Rev Inst Adolfo Lutz
ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Avaliacdo da contaminacdo de amostras de soja com
residuos de agrotdxicos pelo método QuEChERS
acetato com analise por meio de CLAE-EM/EM

Evaluation of the soy samples contamination with
pesticides residues by using QuEChERS acetate
methodology and applying LC-MS/MS analysis

RIALA6/1657

Adherlene Vieira GOUVEA™, Maria Helena Wohlers Morelli CARDOSO!, Lucia Helena Pinto BASTOS!,
Cristiane BARATA-SILVA?, Armi Wanderley da NOBREGA!, Silvana do Couto JACOB!

*Endere¢o para correspondéncia: 'Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Satde (INCQS),
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Av. Brasil, 4365, Manguinhos, Rio de Janeiro, R], Brasil, CEP: 21040-900.
E-mail: adherlene.gouvea@incgs.fiocruz.br; adherlene@gmail.com

*Escola Nacional de Saude Publica (ENSP), Fundag¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)

Recebido: 21.10.2014 - Aceito para publicagdo: 08.06.2015

RESUMO

O presente estudo teve por finalidade avaliar a situagdo atual do consumo de alimentos a base de soja
disponiveis no mercado em relagio a presenca de residuos de agrotoxicos. A metodologia foi validada para
efetuar a determinacdo de 122 residuos de pesticida na matriz soja e de 124 substancias na matriz extrato
soluvel de soja. As curvas analiticas estudadas nas duas matrizes apresentaram linearidade na faixa de
trabalho analisada (0,002 a 0,200 pg.mL-1). A exatiddo e a precisaio em dois niveis de fortificagao
apresentaram valores de 70 % a 119 % de recuperagdo e de CV (%) de 1 a 18. O Limite de Quantificagdo
(LQ) apresentou resultados satisfatérios (0,005 a 0,215 mgkg-1 matriz soja e 0,006 a 0,028 mg.kg-1
matriz extrato soluvel de soja) em relagdo aos Limites Maximos de Residuo (LMRs) quando
existentes. Para realizar o estudo, foram selecionadas 42 amostras de soja e materiais a
base de soja. As amostras foram adquiridas, no periodo de 2011 a 2012, em estabelecimentos comerciais
na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Esta avaliacdo exploratéria de contaminagido evidenciou
o uso inapropriado dos agrotdxicos ciprodinil, pirimifés-metilico, ciazofamida e butéxido de piperonila
na soja e de estar em desacordo com a legislacao vigente.

Palavras-chave. soja, agrotdxicos, estudo de validagéo, cromatografia liquida, espectrometria de massas.
ABSTRACT

This study aimed atassessing the current status of the consumption of soy-based foods available at
market regarding to the presence of pesticide residues. The methodology was validated for determining
122 pesticides residues in the matrix soybean and 124 in the matrix of soluble soy extract. The analytical curves
studied in the two arrays showed linearity in the evaluated zone (0.002 to 0.200 ug.mL-1). The accuracy and
precision of two fortification ranges exhibited recovery values of 70 % - 119 %, and CV (%) values from 1 to 18.
The limit of quantification (LQ) showed satisfactory results (0.005 to 0.215 mgkg-1 matrix of soybeans
and 0.006 to 0.028 mg.kg -1 matrix of soluble soy extract) regarding to the maximum residue limits (MRLs)
when they occur. Forty-two soy and soy-based samples were randomly selected for this study. The samples
were acquired in the period from 2011 to 2012 at commercial establishments located in the metropolitan area
of Rio de Janeiro. This study evidenced the contamination of soybeans with pesticides residues as cyprodinil,
pirimiphos-methyl, cyazofamid, and piperonyl butoxide, indicating their inappropriate use and being
noncompliant to the legislationin force.

Keywords. soybeans, pesticides, validation studies, liquid chromatography, mass spectrometry.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) pertence
a familia das Papilonaceas e a subordem das
leguminosas. E uma planta herbécea cujos grios
sao ricos em proteinas (38 %) e lipidios (18 %).
A soja é rica em proteinas de boa qualidade,
possui acidos graxos poliinsaturados e fibras.
Também ¢ uma excelente fonte de minerais
como cobre, ferro, fosforo, potassio, magnésio,
manganés e vitaminas do complexo B'.

A soja contém uma classe de fito-hormonios
(hormonios de origem vegetal) conhecida como
isoflavonas ou isoflavondides que é de grande
importancia para a saude feminina, além de
também apresentar caracteristicas antioxidantes®*.

A soja pode ser consumida em graos,
porém a sua maior utilizagio é na produgio
de derivados caseiros ou industrializados.
Os principais alimentos a base de soja sdo:
6leo, extrato hidrossoluvel de soja, queijo (tofu),
farinha, proteina texturizada de soja e broto
de soja. Esses também se fazem presentes em
formulas de alimentacdo infantil e nutricdo
enteral®®.

A soja tem sido destacada na preven¢ao
do cancer, de doengas cardiovasculares, como
antioxidante e como fonte proteica para dietas
enterais. O uso nessas dietas esta associado ao
alto valor nutritivo, boa tolerancia e baixo custo.
No entanto, deve existir atengdo quanto a
seguranca desses alimentos, pois os organismos
desses pacientes ja estio debilitados em funcao
da doenga existente’.

