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Introdução

O Brasil é um país com grande tradição e desempenho na produção de
alimentos para o consumo interno e para a exportação. Atualmente o
agronegócio está passando por um período de grande transformação e exer-
ce papel importante, se não o principal, no desenvolvimento sócio-econômico
do país. Há uma crescente demanda por alimentos mais saudáveis e seguros
para atender a um público cada vez mais exigente.

Os agrotóxicos estão dentre os compostos prioritários mais investigados nos
produtos agrícolas, devido ao seu amplo uso e à sua toxicidade. Atualmente,
está havendo, por parte dos países produtores, uma adequação às exigências
das organizações internacionais no que concerne a qualidade e a segurança
dos produtos agrícolas. Órgãos governamentais competentes têm atualizado
sua legislação e implementado seus mecanismos de controle específico, até
transformando-os em barreiras não tarifárias. Diante deste cenário a
implementação de ferramentas e de sistemas que garantam a qualidade e
segurança de alimentos é fundamental para o sucesso do agronegócio brasi-
leiro. Para isso, torna-se necessária a disponibilização de métodos analíticos
eficientes para detectar e quantificar os contaminantes em níveis baixos de
concentração. Neste contexto, o presente artigo tem como objetivo principal
descrever os principais métodos para a determinação de multirresíduos de
agrotóxicos, com base nos padrões internacionais, para ser aplicado em
frutas e em outros vegetais. Esses métodos multirresíduos baseiam-se na
extração dos compostos de interesse da matriz e suas determinações são
feitas por técnicas cromatográficas diferentes.
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O Estado da Arte da Determinação
de Multirresíduos de Agrotóxicos

Existem muitos métodos multirresíduos descritos na literatura, os quais per-
mitem a determinação simultânea de um número grande de agrotóxicos em
alimentos, em níveis muito baixos de concentração. Em muitos casos, a
cromatografia gasosa (GC) tem sido a técnica selecionada para a análise de
agrotóxicos em frutas e hortaliças (ANASTASSIADES et al., 2003;
HIRAHARA et al., 2005). Entretanto, nos últimos anos pode-se observar uma
tendência para o uso de agrotóxicos mais polares, os quais apresentam
menor persistência e toxicidade ao meio ambiente, quando comparados aos
apolares. Os compostos polares são menos adequados para análise por
cromatografia gasosa, o que implica no uso de técnicas alternativas. A
cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas
em série (LC-MS/MS) é a melhor escolha para estes tipos de compostos, que
geralmente apresentam volatilidade baixa ou instabilidade térmica. A
cromatografia líquida é muito efetiva na separação dos analitos, enquanto
que a espectrometria de massas em série permite a sua identificação e/ou
confirmação em concentrações da ordem de µg L-1 ou ng L-1. O
monitoramento dos produtos obtidos a partir da fragmentação secundária
permite uma discriminação muito melhor dos interferentes da matriz. De
fato, esta técnica permite a análise de agrotóxicos em níveis baixos de
concentração, mesmo na presença de interferentes. A fragmentação contro-
lada do MS/MS é uma ferramenta essencial para obter a confiança na identi-
ficação do analito de interesse. Em adição, esta fragmentação gera sinais
mais limpos, melhorando a razão sinal/ruído e diminuindo, portanto os limites
de detecção e quantificação (FRENICH et al., 2004). Neste sentido as técni-
cas GC-MS/MS e LC-MS/MS têm sido consideradas como sendo as mais
modernas e avançadas em análises de resíduos de agrotóxicos.

As maiores limitações dos procedimentos analíticos mais comumente utiliza-
dos são que, além de exigirem muito trabalho e tempo de operação, requerem
quantidades excessivas de solventes tóxicos (CACHO et al., 2003). Para um
método ser de aplicação viável, é necessário considerar os custos das análi-
ses, incluindo reagentes, equipamento, mão de obra e restrições ambientais
(OBANA et al., 1999). Em análises de rotina, um processamento rápido de
numerosas amostras é desejado. Para isto, é necessário o desenvolvimento
de métodos eficientes, rápidos e ambientalmente corretos.

