59,1 11,7 22,7 4,07
Limé&o® 67 64,2 nq 18,6 2,33 4,65 9,30
Maca 1763 86,2 65,6 57,8 5,59 2,57 5,00
Mamao 1460 89,7 39,7 3,06 0,15 9,01 31,9
Manga 490 33,9 6,63 4,22 nq 5,42 3,01
Meldo® 54 27,8 0,00 20,0 nqg 20,0 6,67
Morango 776 80,7 15,0 16,3 0,80 29,1 24,9
Pepino 302 63,9 18,7 44,6 2,59 16,1 5,18
Péssego® 70 77,1 57,4 61,1 1,85 63 na
Pimentéo 469 89,6 25,5 68,8 22,1 71,90 18,3
Repolho 417 15,6 nq 27,7 4,62 7,69 10,8
Tomate 884 71,3 58,1 44,4 2,54 30,5 24,9
Uva 338 81,1 27,0 11,7 0,73 32,9 76,6
TOTAL 13809 57,7 19,2 20,8 2,5 10,6 12,1

ng: resultados abaixo do limite de quantificacdo; na: classe nédo analisada; DT:
ditiocarbamatos; OP: organofosforados; CB: Carbamatos; PY: piretréides; TRI:
triazdis. a. somente LabTox; b. somente PNCRC.

Residuo equivalente

Na avaliagdo cumulativa, o residuo de um pesticida pertencente a um
determinado GAC encontrado numa amostra é calculado como o composto indicador
do GAC utilizando a Eqg. 2

Re = CaX FPT, + CoX FPT, + Cox FPTp + ... Cnx FPT, Eq. (2)
Onde,

Re = residuo equivalente do composto presente na amostra, expresso como

composto indicador, em mg/kg;
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Ca. = concentragao do composto a encontrado na amostra, em mg/kg;
FPT, = fator de poténcia do composto a em relacdo ao composto indicador;

n = nimero de compostos do mesmo GAC encontrados numa amostra.

Fatores de processamento

Alguns alimentos analisados neste estudo devem passar por algum tipo de
processamento antes de serem consumidos, que podem alterar os niveis de
residuos de pesticidas nos alimentos. Entre as formas de processamento estdo
preparar sucos, retirar a casca ndo comestivel, cozinhar, assar e fritar. O fator de
processamento (FP) é definido como a razdo entre a concentragdo do pesticida no
alimento depois de processado e a concentracdo no alimento como analisado. Este
fator € entdo aplicado ao residuo encontrado nas amostras analisadas para se
estimar o residuo nesta amostra apds o processamento (FAO, 2009).

Neste trabalho os fatores de processamento foram utilizados apenas para os
compostos organofosforados e carbamatos, por serem os mais criticos. Como o
efeito do processamento na concentracdo do residuo no alimento pode variar, 0s
FPs foram definidos em uma distribuicdo normal utilizando as funcdes logaritmica ou
logistica dependendo do tipo de processamento (de Boer e Van der Voet, 2011a).
Em uma distribuicdo do tipo logaritmica os fatores de processamento amostrados
sdo sempre entre zero e um, enquanto que na distribuicdo logistica os fatores
amostrados podem ser maiores que um. Esta dUdltima é aplicada para
processamentos que concentram o residuo, como desidratar. As distribuicbes foram
especificadas utilizando os parametros de processamento médio e 95 percentil
disponiveis para organofosforados (Van Klaveren et al 2006 apud Boon et al 2008).

A Tabela 5 mostra os valores médios e o 95 percentil desta distribuicdo para
cada processamento relevante para este estudo para todos os organofosforados e
carbamatos. A lavagem dos alimentos antes do consumo né&o foi considerada por ser

possivel que um individuo consuma o alimento sem lavar.
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Tabela 5. Fatores de processamento (FP) utilizados nos célculos de exposicao aos
organofosforados e carbamatos em alimentos.

FP
Processamento medio 95P
Descascar frutas 0,44 0,99
Descascar vegetais 0,76 0,94
Cozinhar/conserva 0,74 0,99
Assar (pao/bolo) 0,74 0,99
Desidratar 0,49 3,18
Fritar/cozinha no 6leo 0,74 0,99
Suco 0,67 0,92
Marmelada/Geléia 0,74 0,99
Molho 0,67 0,92

2.3 Dados de consumo de alimentos

Os dados de consumo dos alimentos analisados foram obtidos da POF 7 de
2008/2009 (Pesquisa de Orcamento Familiar) do IBGE (IBGE, 2012). Nesta
pesquisa participaram 55970 domicilios dos 27 estados brasileiros e o Distrito
Federal. Nesta edi¢do, 13569 domicilios foram selecionados aleatoriamente e 34003
individuos com 10 anos ou mais preencheram o formulario Bloco de Consumo
Alimentar Pessoal em dois dias ndo consecutivos para informar seu 0 consumo
individual.

De todos os individuos participantes, 33618 (98,9%) consumiram pelo menos
um dos 26 alimentos pertinentes ao estudo em pelo menos um dos dois dias néao
consecutivos. Esta populagdo tinha em média 36,1+18,3 anos (10-102 anos) e
pesava em média 64,2 £ 15 kg (19-150 kg). Destes, 53,8% eram mulheres, sendo
que 2,1% delas estavam gravidas no momento da pesquisa, 35,8% possuiam idade
entre 12 e 45 anos, e 15,9% eram adolescentes (entre 12 e 18 anos). A Tabela 6
resume o consumo dos alimentos e suas preparacdes (total de 90 alimentos e

preparacoes).
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Tabela 6. Alimentos, nimero de dias reportados, média e desvio padrdo de
consumo, segundo a POF 2008/2009 (IBGE, 2012). Em destaque, os 26 alimentos
para os quais dados de residuos estédo disponiveis.