Aratjo e Menezes® apresentam, em seu
estudo, o desenvolvimento de duas formulagdes
com o extrato hidrossoluvel de soja na sua
composi¢do para ser usado na nutricao enteral®.
Barros e colaboradores®, em estudo investigativo,
relatam que existe um intenso uso da proteina de
soja em muitos alimentos, inclusive em férmulas
infantis e de nutrigdo enteral®. Segundo o estudo
realizado por Cortez e colaboradores’, bebidas
ou sucos a base de extrato de soja foram
considerados uma boa alternativa na alimentagio
em substituicdo ao leite de vaca por pediatras e
nutricionistas vinculados a hospitais publicos do
Municipio de Sao Paulo no ano de 2005°.
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Atualmente, o Brasil é o segundo maior
produtor mundial de soja, atrds apenas dos
Estados Unidos. Na safra de 2013/2014, a
producao nacional foi de 85,656 milhdes de
toneladas com 30,135 milhdes de hectares em
area plantada. A produgdo esperada para 2015
¢ de aproximadamente 95 milhdes de toneladas
com 31 milhdes de hectares em drea plantada®.
O Mato Grosso é o estado brasileiro maior
produtor com 87,7% da produgdo nacional e
28,6% da area colhida''%.

A crescente produ¢ao de soja no Brasil,
de quase 260 vezes, no transcorrer de apenas
quatro décadas determinou uma cadeia de
mudangas sem precedentes na historia do pais.
Junto com o trigo, foi esta leguminosa a grande
responsavel pelo surgimento da agricultura
comercial no Brasil e, também, pela modificacdo
e pelo enriquecimento da dieta alimentar dos
brasileiros®.

A Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria Soja (EMBRAPA SOJA) iniciou
em 1985 um programa para incentivar a
utiliza¢gdo de soja na alimentagdo humana.
Este promove atividades de desenvolvimento
de novas tecnologias, diferentes receitas,
publicacao de livros e folhetos informativos
sobre os mais variados assuntos referentes a
soja na alimentagao™.

O Brasil atua como o maior consumidor
de agrotoxicos do mundo com um consumo de
700 mil toneladas, gerando uma receita anual de
US$ 7 bilhoes™.

A grande e crescente utilizagao
dessas substancias tem gerado uma série de
preocupagdes no que se refere a contaminagdo
dos alimentos e aos danos causados a saude.
Atualmente, estudos cientificos vém detectando
a presenca de residuos de agrotdxicos em:
amostras de sangue humano, no leite materno
e em alimentos em geral consumidos pela
populagdo brasileira's.

E estabelecido para cada agrotdxico,
o limite maximo de residuo permitido (LMR),
que corresponde a quantidade maxima da
substancia ativa ou afim, oficialmente aceita
no alimento, em decorréncia da aplicagdo
adequada numa fase especifica, desde sua
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produgdo até o consumo, expresso em partes
(em peso) por milhdo de partes de alimento
(em peso) (mg.kg™)".

Na literatura mundial, os agrotoxicos
de acordo com a classe quimica a que pertencem
e ao tipo de exposi¢do, tém sido relacionados
a diversos efeitos nocivos a saude. Podendo
causar desde dermatites até alguns tipos de

canceres'®. Dentre outros principais efeitos
nocivos destacam-se, a teratogenicidade, a
desregulacio  endocrina, a neurotoxicidade,

os efeitos adversos na reprodu¢do humana e no
sistema imunoldgico®.

A Lei n° 9.974, de 6 de junho de 2000,
que altera a Lei de Agrotoxicos e Afins n° 7.802,
de 11 de julho de 1989, estabelece que os
agrotoxicos somente podem ser utilizados no
pais se forem registrados em O&rgiao federal
competente, de acordo com as diretrizes e
exigéncias dos orgdos responsaveis pelos setores
da saude, do meio ambiente e da agricultura®.

Os trés orgaos envolvidos no registro de
agrotoxicos: Ministério da Saude (MS), Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
e Ministério do Meio Ambiente, através do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), tém suas
competéncias estabelecidas no Decreto n° 4.074",
de janeiro de 2002 que regulamentou a lei de
agrotoxicos'’.

Dentre outras competéncias, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
na representagdio do MS, é responsavel pela
avaliagdo e classificagdo  toxicologica  dos
agrotoxicos e, junto com o MAPA, pelo
monitoramento dos residuos de agrotoxicos e
afins em produtos de origem vegetal.

Os agrotéxicos permitidos relacionados
a diferentes culturas, para uso no pais, estdo
definidos nas monografias autorizadas
pela ANVISA apés o resultado da avaliagdo
e reavaliacdo toxicologica dos ingredientes
ativos destinados ao uso agricola, domissanitario
e nado agricola como ambientes aquaticos e
preservante de madeira®..

Com o objetivo de avaliar os niveis de
residuos de agrotdxicos em alimentos, a ANVISA,
em 2001, iniciou um programa denominado

Programa de Anadlise de Residuos de
Agrotoxicos (PARA). Com base nos resultados
desse monitoramento ao longo dos anos, os
principais problemas encontrados sdo a presenga
de agrotoxicos em niveis acima do LMR e a
utilizagdo de agrotoxicos ndo autorizados (NA)
para a cultura®.

O MAPA, em 31 de dezembro de 2008,
através da Instrugdo Normativa n° 42*, instituiu
o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Vegetal
(PNCRC/Vegetal). Este programa tem por
objetivo a inspecdo e a fiscalizagdo, com o
controle dos fatores de qualidade e a seguranga
higiénico-sanitdria dos produtos de origem
vegetal, seus subprodutos e derivados de valor
econoémico. Os resultados desse monitoramento
sdo publicados anualmente no Diario Oficial
da Unido (DOU), especificados por Unidade
Federativa e apontam os mesmos problemas
encontrados no monitoramento do PARA*.