As análises de resíduos de agrotóxicos envolvem duas etapas: 1) a extração
dos analitos de interesse da matriz, que pode ou não ser acompanhada por
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uma etapa posterior de purificação, dependendo das características da ma-
triz e do tipo de extração utilizada; e 2) a determinação qualitativa e quantita-
tiva, que freqüentemente é realizada empregando técnicas cromatográficas.
A primeira etapa, preparo da amostra, é considerada como sendo um ponto
crítico na determinação de resíduos de agrotóxicos. Nesta etapa, tradicional-
mente, a extração desses resíduos na análise de vegetais tem sido feita por
homogeneização da amostra em um solvente orgânico, tal como o acetato de
etila (MOL et al., 2003), geralmente em um agitador ou em um
homogenizador Polytron (FRENICH et al., 2005). Em geral estes métodos são
laboriosos, onerosos, consomem tempo, e requerem grande volume de
solventes. Deste modo, várias abordagens têm sido propostas para aumentar
o desempenho da extração das amostras, como a extração com líquido
pressurizado e extração assistida por microondas (BARRIADA-PEREIRA et
al., 2007), dentre outras.

Para os principais produtos agrícolas como frutas, hortaliças, cereais e
grãos, as técnicas multirresíduos de agrotóxicos estão se aperfeiçoando
continuamente. Por exemplo, Fillion et al. (1995, 2000) desenvolveram um
método multirresíduo para a determinação de 251 agrotóxicos em frutas e
hortaliças. Os métodos oficiais da German Official Methods (1999) especifi-
cam um pré-tratamento para seis tipos de amostras e quatro modos de
detecção por cromatografia gasosa (GC-ECD, GC-FPD, GC-NPD e GC-MSD)
para mais de 400 agrotóxicos em frutas, hortaliças, sucos, cereais e grãos,
dentre outros. Pang et al., também desenvolveram um método multirresíduo
para a determinação de mais de 400 agrotóxicos em frutas e hortaliças
(2006a), em suco de frutas, mel e vinho (2006b), e em grãos e cereais
(2006c). Existem muitos outros métodos disponíveis na literatura relaciona-
dos às análises de frutas e hortaliças utilizando o método multirresíduo de
agrotóxicos (CHO et al., 2008; STAJNBAHER; ZUPANCIC-KRALJ, 2008;
BANERJEE et al., 2008; SCHENCK et al., 2008; CESNIK et al., 2008).

O método selecionado para ser implantado no Laboratório de Resíduos e
Contaminantes (LRC) da Embrapa Meio Ambiente foi o descrito por Lehotay
et al. (2005). Este método é conhecido como QuEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Robust and Safe), e se caracteriza por sua rapidez, facilida-
de, baixo custo, efetividade, robustez e segurança. No primeiro trabalho
publicado pelo grupo (ANASTASSIADES et al., 2003), foi utilizado um
cromatógrafo a gás com detecção por espectrometria de massas (GC-MS).
Mais tarde, o método foi estendido para LC-MS/MS, e foi feita uma validação
simples, segundo a qual o método mostrou resultados satisfatórios para a
determinação de mais de 200 agrotóxicos fortificados em alface e laranja.
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As análises de testes de proficiência de uma variedade de matrizes também
demonstraram uma boa concordância com os métodos tradicionais, como o
utilizado pelo Canadian Food Inspection Agency (1999) e o de Luke (1975),
usado pelo FDA (Food and Drugs Administration dos Estados Unidos). A
adição de tampão foi implementada para melhorar os resultados para alguns
agrotóxicos considerados como problemáticos, como captana, clorotalonil,
folpete, dentre outros. Posteriormente, outra modificação foi realizada para
que o método pudesse ser aplicado na análise de matrizes oleosas como, por
exemplo, o abacate. Vários laboratórios no mundo têm implementado o
método QuEChERS devido às vantagens que este método oferece em rela-
ção aos convencionais, conforme o próprio nome diz. O método fornece
recuperações com valores médios de 95  10 %, mesmo para os agrotóxicos
mais problemáticos em matrizes não gordurosas. Para matrizes gordurosas,
recuperações completas também foram obtidas para os agrotóxicos polares
e semi-polares, porém apenas recuperações parciais foram conseguidas
para os não-polares, dependendo de suas lipofilicidades. Foi realizado um
estudo interlaboratorial para avaliar o método, que envolveu a participação
de 16 laboratórios de 7 países, e os resultados mostraram alta precisão
entre as medidas analíticas (SODERBERG, 2005).