Alimentos N° de dias Média®, Desvio,
reportados? g/dia g/dia
Abacaxi 630 160,4 171,7
Abara 9 96,1 13,5
Acarajé 47 114,9 55,1
Alface 4783 37,4 77,4
Arroz 58503 189,7 127,6
Arroz com carne seca 87 215,0 136,5
Arroz com feijao 4 69,5 0,0
Arroz com mandioca 6 194,7 102,6
Arroz com ovo 8 71,2 57,8
Arroz de cuxa 37 125,3 64,8
Arroz de leite 123 2854 136,6
Arroz doce 233 258,3 163,6
Arroz e ave 285 161,8 85,1
Ave com batata 20 150,4 110,8
Baido de dois 1670 231,0 146,8
Banana 9550 115,9 70,4
Bananada 36 43,8 23,0
Batata 4063 129,2 104,6
Batata frita 184 104,4 80,2
Batata palha 245 37,5 30,6
Beterraba 662 48,7 34,4
Bolo de arroz 121 121,6 78,7
Bolo de banana 138 118,7 63,1
Bolo de cenoura 639 102,7 64,8
Bolo de cenoura diet/light 2 60,0 0,0
Bolo de laranja 417 93,6 55,1
Bolo de laranja diet/light 5 113,9 32,0
Caju 179 270,3 310,8
Cajuina 39 319,5 148,1
Caldo de feijao 784 213,8 1443
Caldo de tomate 15 369,4 159,7

Caldo verde 32 467,2 246,9




Alimentos N° de dias Média®, Desvio,
reportados? g/dia g/dia
Caqui 161 130,9 61,9
Carne com batata 209 147,1 110,9
Catchup 73 20,4 13,6
Catchup diet/light 17 17,4 10,9
Cebola 440 26,2 27,2
Cenoura 899 49,9 39,5
Charuto de repolho 13 68,5 50,8
Couve 1057 48,6 31,7
Doces de caju 4 37,6 26,2
Doces de goiaba 561 97,4 100,8
Doces de péssego 6 66,7 16,0
Farofa de banana 58 48,7 35,9
Feijao 48440 247,9 172,4
Feijao tropeiro 310 110,7 85,7
Feijoada 530 434,1 264,0
Goiaba 398 255,8 175,0
Laranja 4354 286,8 192,0
Leite com banana 952 3151 266,9
Leite com maga 17 243,2 56,8
Leite com mamao 110 300,7 1247
Leite com morango 29 315,8 107,8
Limao 165 79,2 51,2
Maca 3953 166,4 63,2
Mamé&o 1914 205,2 114,2
Manga 1699 226,2 187,5
Melao 304 118,7 80,1
Molho de tomate 245 73,1 49,8
Morango 98 74,7 52,1
Pepino 522 29,8 33,3
Pepino em conserva 70 201,1 108,7
Péssego 180 106,4 69,9
Pimentdo 91 38,8 22,7
Puré de batata 738 121,6 61,7
Refresco de caju 761 316,8 178,4
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Alimentos N° de dias Média®, Desvio,
reportados? g/dia g/dia
Refresco de laranja 170 371,6 185,6
Repolho 1019 55,9 38,3
Repolho em conserva 9 85,2 33,3
Salada de maionese 1399 103,6 56,0
Salpicéo 91 66,8 37,8
Suco de abacaxi 1576 308,8 150,8
Suco de beterraba 45 263,2 76,0
Suco de goiaba 1210 302,0 138,4
Suco de laranja 5152 311,9 158,9
Suco de laranja e banana 4 729,2 206,3
Suco de laranja e beterraba 34 406,5 249.,6
Suco de laranja e cenoura 28 264,3 83,8
Suco de laranja, cenoura e 96 246,1 94,4
beterraba
Suco de maméo 51 233,6 89,2
Suco de manga 864 315,7 153,3
Suco de melédo 48 292,1 137,5
Suco de morango 279 319,6 171,2
Suco de péssego 113 336,0 151,6
Suco de péssego em calda 10 482,0 189,2
Tomate 5583 67,8 45,7
Tomate seco 7 32,2 6,6
Tutu 84 265,7 257,8
Uva 448 159,4 94,5
Vinagrete 417 72,1 54,2
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& dias reportados pelos 34003 individuos que responderam ao questionario de
consumo (POF 7); ® média expandida para toda populacdo brasileira, utilizando
fatores de expanséao fornecidos elo IBGE.

As 73 preparacOes reportadas na POF e utilizadas neste estudo foram
convertidas em proporcao do alimento cru. Por exemplo, a quantidade final de
cenoura em uma porcdo de bolo de cenoura consumida pelo individuo. Foram
utilizadas trés referéncias principais com preparacfes de receitas para os alimentos

avaliados neste estudo. A referéncia Alimentos Per Capita (2007) foi utilizada para
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estimar as preparacbes bolos e biscoitos, cereais, farofas, frutas, legumes,
leguminosas, massas, molhos, sobremesas e sopas. Para cada preparacdo ha os
ingredientes, as quantidades equivalentes em grama ou mililitro, 0 modo de preparo,
0 peso da porcdo pronta. Nos alimentos em que a preparacdo do alimento
consumido ndo estava bem discriminada, como por exemplo, 0 consumo de arroz
com feijao, foi utilizado o Manual de Receitas e Medidas Caseiras para Célculo de
Inquéritos Alimentares: Manual elaborado para auxiliar o processamento de dados
de inquéritos alimentares (2002). Outra fonte de informacdo utilizada nesta
estimativa foi a Tabela para Avaliacdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras
(2004). A Tabela 7 mostra as propor¢cdes dos alimentos crus presentes nas
preparacoes reportadas na POF.

Tabela 7. Proporc¢des dos alimentos nas preparagdes selecionadas neste estudo.