O IBAMA, que é o responsavel em
analisar as implicagbes do agrotdxico no meio
ambiente, publicou um novo instrumento de
gestdo publica e informagdo para a sociedade
sobre quais sido os produtos mais usados, onde
estdo sendo comercializados e os indices de
toxicidade ao meio ambiente dos principios ativos
autorizados. O relatério é uma obrigatoriedade
legal estabelecida no artigo n° 41 do Decreto
n° 4.074 de 2002'"*.

Segundo o primeiro relatério, o glifosato
e seus sais, a cipermetrina, o o6leo mineral,
o Oleo vegetal, o enxofre, o 2,4-D, a atrazina,
o metamidofds, o acefato e o carbendazim foram
os 10 ingredientes ativos (IA) mais comercializados
no Brasii em 2009 em ordem decrescente
respectivamente, e representaram 76,45% do total
comercializado®.

A problematica da utilizagdo de
agrotoxicos na agricultura no Brasil pode
ser separada em duas situagdes: a primeira
refere-se a presenca de residuos de agrotdxicos
ndo autorizados para a cultura, mas com o
ingrediente ativo (IA) permitido para outras
culturas, e a segunda refere-se a presenca de
residuos de agrotoxicos proibidos no Brasil
ou que nunca foram registrados no pais.

227



Gouvéa AV, Cardoso MHWM, Bastos LHP, Barata-Silva C, Nobrega AW, Jacob SC. Avaliagdo da contamina¢do de amostras de soja com residuos
de agrotoxicos pelo método QUEChERS acetato com andlise por meio de CLAE-EM/EM. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2015;74(3): 225-38.

Esta ultima situagdo é a de maior gravidade para
a saude publica, visto que ndo existem estudos
toxicologicos sobre seus efeitos, registrados e

reconhecidos pelos orgiaos regulamentadores
nacionais.
O programa PARA, realizado pela

ANVISA desde 2001, nao contempla a soja e
os alimentos a base de soja. Ja o plano
PNCRC/Vegetal realizado pelo MAPA agrega
apenas a soja em grdos como objeto de a¢ao
e nem sempre as analises previstas sdo realizadas
assim como evidenciado em seus resultados
publicados anualmente. Com relagio aos
ingredientes ativos mais utilizados descritos
no relatério do IBAMA?*, sete (glifosato e seus
sais, cipermetrina, enxofre, 2,4-D, metamidofos,
acefato e carbendazim) sdo permitidos para o
uso na cultura da soja que foi considerada uma
das principais culturas pelo IBGE em 2014".

Considerando-se 0 numero de
agrotoxicos utilizados na pratica agricola,
os métodos de analise empregados atuam na
determinagdo simultanea de diversos analitos
compreendidos em distintas classes em apenas
uma analise. Estes métodos sido denominados
“multirresiduos™.

O método multirresiduo denominado
QuEChERS (“Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe”) tem como vantagens o fato de
ser rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e
seguro. Diversas modificagbes foram realizadas
ao longo do tempo desde seu desenvolvimento
em 2003 por Anastassiades e colaboradores™.
Estas modificagdes possuem o objetivo de
ter aplicagdo em diversas matrizes, com
altos percentuais de recuperagio (>85%)
de substincias de diferentes polaridades
e volatilidades e redugio da quantidade de
solventes organicos utilizados®.

Em virtude das diversas
agrotoxicos permitidos com
caracteristicas fisico-quimicas, varias técnicas
analiticas vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de se obter uma maior velocidade
de resposta e resultados analiticos confidveis e
com rastreabilidade.

A espectrometria de massas em
conjunto com a separacdo cromatografica é

classes de
diferentes
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uma técnica analitica de grande importancia
para a identificacdo de substincias presentes
em uma amostra. Ela fornece o tempo de retengao,
a relagdo massa/carga (m/z) e informagdes sobre
a abundéincia dos ions da fragmentagdo das
substancias ionizadas®.

A técnica cromatografica esta entre
os principais métodos fisico-quimicos de
separagdo, especialmente em analises de

substancias presentes em matrizes complexas,
como os alimentos, por apresentar alto grau
de precisio e resposta. Agrotoxicos volateis e
estaveis termicamente sdo determinados por
cromatografia gasosa com detectores seletivos®.

No entanto, a nova geragdo de
agrotoxicos que vem surgindo das classes
das carboxiamidas, quinazolinas, pirimidinas,

tiazdis, carbamatos, neonicotindides e morfolinas
sao pouco volateis, termolabeis e polares e
por isso a cromatografia liquida de alta
eficiéncia  acoplada a  espectrometria  de
massas (CLAE-EM) ou “High Performance
Liquid Chromatography-Mass  Spectrometry”
(HPLC-MS) ¢ a técnica que vem sendo aplicada
com sucesso para determinagdo dessas classes
de substancias em diferentes matrizes assim
como em alimentos™.

O desenvolvimento e o posterior
aprimoramento das técnicas de cromatografia
liquida de alta eficiéncia e a espectrometria
de massas sequencial representam um grande
avango da tecnologia e inovagdo na darea da
quimica  analitica. ~ Essa  técnica  possui
caracteristicas apropriadas para a andlise de

residuos de agrotoxicos devido a sua
grande sensibilidade, rapidez de andlise e,
principalmente, por fornecer a identidade

das substancias analisadas, ou seja, ¢ também
uma técnica de confirmagio™®.

Em vista do aumento da utilizacio da
soja e seus derivados na alimentacdo humana
com énfase em populacdes especificas como
criangas, pessoas debilitadas, homens, mulheres e
idosos, torna-se importante a avaliacio desses
alimentos quanto a contaminagdo de residuos de
agrotdxicos. Esta importdncia se refere a garantia
do direito do consumidor as informacoes
confiaveis a cerca dos alimentos comercializados.
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Nesse contexto, o desenvolvimento do
estudo teve por finalidade avaliar a situagdo
atual do consumo desses alimentos disponiveis
no mercado em rela¢do a presenca destes residuos.