O Método QuEChERS

Este método baseia-se na extração da amostra com acetonitrila contendo 1
% de ácido acético e partição líquido-líquido simultânea, formada pela adição
de sulfato de magnésio anidro e acetato de sódio. A extração do método
consiste em colocar, em um tubo de centrífuga, 1 mL de acetonitrila conten-
do 1 % de ácido acético e adicionar 0,4 g de sulfato de sódio anidro e 0,1 g de
acetato de sódio anidro por grama de amostra. A seguir, o tubo deve ser
centrifugado, a 3000 rpm, e uma porção do extrato é transferida para um
outro tubo contendo 50 mg de um sorvente de amina primária secundária
(PSA) e 150 mg de sulfato de magnésio por mL de extrato. A dispersão da
matriz em fase sólida, denominação da técnica empregada, é utilizada para
remover componentes polares da matriz, como ácidos orgânicos, alguns pig-
mentos e açúcares. Após a mistura e centrifugação, o extrato é injetado no
GC-MS/MS e/ou no LC-MS/MS (NGUYEN et al., 2008; LESUEUR et al.,
2008; MAJORS, 2007; PAYA et al., 2007).
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A Determinação Cromatográfica

A determinação cromatográfica normalmente é realizada em um tempo con-
siderável, entretanto, hoje em dia, é requerido o emprego de metodologias
analíticas cada vez mais rápidas. Para reduzir o tempo de análise
cromatográfica, várias estratégias têm sido adotadas. Neste caso, diferentes
alternativas têm sido propostas, como: 1) a alteração da estrutura geométri-
ca da fase estacionária, composta normalmente por sílica e polímeros
monolíticos (NGUYEN et al., 2006a), ou 2) a modificação da composição e
das condições físico-químicas da fase móvel, como a redução da viscosidade
do meio, pelo uso de temperaturas mais elevadas, e alterações no valor do pH
(NGUYEN et al., 2006b). O uso de colunas recheadas com partículas de
tamanho inferior a 2 ìm, o qual denomina-se cromatografia líquida de ultra-
alta pressão (ultra-high pressure liquid chromatography – UHPLC) (MAcNAIR
et al., 1997; YU et al., 2006), tem se tornado uma tendência mundial, haja
vista que esta técnica tem como vantagem principal, como pode ser consta-
tada na curva de van Deemter, o aumento expressivo na eficiência de separa-
ção dos analitos, mesmo com vazões elevadas da fase móvel (FRENICH et al.,
2008; ROMERO-GONZÁLEZ et al., 2008). Como resultados, não somente há
o aumento da eficiência, mas também se obtém resoluções maiores, o tempo
total de análise é reduzido, e se obtém melhor detectabilidade (PLUMB et al.,
2004). A combinação de UHPLC-MS/MS fornece vantagens significativas
com relação à seletividade, detectabilidade e velocidade. Até o momento, a
UHPLC tem sido aplicada principalmente no campo farmacêutico
(JOHNSON; PLUMB, 2005; CHAN et al., 2007; CHESNUT; SALISBURY,
2007; KASPRZYK-HORDERN et al., 2007), havendo uma carência de dados
na literatura sobre a determinação de resíduos de agrotóxicos em amostras
de alimentos (LEANDRO et al., 2006; KOVALCZUK et al., 2006; LEANDRO
et al., 2007; POZO et al., 2007). Considerando estas características, a
UHPLC pode fornecer altas velocidades de análises e boas detectabilidades
quando combinado com o procedimento de extração QuEChERS. Além disso,
o pré-tratamento das amostras pode ser minimizado quando a detecção por
MS/MS é usada, devido a isso, algumas modificações do método QuEChERS
foram propostas. Frenich et al. (2008) propuseram a eliminação da etapa de
clean-up, com conseqüente redução do tempo de preparo da amostra, usando
UHPLC-MS/MS com uma interface electrospray (ESI) para a determinação
de 53 agrotóxicos multiclasses em matrizes representativas de uma varieda-
de de frutas e hortaliças, seguindo o SANCO European guidelines (SANCO,
2004, 2006). Neste trabalho foi selecionado o pepino como sendo represen-
tativo de uma commodity com alto teor de água, a laranja devido ao alto teor
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de ácidos, o morango por causa do alto teor de açúcar e azeitona pelo seu
alto teor de gordura. Os resultados foram obtidos com sucesso.

Conclusão

A alta capacidade de separação da UHPLC aliada ao método de preparo de
amostra rápido e eficiente, como o QuEChERS, oferecem várias vantagens
na determinação de resíduos de agrotóxicos em alimentos, podendo ser usa-
do como método de rotina em diversos laboratórios.
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