Alimento preparado Alimento cru Proporgéo do

alimento cru%

Abara Feijdo 30
Acarajé Feijdo 30
Arroz com carne seca Arroz 60
Arroz com feijao Arroz/feijdo 66,6/33,3
Arroz com mandioca Arroz 50
Arroz com ovo Arroz 70,
Arroz de cuxa Arroz 90
Arroz de leite Arroz 33
Arroz doce Arroz 62,5
Arroz e ave Arroz 50
Ave com batata, inhame, batata baroa Batata 19
Baido de dois Arroz/feijao 22,5/22,5
Bananada Banana 48,2
Batata frita Batata 91,4
Batata palha Batata 91,4
Bolo de arroz Arroz 66
Bolo de banana Banana 29
Bolo de cenoura Cenoura 15
Bolo de laranja Laranja 11,5




Alimento preparado

Alimento cru

Proporcéo do

alimento cru%

Cajuina

Caldo de feijdo

Caldo de tomate

Caldo verde

Carne com batata, inhame, batata baroa
Catchup

Charuto de repolho

Doces de caju

Doces de goiaba

Doces de péssego

Farofa de banana

Feijao tropeiro

Feijoada

Leite com banana

Leite com maca

Leite com maméo

Leite com morango
Salada de maionese
Molho de tomate

Pepino em conserva

Puré de batata

Refresco de caju
Refresco de laranja
Salpicdo

Suco de abacaxi

Suco de beterraba

Suco de goiaba

Suco de laranja

Suco de laranja e banana
Suco de laranja e beterraba
Suco de laranja e cenoura
Suco de laranja, cenoura e beterraba
Suco de maméo

Suco de manga

Caju
Feijao
Tomate
Batata/couve
Batata
Tomate
Repolho
Caju
Goiaba
Péssego
Banana
Feijao
Feijao
Banana
Maca
Mamao
Morango
Batata/cenoura
Tomate
Pepino
Batata
Caju
Laranja
Batata
Abacaxi
Beterraba
Goiaba
Laranja

Laranja/banana

Laranja/beterraba

Laranja/cenoura

Laranja/cenoura/beterraba

Mamao

Manga

129,2
100,0
63,5
53,3/24,4
19
97
10
50,1
50,1
57,3
50
60
29,2
25,0
30,0
30,0
30,0
27/30
150
100
61,0
19,5
13
14
40
30
30
37,1
50/20
70/30
75/30
75/15/15
50
30
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Alimento preparado Alimento cru Proporcéo do

alimento cru%

Suco de melao Meléo 52
Suco de morango Morango 50

Suco de péssego Péssego 50
Suco de péssego em calda Péssego 26,8
Tomate seco Tomate 300

Vinagrete Cebola/pimentdo/tomate 12,0/5/18
Tutu Feijao 26,7

2.4 Célculo da exposicao probabilistica a pesticidas na dieta

Esta etapa do estudo foi realizada em colaboragcdo com o National Institute for
Public Health and the Environment da Holanda (RIVM), com sede em Bilthoven. O
calculo exposicao pelo método probabilistico foi realizado utilizando o software
MCRA 7.1 (Monte Carlo Risk Assessment) desenvolvido pelo RIVM e Biometrics
(Wageningen University and Research Center), uma ferramenta computacional
elaborada para avaliar o risco de uma populacdo exposta a substancias quimicas,
por meio da dieta, baseado em dados de monitoramento (de Boer e Van der Voet,
2011) (Figura 1). O programa tem funcionamento remoto por pessoas autorizadas.

‘ uzer |jardimal
Name:
......... WAGENINGEN

e Ty Password:

MCRA: Monte Carlo Risk Assessment

Probabilistic modelling of chemical intake from food

MCRA quantifies dietary exposure to chemicals as a distribution
by combining data on food consumption with data on concentrations of chemicals in foods.

Analyze your own or shared data on consumption and chemical concentrations.
Main features of MCRA are:

« Data selection from e-platform of MS Access databases, or from a simple MS Excel table
 Conversion of food-as-eaten to food-as-measured, model for brand loyalty

¢ Quantification of short-term exposure (personday intake) for acute risk assessment

« Quantification of long-term exposure (usual intake) for chronic risk assessment

« Relative contributions of foods to the total exposure/intake

* Modelling of exposure/intake as a function of covariates, e.g. age and gender
 Modelling of concentrations, including medels for nondetects and unit variabilicy

« Modelling of food processing effects

+ Uncertainty analysis

e For acute risks comparison with external peint estimates

Current version is MCRA 7.1

If you are interested in using MCRA please fill in the registration form or contact Jacob van Klaveren , RIVM

MCRA is a program for Monte Carlo Risk Assessment, developed for RIVM by WUR/Biometris to facilitate RIVM's tasks for the national food safety authority ( VWA ) and for cooperation in international
projects ( EFSA , EC Research ). MCRA started in the context of the Dutch Programme far the Quality of Agricultural Products ( KAP ).

Publications and reports using MCRA

Figura 1. Pagina inicial do MCRA (https://mcra.rivm.nl/).
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O MCRA utiliza o modelo estocastico de Monte Carlo para calcular a
exposicdo onde cada simulacdo é uma combinacdo de tiragens aleat6rias entre
valores de consumo do banco de dados de consumo diério individual e valores do
banco de dados de concentracdo de residuos para os alimentos consumidos. No
presente estudo as estimativas foram realizadas a partir de 1.000.000 de
simulagBes. A exposicdo é ajustada para o peso corpéreo do individuo e expressa
em mg/kg pc/dia. Na distribuicdo dos valores de exposi¢do individuais é possivel
selecionar os percentis usados para acessar o risco, comparando a IDA ou ARfD do
composto indicador.

O MCRA disponibiliza varias possibilidades estatisticas de tratamento dos
dados, algumas das quais sao realcadas neste texto. As opg¢des escolhidas foram
sugeridas pelos colaboradores do RIVM, e uma discussdo detalhada destas
ferramentas esta fora do escopo deste trabalho.

A figura 2 ilustra as 4 etapas principais utilizadas no MCRA:

1- Data selection — selecéo dos bancos de dados de consumo e residuos, e 0
composto indicador a ser avaliado. Também ¢é possivel selecionar
subgrupos para exposi¢cdo como sexo, idade e peso.