MATERIAL E METODOS
Equipamento

Neste estudo, foi utilizado um cromatégrafo
liquido de |ultra eficiéncia (Waters, EUA)

modelo ACQUITY UPLC™ equipado com um
sistema binario de bombas, injetor automatico,
degaseificador e forno para a coluna. A coluna
utilizada para a separagdo cromatografica foi
a de fase reversa, Alltima™ C, com 5 pm
de tamanho de particula, 3,2 mm de diametro
interno e 150 mm de comprimento (Grace, EUA).
A pré-coluna utilizada foi o cartucho Security
Guard C,,, com 4 mm de diametro interno e
3 mm de comprimento (Phenomenex, EUA).
Foi utilizado o detector de massas sequencial
(Waters, EUA), modelo Quattro Premier XE™,
equipado com uma fonte de ionizagdo
Electrospray  Ionization (ESI)  (Z-Spray™),
operando no modo positivo e estagdo de trabalho
MassLynx™ Versao 4.1.

Condi¢oes Operacionais

As condi¢cbes operacionais utilizadas
no cromatdgrafo liquido foram o volume
de injecdo de 5 pL, a vazao da fase movel
constante de 0,3 mL.min’, a temperatura do
forno da coluna constante de 40°C, a temperatura
do compartimento das amostras constante de
8 °C e o tempo total de corrida de 38 min.
Na eluicao por gradiente, as fases moéveis utilizadas
no estudo foram a fase denominada A, composta
por formato de amoénio 5 x 10° molL' com
10% de metanol e a fase denominada B, composta
por metanol.

As condi¢cbes operacionais utilizadas
no espectrometro de massas sequencial foram
voltagem do capilar de 0,98 kV, temperatura
da fonte ESI* em 120 °C, a temperatura do gas
de dessolvatagdo (N,) de 400 °C, o fluxo do gas do
cone (N,) de 50 L.h"", o fluxo do gds de dessolvatagdo
(N,) de 800 L.h" e a pressaio do gds de colisdo
(Argonio) de 3,5 x 10 mbar.

Outros Equipamentos Utilizados

Outros equipamentos utilizados para
a realizagio do trabalho foram: balangas
analiticas modelos XP205 e AG245 (precisao de 5
casas decimais) fabricante Mettler Toledo (EUA),
agitador modelo MS3 Digital e processador de
sOlidos modelo M20 fabricante IKA (EUA),
banho ultrassom modelo 2510RMTM fabricante
BransonUltrasonics (EUA), centrifuga modelo
T16 fabricante Beckman, liquidificador industrial
modelo 36BL55 fabricante Ametek (EUA) e
unidade de evaporagdo com fluxo de nitrogénio
modelo ReactiTherm III ReactiVap III fabricante
Thermo Fisher Cientific (EUA).

Os gases utilizados para o estudo foram
o nitrogénio e o argbnio com pureza maior que
99,995 % € 99,999 %, respectivamente.

Reagentes, solventes, solugdes e acessorios

Os reagentes e solventes utilizados para
o desenvolvimento do trabalho foram o acetato
de etila grau residuo, o acetato de sodio grau
para analise, a acetona grau residuo e o dacido
acético glacial grau cromatografia liquida,
fornecidos pela TEDIA (EUA), a acetonitrila
grau cromatografia liquida, o formato de amonio
grau para andlise e o sulfato de magnésio anidro
grau para andlise, fornecidos pela Sigma-Aldrich
(EUA), a agua desionizada, o detergente Extran®
alcalino grau para analise, fornecido pela Merck
(EUA), o metanol grau espectrometria de
massas, fornecido pela JT Baker (EUA), a amina
primaria- secundaria (“primarysecondaryamine”
- PSA) grau para anadlise, fornecida pela Varian
(EUA). A unidade filtrante, fornecida pela
Millex (EUA), utilizada possuia as seguintes
especificagdes: unidade filtrante GV em polietileno
com membrana Durapore® com 0,22 um de
poro, 13 mm, ndo estéril. As solugdes estoques
dos agrotéxicos foram preparadas a partir
dos padroes de agrotoxicos adquiridos do
Dr. Ehrenstofer (Alemanha), com certificado
de andlise e grau de pureza superior a 95 %,
diluidos em acetato de etila e metanol
dependendo da solubilidade de cada substancia.

As solugdes estoque foram preparadas
na concentragio nominal de 100 pg.mL’,
de acordo com a pureza definida no seu certificado
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e a aplica¢ao pretendida. A partir dessas solugdes
foi preparada uma mistura na concentragdo
nominal de 1 ug.mL"'. Com essa mistura foram
preparadas todas as solucdes de trabalho nas
seguintes concentragdes nominais: 0,002; 0,004;
0,008; 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,1 € 0,2 ug.mL™".

Valida¢ao do método

Foram selecionadas cento e quarenta
e quatro substancias para a valida¢io do método
de acordo com a utilizacdo permitida na cultura
da soja, a disponibilidade do laboratério e a
aplicagdo na técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial.

O método foi validado para a determinagéo
de 122 substincias (85 % do total) na matriz
soja e 124 (86 % do total), na matriz extrato
soluvel de soja.