2- Specify Model - na escolha do modelo é especificada qual exposi¢do sera
avaliado (aguda ou crbnica), o numero de simulacdes entre dados de
consumo e residuos, uso ou nao de fatores de processamento e a
escolha, para as amostras com resultados abaixo do LOQ, a substituicéo
por zero ou uma fragédo do LOQ;

3- Set and Run - escolha dos percentis da curva de distribuicdo a serem
reportados pelo modelo.

4- View output - nesta etapa é possivel verificar os resultados.
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Other Versions File Manager

WAGENINGEN [NEH User Settings Log File

user: jardimal
festeti ) 2 % Logout

Contact Help / Documentation

MCRA 7.1 : Monte Carlo Risk Assessment
New Project L—amd\) f N n "‘) f ]

Current: docallpop doc doc
On: 11/28/2012 6:01:45 AM 11/28/2012 6:08:48 AM 11/28/2012 6:09:48 AM

Database Data Ready Model Ready Run Options Ready

Status: [ Kill job |
Progress 10%. Estimated endtime

8:12 AM

Figura 2. Menu central do MCRA.

Neste estudo, todos os alimentos analisados s&o incluidos para um
determinado grupo de compostos e foram considerados no calculo da ingestao,
mesmo alimentos com nenhum resultado positivo. Neste caso, o residuo foi

considerado como 0, com excegéo dos ditiocarbamatos (1/2 LOQ).

Exposicdo aguda
A exposicado aguda foi estimada para os organofosforados e carabamatos,
piretrides e triazbis. O modelo basico para calcular a exposi¢do aguda é dado pela

equacéao 3 (de Boer e Van der Voet, 2011)

Yho1 Xijk Cij

Onde,

Expj € a exposi¢do do individuo i no dia j (ug/kg pc);

Xjjk € 0 consumo do individuo i no dia j do alimentos k (g);

Cix € a concentracédo da substéancia no alimento k, consumido pelo individuo i
no dia j (mg/kg);

pci € o peso corporeo do individuo i (kg);

p € o numero de alimentos considerados no calculo.

Exposicado cronica

A exposicado cronica foi estimada para os triazois e ditiocarbamatos. Na
exposic¢ao cronica o valor de cij na equagao 3 € substituido por ¢, que representa a
média da concentragdo do pesticida encontrada em todos alimentos analisados. O

MCRA disponibiliza quatro modelos para avaliar a exposi¢cdo cronica: o modelo
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betabinomial-normal, o modelo logistico normal-normal; o modelo discreto/semi-
paramétrico e o modelo de médias individuais observadas, que normalmente
superestima a estimativa (de Boer e Van der Voet, 2011). Neste estudo utilizou-se o
modelo betabinomial-normal, com transformacao log dos dados para ajustar melhor
os dados a normalidade. Os dados de consumo individual obtido da POF 2009/2010
se referem ao que foi reportado por dois dias ndo consecutivos. O MCRA assume 0
mesmo numero de dias para cada individuo, logo dias sem consumo de determinado

alimento é considerado como zero.

Incerteza

As simulacdes foram realizadas para a populacédo geral e grupos especificos
da populacdo, e os percentis P50 a P99,99 das distribuicbes geradas foram
reportadas. A distribuicdo de bootstrap caracteriza a incerteza em cada percentil
devido a incerteza da amostragem dos dados originais. O objetivo é criar uma base
de dados bootstrap do mesmo tamanho dos dados originais de consumo e
concentracdo com reposicao dos dados originais. Repetindo este processo varias
vezes é produzida uma distribuicdo de bootstrap para cada percentil e construido
seu intervalo de confianca (de Boer e Van der Voet 2011). O nimero de iteracdes
para cada bootstrap € definido na reamostragem dos bootstrap, que deve ser menor
gue o de simulacfes para diminuir o tempo do processo computacional. O programa
MCRA apresenta o resultado final como os percentis de 2,5, 25, 75 e 97,5 da curva
de distribuicdo da incerteza para cada percentil de ingestdo. Os valores
correspondentes ao 2,5 e 97,5 foram utilizados como o intervalo superior e inferior
da incerteza da exposicdo. A Tabela 8 mostra os parametros das simulacbes

realizadas pelo programa para todos os grupos de compostos.

Tabela 8. Parametros do MCRA utilizados para estimativa da exposigéo.

Parametros Exposicdo aguda Exposicao
cronica
Simulagbes 1.000.000 1.000.000
Bootstraps 500 100
Reamostragem dos 200.000 100.000

boostraps
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2.5 Caracterizacao do risco da exposicao

A caracterizagdo do risco da exposicao cumulativa aguda para 0os compostos
organofosforados e carbamatos, piretroides e triazoéis, e crénica para os triazéis foi
realizada comparando diferentes percentis de exposicdo aguda ou cronica estimada
pelo MCRA com as ARfDs ou IDA dos compostos indicadores para cada GAC.

A caracterizagdo do risco para 0s compostos ditiocarbamatos foi realizada
segundo Caldas et al. (2006b), com base na expectativa de uso dos compostos
ditiocarbamatos no Brasil. O uso de mancozebe ou metiram é autorizado em 34
culturas e o de probinebe em 8 culturas (ANVISA, 2012). Tiram e metam sodio sao
autorizados somente para uso no solo e/ou sementes e residuos de CS, advindo do
uso destes compostos ndo sédo esperados nos alimentos. Levando em conta este
panorama, dois cenarios de exposicdo foram avaliados. No primeiro cenario, 100%
do CS; encontrado nas amostras analisadas vieram do uso de EBDCs (mancozebe
ou metiram), e a exposicao estimada pelo MCRA em cada percentil foi comparada a
IDA de EBDC 16,9 CS,/kg pc/dia (FAO, 1993). No segundo cenario, foi considerado
gue 70% dos residuos de CS; encontrados na amostra provém do uso dos EBDCs e

30% do uso de propinebe (Eq. 4).

% IDA 70%eBDC + 30%ps = (ingestdo x 0,7 + ingestdo x 0,3 x 1,92)/IDAespc EQ. (4)

Para todos os grupos, risco pode existir se a ingestdo estimada exceder o
parametro toxicoldgico (ARfD ou IDA), ou % IDA ou ARfD > 100 (IPCS, 2009).

3. Resultados e discusséao

3.1 Organofosforados e carbamatos

A Tabela 9 mostra os resultados da avaliagéo de exposi¢cdo cumulativa aguda
a organofosforados e carbamatos quando utilizados os fatores de poténcia tdxica
calculados com o acefato e metamidofés como composto indicador (Cl) para a
populacdo geral e adolescentes. Em todos cenarios considerados, a ingestao
ultrapassou a ARfD no intervalo superior de P99,9. Nos calculos utilizando o acefato

como ClI, a estimativa da ingestao representou 120% da ARfD e 148% da ARfD para
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adultos e adolescentes, respectivamente, enquanto que para o metamidofos este
percentual chegou a 118%. Independente do CI utilizado, a estimativa para
adolescente foi maior que para adultos. No percentil de 99,99, todas as estimativas
de ingestdo média ultrapassaram a ARfD. Estes resultados indicam que o alto
consumo de alimentos altamente contaminados pode representar um risco a saude.

Este € um evento agudo, que pode ocorrer eventualmente na vida de um individuo.

Tabela 9. Percentis da distribuicio de ingestdo aguda cumulativa de
organofosforados e carbamatos utilizando o acefato e metamidofés como compostos
indicadores

Percentil Acefato (ARfD=100 pg/kg pc?) Metamidofés (ARfD=10 pg/kg pcP)

Ingestao, pug/kg pc %ARTD, Ingestéo, pg/kg pc %ARTD,
(IC) média (IC) média

Populacéo geral (10 a 104 anos)
50 0 (0-0) 0 0 (0-0) 0
90 0,1116 (0,09-0,14) 0,11 0,009148 (0,01-0,01) 0,09
95 0,4341 (0,34-0,57) 0,43 0,03617 (0,03-0,05) 0,36
99 3,831 (2,59-6,17) 3,83 0,3238 (0,22-0,58) 3,2
99,9 55,32 (12,72-120,4) 55,32 4,256 (1,16-10,1) 42,5
99,99 207,7 (35,1-288,4) 207,7 15,92 (3,31-24,31) 159
Adolescentes (12-18 anos)
50 0 (0-0) 0 0 (0-0) 0
90 0,1047 (0,08-0,14) 0,1 0,008567 (0,01-0,01) 0,08
95 0,419 (0,32-0,56) 0,42 0,03473 (0,03-0,05) 0,34
99 4,036 (2,71-7,66) 4,04 0,3544 (0,23-0,63) 3,5
99,9 65,33 (14,18-148) 65,3 5,129 (1,29-11,79) 51,3
99,99 230,2 (40,82-349,4) 230 20,18 (3,69-27,75) 202

IC= intervalo inferior (2,5%) e superior (97,5%) do intervalo de confianca (95%)
fornecido pelo bootstrap;  FAO, 2005; > FAO, 2002

Num outro estudo conduzido no Brasil com apenas nove alimentos e dados
de disponibilidade de alimentos no domicilio, Caldas et al. (2006b) estimaram que a
ingestédo para criangas ultrapassou a ARfD no limite superior do P99,9 em 83% e
242% quando utilizados metamidofos e acefato como CI, respectivamente. A ARfD
utilizada para o acefato foi 50 pg/kg pc, valor que foi atualizado pelo JIMPR em 2005
para 100 pg/kg PC.
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No estudo conduzido por Boon et al. (2008) na Holanda, o acefato foi o CI
para organfosforados (ARfD de 50 pg/kg pc) e o oxamil para os carbamatos
(ARfD=9 pug/kg pc), avaliados separadamente. A estimativa de ingestdo para
organofosforados ultrapassou a ARfD na média de ingestdo do P99,9 para criancas
em 14%. Para os carbamatos, a estimativa ficou abaixo da ARfD do oxamil em todos
0s percentis avaliados. Caldas et al.(2006b) e Boon et al. (2008) também utilizaram o
software MCRA para estimar a ingestéo.

No estudo conduzido pelo EPA (2006), o calculo probabilistico da ingestédo
dos organofosforados utilizou o metamidofés como composto indicador e o software
DEEMFCID (Dietary Exposure Evaluation Model-Food Commodity Index Database)
para estimar a ingestdo. O EPA utiliza a Margem de Exposicao (MOE) para
caracterizar o risco, que € definida como a razao entre a referéncia toxicoldgica e a
estimativa da exposicdo. Para pesticidas, valores de MOE abaixo de 100 podem
indicar risco. A MOE ficou abaixo de 100 nas estimativas de ingestao para criangas
entre 1-2 anos e 3-5 anos e para adultos (acima de 20 anos) no P99,5.

O arroz foi o alimento que mais contribuiu com a ingestdo cumulativa de
organofosforados e carbamatos (Figura 3), tanto para a populacdo geral quando
para os adolescentes (mais que 50%), seguido da laranja (até 21% para a
populacdo geral para o metamidofés como composto indicador). No estudo de
Caldas et al. (2006a), o alimento que mais contribuiu para ingestdo foi o tomate,
entretanto nesta avaliacdo dados de residuos de pesticidas ndo estavam disponiveis
para o arroz, alimento essencial na dieta do brasileiro. No presente estudo, o
consumo de arroz inclui também 10 diferentes preparacdes e o consumo de laranja
inclui suco de laranja, suco de laranja com outras frutas (banana/beterraba/cenoura),

refresco de laranja e bolo de laranja.
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Figura 3. Os dez alimentos que mais contribuiram para ingestdo de
organofosforados e carbamatos (em porcentagem) pela populacdo geral e
adolescentes; metamidofos (a - b) e acefato (c - d)

3.2. Piretroides

A Tabela 10 mostra a estimativa da exposicdo cumulativa aguda aos
piretroides. No P 99,99 a ingestéo representou 15% da ARfD para a populacéo geral
e 18,6% da ARfD para adolescentes, indicando que os piretrdides presentes nos
alimentos ndo representam risco mesmo para aqueles que consomem grandes
guantidades dos alimentos avaliados. Nesta estimativa ndo foram aplicados fatores
de processamento de alimentos tornando o resultado mais conservador.