12 Etapa

Amostras

Foram selecionadas para a realizagdo
do estudo, quarenta e duas amostras de soja
e a base de soja. Dentre elas, cinco amostras de
soja em graos, seis de farinha de soja, onze
de proteina de soja, duas de férmula infantil
a base de proteina isolada de soja, nove de
extrato liquido de soja e nove de extrato em pd
de soja. As amostras foram adquiridas no
periodo de 2011 a 2012, em estabelecimentos
comerciais na regido metropolitana do Rio
de Janeiro.

Analise
A Figura 1 apresenta o método
QuEChERS acetato utilizado para analise

das amostras solidas e a Figura 2 apresenta
o método utilizado para as amostras liquidas.

Adicionar 3 mL
H20 e Agitar

2g de Amostra
Solida

15 mL Acetonitrila
1% Acido Acético

Agitar

Agitar
centrifugar

6 g Sulfato de
Magnésio + 1,5 g
Acetato de Sédio

-

y

22 Etapa
Agitar <| |7
centrifugar
[T —
1mL | 100 mg Sulfato de 2ml
Sobrenadante Mag”ei'% iy 50 mg sobrenadante
Reconstituir
E — | N

Figura 1. Método QUEChERS acetato utilizado para a extra¢do das amostras sélidas
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12 Etapa

" 159 de Amostra 5| 15mL Acetonitrila
Liquida 1% Acido Acético

Agitar Agitar

centrifugar

6 g Sulfato de
Magnésio + 1,59
Acetato de Sodio

-

22 Etapa

Agitar
centrifugar

1mL | 100 mg Sulfato de
Magnésio + 50 mg
Sobrenadante § PSA

2ml
sobrenadante

l

Evaporar _—

Reconstituir
1mL MeOH

Figura 2. Método QUEChERS acetato utilizado para a extragdo das amostras liquidas

Parametros definidos no processo da validag¢ao
para avaliacao dos resultados das amostras

A confirmagdo da presenca de uma
substancia em uma amostra de acordo com
o DG SANCO?* ¢ garantida segundo o
atendimento a alguns critérios. O tempo
de retengdo (TR) da substancia na amostra nao
deve ultrapassar uma tolerancia de + 2,5 %
do tempo de reten¢do da substidncia no padrio
analitico, a razao da intensidade do ion
selecionado para confirmagdo em relagdo ao
fon selecionado para quantificacio  deve
possuir uma tolerancia permitida de + 30%
e deve existir a presenca confirmada de dois
ions da fragmentagdo da substancia na amostra.
Estes parametros foram definidos para 122
substancias (85 % do total) estudadas na matriz
soja e 124 (86 % do total) na matriz extrato
soluvel de soja.

RESULTADOS

Valida¢ao do método

As curvas analiticas estudadas nas duas
matrizes apresentaram R* > 0,95 (matriz soja
de 0,9643 a 0,9999 e matriz extrato soluvel de
soja de 0,9616 a 0,9974) e r > 0,98 (matriz soja
de 0,9820 a 1,0000 e matriz extrato soluvel
de soja de 0,9806 a 0,9987), regressao linear
significativa (p <0,001) e homogeneidade dos
residuos (a = 0,05) na faixa de trabalho estudada
(0,002 a 0,200 pg.mL'). Quanto ao efeito
matriz, foi observado que trinta e cinco (24 %)
substancias possufam tal interferéncia para a
matriz soja e cinco (3 %) para a matriz extrato
soluvel de soja. A exatidao e precisio em dois
niveis de fortificagdio (matriz soja de 0,01 e
0,2 mgkg' e matriz extrato solivel de soja de
0,01 e 0,03 mgkg') apresentaram valores
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de 70 a 119 % de recuperagdo e CV(%) 1 a 18
dentro dos critérios estabelecidos de 70 a 120 %
de recuperagio e CV(%) < 20 para as duas
matrizes. Os limites de quantificagao apresentaram
resultados satisfatorios (0,005 a 0,215 mgkg'
matriz soja e 0,006 a 0,028 mg.kg' matriz extrato
solivel de soja) em relagio aos LMRs quando
existentes. O limite de quantificacdo foi definido
como sendo a menor concentra¢ido adicionada
na matriz que obteve resultado satisfatério para
os pardmetros de linearidade, exatiddo, precisdo
e uma relacdo S/R maior que 10.

Parametros definidos no processo da validac¢ao
para avaliacao dos resultados das amostras

Na Tabela 1 encontram-se relacionados
os resultados para oito substincias na matriz soja e
na Tabela 2 para a matriz extrato soluvel de soja.

Analise das amostras

Na Tabela 3 encontram-se os resultados
encontrados nas amostras.

Do universo de quarenta e duas amostras
analisadas, foram  encontrados resultados
positivos de residuos de agrotoxicos confirmados
em 28 amostras (67 % do total de amostras).
Destas vinte e oito amostras, trés sao liquidas
(11 %) e o restante é solido (89 %). Dentre as
amostras solidas, foram encontrados residuos
de agrotéxicos nas férmulas infantis a base de
proteina isolada de soja com ferro para lactentes.
Este produto contém a proteina isolada de soja
como um dos seus principais ingredientes.