O EPA (2011) publicou o primeiro relatorio sobre avaliacdo da exposicao
cumulativa para piretroides por meio do consumo de alimentos utilizando a
metodologia probabilistica (software DEEMFCID). Nao foram aplicados fatores de
processamento de alimentos. Os resultados mostraram que o menor valor de MOE
obtido foi 2300, no P99,9 da distribuicdo de estimativa de ingestdo para criancas
menores que um ano. Segundo o relatério o risco associado a ingestdo de

piretroides estimado para criancas e adultos ndo é preocupante.
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Tabela 10. Percentis da distribuicdo de ingestdo cumulativa aguda de piretréides
tendo deltametrina como composto indicador (ARfD=10 pg/kg pc; EPA, 2011)
Populacéao geral Adolescentes (12-18 anos)

(10-104 anos)
Percentis Ingestao, ug/kg pc %ARfD, Ingestao, ug/kg pc  %ARID,

(1C) meédia (1C) meédia
50 0 (0-0) 0 0 (0-0) 0
90 0,001125 (0-0) 0,01 0 (0-0) 0
95 0,01142 (0,01-0,02) 0,11 0,01065 (0,01-0,02) 0,11
99 0,08253 (0,06-0,11) 0,83 0,08142 (0,06-0,11) 0,81
99,9 0,4596 (0.35-0,59) 4,6 0,4791 (0,35-0,6) 4,79
99,99 1,512 (1,15-2,22) 15,1 1,859 (1,19-2,31) 18,6

IC= intervalo inferior (2.5%) e superior (97.5%) do intervalo de confianca (95%)
fornecido pelo bootstrap

As contribuicbes dos alimentos para estimativa da ingestdo de inseticidas
piretréides mostraram-se mais distribuidas quando comparada aos organofosforados
e carbamatos. Ainda assim, arroz, feijao e laranja continuam entre os alimentos que
mais contribuiram (Figura 4). No estudo conduzido pelo EPA (2011) os alimentos

gue mais contribuiram foram alface, maca e espinafre.

Populagao geral Adolescentes
Uva, 3.5 Outros, Uva, 3.55 Outros,
. . 11.07 Morango,
Banana\ "3 Laranja, Mamék 13_1g
53\ Feifio, 115 457_ Feifio,

Alface,
4.86

Banana
Arroz, 10.7 '
Couve, 6.08 Laranja, Arroz, 12.2

17.1 —— 18.9

Alface, 6.3

11.9

Figura 4. Os dez alimentos que mais contribuiram para ingestdo total (em
porcentagem) de piretréides pela populacdo geral e adolescentes usando como a
deltametrina como composto indicador
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3.3 Triazois

A Tabela 11 apresenta as estimativas da ingestdo cumulativa aguda a triazos
por mulheres em idade reprodutiva (12-45 anos) e mulheres gravidas. A escolha
destas subpopulacdes esta relacionada ao efeito agudo considerado, mal formacéo
craniofacial do feto que pode ocorrer durante a gestacdo. A ingestdo maxima em
todos cenérios avaliados representou um maximo de 45% da ARfD do composto
indicador (5 pg/kg pc).

Tabela 11. Percentis da distribuicdo de ingestdo aguda cumulativa dos triazois por
mulheres em idade reprodutiva e gravidas tendo como composto indicador o
fluzilazol (ARfD=5 pg/kg pc; EFSA, 2009).

Mulheres (12-45 anos) Mulheres gréavidas

Percentil Ingestdo, pg’kg PC %ARfD, Ingestdo, pg/kg PC  %ARID,

(1C) meédia (IC) meédia
50 0 (0-0) 0 0 (0-0) 0
90 0 (0-0) 0 0 (0-0) 0
95 0 (0-0) 0 0 (0-0) 0
99 0,02877 (0-0,06) 0,58 0,03079 (0,01-0,06) 0,62
99,9 0,7107 (0,08-1,54) 14,21 0,7348 (0,08-1,44) 14,7
99,99 2,272 (0,23-3,48) 45,43 2,073 (0,29-2,73) 41,5

IC= intervalo inferior (2,5%) e superior (97,5%) do intervalo de confianca (95%)
fornecido pelo bootstrap

O consumo de arroz contribuiu com cerca de 70 % da ingestdo cumulativa

aguda de triazois e o feijao com cerca de 15% (Figura 5).
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Figura 5. Os seis alimentos que mais contribuiram para ingestdo total (em
porcentagem) de triazOis (exposi¢cdo aguda) por mulheres entre 12-45 anos e
gravidas usando o fluzilazol como composto indicador.

As estimativas da ingestdo cumulativa crénica aos triazbis sdo apresentados
na Tabela 12. O maior valor de %IDA média foi obtido para adolescentes no P 99,99
(1,128%). Este resultado mostra que a possibilidade de risco pela ingestdo cronica

de triazdis é muito baixa.

Tabela 12. Percentis da distribuicdo de ingestdo cumulativa crénica dos triazois pela
populacdo geral e adolescentes usando o ciproconazol como composto indicador
(IDA =20 ug/kg pc/dia; EFSA, 2009).

Populacéo geral Adolescentes

Percentil Ingestdo, pg/kg pc/dia  %IDA, Ingestao, ug/kg pc/dia %IDA,

(1C) média (1C) média
50 0,012 (0,002-0,027) 0,07 0,016 (0,002-0,038) 0,08
90 0,035 (0,005-0,071) 0,17 0,040 (0,005-0,099) 0,20
95 0,045 (0,007-0,094) 0,22 0,051 (0,006-0,131) 0,26
99 0,028 (0,012-0,161) 0,36 0,083 (0,009-0.219) 0,41
99,9 0,122 (0,020-0.289) 0,61 0,143 (0,016-0,389) 0,72
99,99 0,192 (0,031-0,498) 0,96 0,226 (0,022-0,60) 1,13

IC= intervalo inferior (2,5%) e superior (97,5%) do intervalo de confianca (95%)
fornecido pelo bootstrap

O consumo de arroz contribuiu com cerca de 80% da ingestéo total de adultos
e adolescentes. O feijdo contribuiu com cerca de 5% e o mamado com 7% na

populacao geral.
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Figura 6. Os seis alimentos que mais contribuiram para ingestdo cumulativa cronica
(em porcentagem) de triaz6is (exposicdo aguda) pela populacdo geral e
adolescentes usando o ciproconazol como composto indicador.

Van Klaveren et al. (2010) estimaram a exposi¢ao cumulativa aguda e crbnica
aos triazois utilizando dados de residuos e de consumo de alimentos de paises da
Unido Européia e o software MCRA. A estimativa para mulheres em idade
reprodutiva (12-45 anos) foi calculada utilizando dados de monitoramento e de LMR
para uma combinacdo alimento/pesticida e fatores de variabilidade de residuos de
3,6, parametros bem mais conservadores que os utilizados neste estudo. O
resultado mostrou que a partir do P90 a estimativa da ingestéo ja ultrapassa a dose
de referéncia aguda (ARfD) quando o LMR foi usado. O maior valor encontrado de
exposicao foi para a populacdo de mulheres da Holanda onde a estimativa de
ingestdo no P99,99 ultrapassou a ARfD em mais de 5000%. A ingestdo cronica
atingiu um méaximo de 0,6 pg/kg pc/dia, principalmente pelo consumo de banana,

tomate e abacaxi.

3.4 Ditiocarbamatos

A Tabela 13 apresenta os percentis da estimativa de ingestao cronica de CS,
e a caracterizacdo do risco nos dois cenarios propostos. No primeiro, onde todo o
CS, encontrado nas amostras de alimentos teve a origem apenas do uso dos
EBDCs, a %IDA calculada no P99,99 foi 56,5% e 68,4% para a populacao geral e
adolescentes, respectivamente. No segundo cenario, em que foi considerado 30%
do CS;, como proveniente do propinebe, %IDA calculada (P99,99) foi 72,1% e 87,3%

para a populacao geral e adolescentes, respectivamente.



141

Tabela 13. Percentis de distribuicdo da ingestdo crénica de CS, pela populacéo
geral e adolescentes

Percentis Ingestéo CS;, %IDA, %IDA
pg/kg pc 100 % EBDC 30% propinebe
Populacéo geral (10-104 anos)
50 1,246 (1,232-1,257) 7,4 9,41
90 2,533 (2,506-2,57) 15,0 19,1
95 3,097 (3,058-3,149) 18,3 23,4
99 4,512 (4,451-4,619) 26,7 34,1
99,9 6,927 (6,65-7,138) 41,0 52,3
99,99 9,543 (8,816-10,86) 56,5 72,1 (66,6 — 82,0)
Adolescentes (12-18 anos)
50 1,391 (1,365-1,415) 8,2 10,5
90 2,878 (2,81-2,964) 17,0 21,7
95 3,535 (3,434-3,662) 20,9 26,7
99 5,216 (5,007-5,456) 30,9 39,4
99,9 8,02 (6,622-8,504) 47,5 60,6
99,99 11,56 (10,3-12,64) 68,4 87,3 (77,8-95,4)

IC= intervalo inferior (2,5%) e superior (97,5%) do intervalo de confianca (95%)

fornecido pelo bootstrap

No calculo da estimativa de ingestdo crénica de CS, as amostras com
resultados abaixo do limite de quantificacdo (LOQ) foram considerados com LOQ/2 e
nao foram aplicados fatores de processamento. Estas condicbes tornam as
estimativas mais conservadoras. Os ditiocarbamatos s&o substancias bastante
instiveis e podem degradar-se rapidamente na forma de CS, e ETU e PTU
(etilenotiouréia e propilenotiouréia) durante o processamento do alimento.
Adicionalmente, os ditiocarbamatos sédo pesticidas nao-sistémicos e por isso,
processamento como lavar e descascar reduz significativamente a sua
concentracao.

No estudo conduzido no Brasil por Caldas et al. (2006b), a ingestado foi
estimada utilizando dados de residuos de CS, e dados de disponibilidade de
consumo para 11 alimentos. No 99,99 percentil, as %IDA foram 31,1%, (100%
EBDCs) e 39,7% (30% propinebe).
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Arroz e feijao juntos foram os alimentos que contribuiram para mais de 70%
da estimativa de ingestdo tanto para a populacdo geral como para adolescentes
(Figura 6). A laranja também aparece, mas com percentual em torno de 6%. Em
Caldas et al. (2006b), que também inclui dados de arroz e feijdo, os alimentos que

mais impactaram a ingestao foram o tomate (24%), arroz e maca (20% cada).

Maméio Alface, Batata, Manga, Tomate, Alface,

‘ : Outros
Tomat 2.20 , ,
Batata. Manga 150 ‘'omate, 1.14 _ Outros, 2.08 1.16 _ Abacaxi, _0.78 242
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Laranja,

Laranja,
6.36

Arroz, 36.7 5.83 Arroz, 38.3

Populagao geral Adolescentes

Figura 7. Os dez alimentos que mais contribuiram para ingestdo cumulativa crénica
(em porcentagem) dos ditiocarbamatos (expresso como CS;) pela populacao geral e
adolescentes.