Foram encontrados  residuos  de
carbendazim em 18 amostras, de pirimifds-
metilico em 10 amostras, de ciprodinil em 7
amostras, de butdxido de piperonila em 2 amostras,

Tabela 1. Pardmetros de acordo com os critérios DG SANCO?*(2011) para oito substancias validadas na matriz soja

Equagao de Regressao L e -
=hxaan Média £2,5% Medfa Tolerincia = L2240 LMR
. y = do TR Razio L. de LQ )
Ne Substancia b TR . Permitida . " Soja
8 . (min) de ITons (mg.kg") ot
Coefic. Coefic. (min) Permitido  Ions (%) Permitido (mg-kg")
Linear Angular
1 Carbendazim 7527 5441 10,24 0,26 7,00 30 2,10 0,010 0,50
2 Ciazofamida -6512 1943 15,74 0,39 10,59 30 3,18 0,011 P
3 Ciprodinil -6363 3655 17,31 0,43 1,09 30 0,33 0,010 P
4 Butoxido de Piperonila 42645 21680 18,39 0,46 3,57 30 1,07 0,010 NR
5  Piraclostrobina -21332 6081 16,85 0,42 0,73 30 0,22 0,010 0,10
6  Pirimifés-Metilico -6847 7465 17,31 0,43 1,43 30 0,43 0,010 P
7 Tetraconazol 134 2963 15,50 0,39 1,76 30 0,53 0,005 0,10
8 Triazofds -28735 13600 15,40 0,39 4,22 30 1,27 0,010 0,02

Legenda: NR: Substincia que ndo possui registro no pais; P: Substancia permitida para outras culturas e ndo permitida para a soja

Tabela 2. Pardmetros de acordo com os critérios DG SANCO?* (2011) para oito substancias validadas na matriz

extrato soluvel de soja

1 Carbendazim 12486 4841 10,25
2 Ciazofamida 1055 1400 15,74
3 Ciprodinil 7790 2597 17,31
4  Butoxido de Piperonila 56195 20821 18,40
5  Piraclostrobina -380 4719 16,85
6  Pirimifds-Metilico 5387 5681 17,31
7  Tetraconazol 3645 2338 15,50
8  Triazofds 25913 8673 15,40

0,26
0,39
0,43
0,46
0,42
0,43
0,39
0,39

6,98
11,15
1,12
3,65
0,75
1,42
1,64
4,21

30
30
30
30
30
30
30
30

2,09
3,34
0,34
1,09
0,22
0,43
0,49
1,26

0,013
0,014
0,013
0,014
0,013
0,013
0,006
0,013

0,50

NR

0,10

0,10
0,02

Legenda: NR: Substancia que ndo possui registro no pais; P: Substancia permitida para outras culturas e ndo permitida para a soja
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Tabela 3. Resultados encontrados nas amostras

Alimento com soja e polpa de manga
Alimento com soja rico em vitaminas e célcio

Alimento com soja sabor manga

Extrato de soja concentrado

Extrato de soja isento de lactose e colesterol

Extrato de soja

Extrato de soja. P6 para preparo de bebida a base de soja

Farinha de soja torrada integral

Farofa a base de soja

Farofa de soja
Farofa pronta de soja
Fibra de soja

Formula infantil a base de proteina isolada de soja

Formula infantil a base de proteina isolada de soja

Graos de soja descascados

Leite de soja - extrato de soja

P6 para preparo de bebida a base de extrato de soja

Proteina de soja fina escura

Proteina de soja texturizada média

Proteina texturizada de soja fina (PVT ou PTS)
Proteina texturizada de soja fina (PVT ou PTS)
Proteina texturizada de soja fina escura
Proteina texturizada de soja fina escura
Proteina texturizada de soja fina escura
Proteina texturizada de soja fina escura
Proteina texturizada de soja granulada
Salgadinho de soja natural

Soja partida descascada

PO < Foosoe R ARAANE - mmmmmm m S > > X

g 0 9w ZZce-o 0O O & oI

—

cC NN H

AA
Jg)

Carbendazim
Ciprodinil
Tetraconazol
Carbendazim

Ciazofamida
Ciprodinil
Piraclostrobina
Tetraconazol
Triazof6s
Piraclostrobina
Pirimif6s-Metilico
Carbendazim
Pirimifés-Metilico
Carbendazim
Butoxido de
Piperonila
Pirimifés-Metilico
Carbendazim
Ciprodinil
Pirimif6s-Metilico
Carbendazim

Carbendazim

Carbendazim
Carbendazim
Ciprodinil
Carbendazim

Butéxido de
Piperonila

Pirimif6s-Metilico
Ciprodinil
Ciprodinil

Carbendazim
Ciprodinil
Carbendazim
Pirimif6s-Metilico
Carbendazim
Pirimif6s-Metilico
Carbendazim
Pirimif6s-Metilico
Carbendazim
Carbendazim
Pirimif6s-Metilico
Carbendazim
Carbendazim

Pirimif6s-Metilico

0,042
0,025
0,010
0,022
0,491
0,026
0,032
0,033
0,020
0,029
0,031
0,102
0,015
0,207
0,125
1,331
0,037

0,063
0,068

0,072
0,019
0,017

0,151
0,041

0,246
0,070

0,694
0,035
0,027

0,133
0,034
0,015
0,011

0,021
0,018
0,022
0,075

0,239

0,151
0,013

0,035
0,356
0,071

0,50

0,10
0,50

0,10
0,10
0,02
0,10

0,50

0,50
NR

0,50

0,50
0,50

0,50
0,50

0,50
NR

P
P
P

0,50
P
0,50
NR

0,50
P
0,50
P

0,50

0,50
P

0,50
0,50
P

Satisfatério
Concentragio< LMR

Insatisfatorio
Presenca de Ciprodinil

Satisfatorio
Concentragdo< LMR

Insatisfatorio
Presenca de Ciazofamida e
Ciprodinil

Insatisfatorio
Presenca de Pirimif6s-Metilico

Satisfatorio

Concentragio< LMR
Insatisfatorio

Presenca de Pirimif6s-Metilico
Insatisfatorio
Presenca de
Butdxido de Piperonila e
Pirimif6s-Metilico
Insatisfatorio
Presenga de
Ciprodinil e
Pirimif6s-Metilico
Satisfatorio

Concentracio< LMR
Satisfatorio

Concentragio< LMR
Satisfatorio

Concentragdo< LMR
Insatisfatorio
Presenca de Ciprodinil
Satisfatorio

Concentragdo< LMR
Insatisfatorio

Presenca de
Butoxido de Piperonila e
Pirimif6s-Metilico
Insatisfatorio

Presenca de Ciprodinil
Insatisfatorio

Presenca de Ciprodinil
Insatisfatorio
Presenca de Ciprodinil

Insatisfatorio
Presenca de Pirimif6s-Metilico
Satisfatério

Concentljaféoﬁ_ LMR

Insatisfatorio

Presenca de Pirimifos-Metilico
Satisfatorio

Concentracio< LMR
Insatisfatorio

Presenga de Pirimif6s-Metilico
Satisfatorio
Concentragdo< LMR
Insatisfatorio
Presenca de Pirimif6s-Metilico
Satisfatorio

Concentragio< LMR
atistatorio

Concentragio< LMR
Insatisfatorio

. le Pirimifés-Metli

Legenda: NR: Substancia que nao possui registro no pais; P: Substancia permitida para outras culturas e nao permitida para a soja
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de piraclostrobina em 2 amostras, de tetraconazol
em 2 amostras, de ciazofamida em 1 amostra e
de triazofés também em uma amostra.

O resultado foi satisfatéorio para 12
amostras (43 % do total de 28 amostras) em
relacdo a presenca de residuos de agrotoxicos
confirmados.  Apenas um  residuo, de
carbendazim, foi encontrado nessas amostras e a
concentragdo encontrada estava abaixo do LMR
(LMR 0,5 mgkg')*. Doze amostras foram
insatisfatorias pela presenca de apenas um
residuo ndo permitido para a cultura da soja
(5 amostras com ciprodinil e 7 amostras com
pirimifés-metilico). E quatro amostras foram
insatisfatorias pela presenca de 2 residuos nio
permitidos (ciazofamida e ciprodinil em 1 amostra,
ciprodinil e pirimifés-metilico em 1 amostra e
butéxido de piperonila e pirimifés-metilico em
2 amostras).

Das 28 amostras analisadas, foram
encontrados pelo menos um residuo de
agrotdxico, dentro no escopo estudado, em
18 amostras (64 % do total), dois residuos de
agrotoxicos em 7 amostras (25 % do total),
trés residuos de agrotéxicos em 2 amostras
(7 % do total) e cinco residuos de agrotoxicos
em apenas 1 amostra (4 % do total).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Com  esse estudo foi  possivel
evidenciar a presenca de diferentes residuos de
agrotoxicos como o ciprodinil (ndo permitido),
o tetraconazol (permitido), o carbendazim
(permitido), o pirimifés-metilico (ndo permitido),
a ciazofamida (nado permitido), a piraclostrobina
(permitido), o triazofés (permitido) e o butéxido
de piperonila (ndo registrado) nas amostras
avaliadas de alimento com soja, extrato de soja,
farinha de soja, farofa a base de soja, fibra de
soja, formula infantil a base de proteina isolada
de soja, graos de soja, proteina de soja, proteina
texturizada de soja e salgadinho de soja.

O fungicida ciprodinil, da classificagao
toxicologica III, encontrado em sete amostras,
inclusive em uma das formulas infantis, nio
¢ permitido para o uso na cultura da soja,
porém, é permitido para batata (0,05 mg.kg"),
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para cebola (0,05 mg.kg"), para maga (1 mgkg")
e para o tomate (0,5 mgkg')*. Segundo a
Agéncia de Protegio Ambiental dos Estados
Unidos da América (US Environmental Protection
Agency - US EPA), em estudos realizados com
exposicao ao ciprodinil, ndo hd evidéncias de
efeitos mutagénicos ou carcinogénicos®'.

O tetraconazol encontrado em duas
amostras, porém com concentragdes abaixo do
LMR de 0,1 mg.kg"*, é classificado pelo US EPA
como possivel carcinogénico ao homem, com
base na ocorréncia de tumores do figado
de camundongos machos e fémeas. O figado e os
rins sdo os principais érgaos alvo do tetraconazol®.

O  carbendazim,  agrotdéxico  mais
encontrado nas amostras, inclusive no extratos
soluveis de soja e nas duas férmulas infantis,
causa aberragdes cromossOmicas e desregulacao
enddcrina do sistema reprodutivo masculino
de ratos”. Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude - OMS (World Health Organization -
WHO), a exposi¢ao ao carbendazim aumentou a
incidéncia de tumores hepaticos benignos e
malignos em ambos os sexos de camundongos
durante um estudo de dois anos. Foi observado
também um aumento de ma formacio e
anomalias em ratos. Ndo foi observado efeito
mutagénico nos estudos relacionados®. De acordo
com o relatério do IBAMA*,0 carbendazim ¢
o 3° ingrediente ativo (IA) que possui mais
marcas comerciais (produtos formulados) com
acdo fungicida. O carbendazim esta entre
um dos cinco ingredientes ativos (IA) mais
comercializados no estado do Amapa*.