Conclusao

Para as classes de compostos piretréides, triazéis e ditiocarbamatos, a
ingestao ficou abaixo do parametro toxicologicamente seguro para a populacéo geral
e subpopulacdes (adolescentes, mulheres em idade reprodutiva ou gestantes)
avaliadas. Para os compostos organofosforados e carbamatos, o limite superior do
P99,9 da distribuicdo da ingestdo ultrapassou a ARfD, indicando um potencial risco
para os consumidores de grandes quantidades de alimentos contaminados. De
maneira geral, os alimentos que mais contribuiram para as estimativas da ingestao

foram o arroz, feijao e a laranja.
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CONCLUSOES FINAIS

Dados de monitoramento de residuos de pesticidas de programas
governamentais no Brasil mostraram que as classes de pesticidas mais presentes
nas 13.809 amostras de 22 alimentos analisadas foram os ditiocarbamatos (41,6%)
e os organofosforados (30,7%). Cerca de 8% das amostras positivas tinham até
quatro pesticidas da mesma classe quimica, principalmente organofosforados
(18,4%) e triazois (16,1%), indicando a necessidade de se avaliar a exposicao
cumulativa dos compostos destas classes.

Os programas governamentais, porém, nao incluiram algumas frutas
consumidas em grandes quantidades em alguns periodos do ano, como caqui,
péssego, caju e goiaba. O alto consumo de um alimento num Unico dia pode
representar um risco agudo da exposi¢cao aos pesticidas presentes. Para preencher
esta lacuna, um método multirresiduos para andlise de 46 compostos pertencentes
as classes dos organofosforados, carbamatos e piretroides por GC-FPD-UECD e LC-
MS/MS foi satisfatoriamente validado e utilizado na analise de amostras destas
frutas. Das 238 amostras analisadas para estes compostos e também para o0s
ditiocarbamatos, 61,1% apresentaram pelo menos um pesticida analisado,
principalmente da classe dos ditiocarbamatos. A grande maioria das amostras
positivas apresentou residuos de pesticidas ndo autorizados para a cultura,
indicando que as boas praticas agricolas ndo estdo sendo obedecidas no pais.

A metodologia probabilistica foi aplicada no célculo das estimativas de
exposicdo cumulativa aguda e crbénica aos residuos de pesticidas por meio da dieta
utilizando dados de monitoramento e de consumo de alimentos para individuos a
partir de 10 anos de idade. Para as classes de compostos piretréides, triazois e
ditiocarbamatos, a ingestdo ficou abaixo do parametro toxicologicamente seguro
para a populacdo geral e subpopulacbes avaliadas. Para 0s compostos
organofosforados e carbamatos, o limite superior do P99,9 da distribuicdo da
ingestao ultrapassou a ARfD, indicando um potencial risco para os consumidores de
grandes quantidades de alimentos contaminados. De maneira geral, os alimentos
gue mais contribuiram para a ingestao foram o arroz e o feijdo, que compdem a base
da alimentacdo do brasileiro, e a laranja, a segunda fruta mais frequentemente

consumida no pais.
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A avaliacdo de risco da exposicdo de pesticida na dieta deste estudo
representou um grande avango com relagdo aos estudos anteriores conduzidos no
Brasil, que utilizaram um numero limitado de alimentos e dados de disponibilidade de
alimentos no domicilio para estimar o consumo. Primeiramente, a exposi¢ao incluiu
26 alimentos para os quais dados de residuos estavam disponiveis, e 73
preparacdes que continham estes alimentos, refletindo os principais alimentos
consumidos pela populagdo. Adicionalmente, o estudo utilizou dados de consumo
individual, que reflete o que é realmente consumido pela populacdo, ndo o que esta
disponivel. Finalmente, este € o primeiro estudo no Brasil a avaliar a exposi¢cao
cumulativa as classes de compostos triazéis e piretréides. Estudos semelhantes sé
foram conduzidos pela autoridade de seguranca alimentar da Comunidade Europeia
(EFSA) e pela agéncia ambiental dos Estados Unidos (EPA).

Uma limitacao importante deste estudo, também identificada nos anteriores, é
a auséncia de dados de consumo individual para criangas, principalmente na faixa
de 0-6 anos de idade. Esta populacdo € mais sensivel & exposicdo aos pesticidas
por estarem em fase de desenvolvimento, principalmente do sistema neuroldgico,
gue é sensivel aos organofosforados, carbamatos e piretroides. Adicionalmente, as
criancas possuem um consumo de alimentos por peso corporeo superior a de
adultos. E essencial que as autoridades governamentais e pesquisadores da area
sensibilizem o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) para a inclusao
desta populacdo na proxima pesquisa de consumo alimentar a ser realizada no pais,
que ocorrera provavelmente em 2014-2015.

Os resultados deste trabalho podem ser usados pelas autoridades
governamentais, principalmente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), para auxiliar nas decisbes de autorizacdo de registro de um novo
ingrediente ativo ou da inclusdo de novas culturas no rotulo de produtos ja
existentes. E importante que somente substancias com baixa toxicidade sejam
autorizadas para uso em arroz e feijao, ja que qualquer residuo presente pode ter
impacto importante na ingestdo. Ademais, um maior nimero de amostras destes
alimentos deve ser coletado para analise no ambito dos programas de
monitoramento de residuos de pesticidas para auxiliar na fiscalizagdo das boas
praticas agricolas no campo e gerar novos dados de residuos para atualizacdo das

estimativas de ingestao.
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Os alimentos de producdo organica sdo uma alternativa aos produzidos de
acordo com a agricultura convencional, que utiliza pesticida. Entretanto, os alimentos
organicos possuem custo elevado e por isso ndo sdo acessiveis a todos,
principalmente, as populacées economicamente menos favorecidas. Além do que a
oferta destes alimentos ainda é limitada.

E importante ressaltar que os beneficios associados ao consumo de
alimentos contendo residuos de pesticidas, principalmente frutas e legumes, séo
superiores aos eventuais riscos. Por fim, uma dieta balanceada e diversificada
continua sendo a melhor estratégia para evitar a exposicdo excessiva a algumas

substancias quimicas presentes em determinados alimentos.