O organofosforado pirimifés-metilico, da
classificagao toxicologica III, encontrado em
dez amostras também ndo é permitido para
a cultura da soja , mas ¢ permitido para as
culturas de alface (5 mg.kg"), arroz (10 mgkg?),
cevada (10 mgkg'), citros (5 mgkg'), couve
(2 mgkg!), feijaio (0,5 mgkg'), feijao-vagem
(0,5 mgkg'), milho (10 mgkg!') e trigo
(10 mgkg' e farinha 5 mgkg')*. A ingestdo
diaria aceitavel (IDA) ¢ de 0,03 mgkg'
por peso corporeo (p.c.)’’. Este também
pode ser empregado como domissanitario®.
A maior concentragio de pirimifés-metilico
encontrada foi de 1,3 mgkg'. Segundo a OMS,
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ndo ha evidéncias de atividade carcinogénica,
mutagénica ou neurotdxica nos estudos
conduzidos para o pirimifés-metilico®.

O fungicida ciazofamida, da classificagao
toxicologica III e IDA de 0,17 mgkg' p.c.”,
foi encontrado em apenas uma amostra, embora
ndo seja permitido para a cultura de soja.
Ele é permitido para alface (0,2 mg.kg"'), batata
(0,05 mgkg'), cebola (0,1 mgkg'), melao
(0,1 mgkg'), tomate (0,05 mgkg') e uva
(0,5 mg.kg')*. E também é permitido para uso
nao alimentar no cultivo de rosa?’. Lesoes de pele,
que podem ter origem de uma alergia sistémica,
foram observadas nos camundongos machos
em um estudo de carcinogenicidade, com
duragio de 18 meses, com a ciazofamida.
Porém nao ha evidéncia de que a ciazofamida
possa ser carcinogénica, tal como indicado
em estudos de carcinogenicidade com ratos e
camundongos. O US EPA classifica a ciazofamida
como ndo provavel de ser carcinogénica para
os seres humanos™.

A piraclostrobina é permitida para a
soja na concentragdo de 0,1 mgkg"' *' e foi
encontrada em duas amostras com resultados
abaixo do LMR. Estudos in vitro e em um ensaio
in vivo com a piraclostrobina apresentaram
resultados negativos de genotoxicidade em
camundongos. Foi estudado ainda o potencial
carcinogénico em ratos e camundongos.
Com base nos resultados do teste e na auséncia
de genotoxicidade, a piraclostrobina  foi
considerada suscetivel de apresentar um risco
carcinogénico para o homem®. A piraclostrobina
esta em 8° lugar dentre os dez ingredientes

ativos (IA) mais comercializados com agdo
fungicida e, também, é o 9° ingrediente ativo
(IA) que possui mais marcas comerciais

(produtos formulados) com agdo fungicida®.
A piraclostrobina esta entre um dos cinco
ingredientes ativos (IA) mais comercializados no
estado de Roraima?.

O triazofés é permitido na concentragao
de 0,02 mgkg'?* para a cultura da soja e este
foi encontrado em apenas uma amostra, com
resultado abaixo do LMR. O triazofés nao
possui  efeito carcinogénico em ratos e
camundongos®.

O butéxido de piperonila nao é registrado
na ANVISA®" como agrotoxico, porém na
Comunidade Europeia pertence a categoria
dos sinergistas, que sdo substancias que
potencializam a acgdo de outros agrotdxicos.
Essa substancia foi encontrada em duas
amostras na concentragdo de 0,07 e 0,1 mgkg".
A US. EPA classifica o butoxido de piperonila
dentro do grupo C, como possivel agente
carcinogénico ao homem. Em um estudo
cronico/carcinogénico em ratos, foram
observados efeitos carcinogénicos  positivos.
Nao foram observados efeitos mutagénicos
ou neurotoéxicos nos estudos conduzidos®.

Os LMRs sdao permitidos apenas para a
soja em graos e nao existem limites para os
diferentes tipos de alimentos a base de soja que
sao consumidos em quantidades e formas
distintas, fato esse que deve ser avaliado como
indicado no presente estudo.

Os residuos de agrotoxicos encontrados
permitidos para o uso na cultura da soja estavam
todos abaixo dos LMRs. No entanto, também
foram encontrados residuos de agrotoxicos nao
permitidos, o que se torna preocupante, pois
ndo existem estudos que possibilitem assegurar
a auséncia de risco com relagdio ao consumo
desses alimentos com esses residuos para
a populagao.

Outra preocupagdo estd na presenga
de residuos de carbendazim e ciprodinil em
formulas infantis, visto que ndo existem limites
estabelecidos na legislacdio nacional para essa
faixa etdria da populagio e a IDA quando
existente ¢ calculada para um individuo de 60 kg.

A presenga de substancias ndo permitidas
para o uso na cultura da soja em amostras de
alimentagdo infantil evidencia o impacto do
uso indevido de agrotéxicos no pais e alerta
para os riscos ao quais esses individuos estdo
sendo expostos.

Os diferentes monitoramentos
governamentais ndo contemplam os alimentos
a base de soja, apenas a soja em graos. E apenas
o monitoramento do MAPA agrega este produto
de origem vegetal no monitoramento que
por razbes diversas em determinadas situagdes
nao cumpre com a meta estabelecida da
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quantidade de amostras analisadas. A presenca
de residuos de agrotéxicos ndo permitidos para
a cultura da soja representa um desrespeito
a legislacdo vigente. Essa evidéncia sugere a
necessidade da execugdo de monitoramentos
pelos orgaos reguladores, ndo sé aplicados
aos graos de soja, mas também, extensivo aos
alimentos a base de soja.

No Brasil, esforcos vém sendo feitos
para o controle da presenca de residuos nos
alimentos. Essa é uma problematica que envolve
o consumo interno e externo desses alimentos.
O estabelecimento de limites e a permissao do
uso dessas substancias para promover um sucesso
na produgdo agricola ndo pode negligenciar a
faixa etaria de toda a popula¢do consumidora
e os riscos associados a toxicidade de cada
substancia.
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