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RESUMO

O milho é uma das culturas agricolas de alta demanda mundial, potencial econémico e
industrial, uma vez que € um cereal muito utilizado como base da alimentacéo da populacéo e
global na sua forma in natura ou em seus subprodutos. E um alimento rico em proteinas e
carboidratos, assim como das suas diversas fontes de uso e aplicagdes, é essencial como
matéria-prima para a area industrial, por exemplo, na producdo de insumos para ra¢ao animal.
O presente estudo teve como objetivo determinar 16 agrotdxicos em amostras de milhos
enlatados e in natura para o consumo humano. As amostras foram adquiridas em
supermercados na cidade de Cerro Largo, localizada no noroeste do Rio Grande do Sul, e em
outras cidades de préximas. Para o preparo de amostras, utilizou-se do método QUEChERS e
para a separacdo e quantificacdo a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS). Dos resultados obtidos, quanto a presenca dos agrotoxicos, ndo foi detectado nenhum
dos compostos monitorados, mostrando que as amostras estdo em conformidade para o
consumo humano. No entanto, é importante ressaltar que monitoramentos continuos dessas
amostras devem ocorrer, assim como a investigacdo de outros compostos ndo contemplados
nesse estudo. Ademais, salienta-se que o monitoramento de agrotoxicos em produtos

alimenticios é essencial para seguranca alimentar.

Palavras-chave: Métodos (Técnicas) analiticos; Substancias quimicas toxicas; Graos;

Qualidade dos alimentos.



ABSTRACT

Corn is one of the agricultural crops with high demand worldwide, economic and industrial
potential, since it is a cereal widely used as the basis of food for the population and globally in
its raw form or in its by-products. It is a food rich in protein and carbohydrates, and of its
various sources of use and applications, it is essential as a raw material for the industrial area,
for example, in the production of inputs for animal feed. The present study aimed to determine
16 pesticides in samples of canned and fresh corn for human consumption. The samples were
purchased in supermarkets in the city of Cerro Largo, located in the northwest of Rio Grande
do Sul, and in other nearby cities. For sample preparation, the QUEChERS method was used
and for separation and quantification the liquid chromatography coupled to mass spectrometry
(LC-MS). From the results obtained, regarding the presence of pesticides, none of the monitored
compounds were detected, showing that the samples are in compliance for human consumption.
However, it is important to emphasize that continuous monitoring of these samples should
occur, as well as the investigation of other compounds not covered in this study. Furthermore,

it is emphasized that the monitoring of pesticides in food products is essential for food safety.

Keywords: Analytical Methods (Techniques); Toxic chemicals; Grains; Food quality.
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1. INTRODUCAO

O milho é considerado uma das maiores culturas agricolas do mundo (MIRANDA,
2021). Das suas diversas maneiras de usos e aplicacOes, este cereal se destaca ao consumo in
natura, a producdo de commodities agricolas destinadas a exportacdo, em alimentos
processados ou para a producdo de conservas e enlatados. Na economia tem agédo estratégica
em varias cadeias produtivas como insumo na producdo de proteina animal, combustiveis,
bebidas, polimeros e biocombustiveis (CHAICOUSKI, 2020; CONAB, 2015; MIRANDA et
al., 2021; MIGUEL et al., 2022).

Para Cabrera et al. (2014) e Silva (2022) as preocupacdes na obtencdo de alimentos de
boa qualidade e valor nutritivo se tornou uma questdo emergente na atualidade, uma vez que
essa esta relacionada, principalmente, a minimizacdo de patdgenos prejudiciais a seguranca
alimentar e ao uso excessivo de agrotoxicos em alimentos e seus possiveis riscos a saude
humana e aos compartimentos ambientais.

A problemética de excesso de agrotoxicos ao meio ambiente esta relacionada a
contaminacdo do solo e dos recursos hidricos, esses compartimentos podem ser contaminados
devido ao escoamento superficial, lixiviacdo e atmosfera (STEFFEN, 2011; FRAGA et al.,
2016). Para Melo (2019), esses fatores levam também a contaminagdo dos alimentos, uma vez
gue esses Sao recursos naturais essenciais para a producao.

A contaminacdo ambiental e dos alimentos contribui com os impactos a salde, que
além da ingestdo de agua e alimentos contaminados, 0s humanos podem ser expostos por vias
cutaneas e respiratdrias, especialmente trabalhadores rurais e residentes de areas agricolas.

Para Rigotto et al. (2014), os agrotdxicos consistem em um problema de sadde publica
devido a exposicdo da populacdo e ao meio ambiente. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), no Brasil, com o auxilio do Programa de Andlise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA) em diferentes estudos atestam contaminacdes de varios
alimentos comuns a populagdo brasileira por residuos de agrotoxicos acima dos valores
maximos permitidos (VMP).

Este estudo tem como objetivo aplicar um método analitico para a determinacao de
residuos de 16 agrotoxicos em amostras de milho enlatados de supermercados da cidade de
Cerro Largo, e em amostra de milho in natura da regido, visando alertar as autoridades locais

e a comunidade local no que se refere & importancia da avaliacdo de risco.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de residuos de agrotoxicos em amostras de milho para consumo

humano na regido de Cerro Largo - RS.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a contaminagdo de residuos de 16 agrotoxicos em amostras de milho
processadas, enlatadas, de saché e in natura de diferentes marcas encontradas nos
supermercados da regido;

e Auvaliar a contaminacdo de residuos de agrotoxicos em amostras de milho in natura,
vendido no comércio da regido;

e Verificar o efeito dos processamentos em amostras de milho, enlatados, de saché e in
natura de diferentes marcas encontradas nos supermercados da regido e in natura na

quantidade, contaminacdo de residuos de agrotoxicos.

1.2 JUSTIFICATIVA

Segundo Melo et al. (2019) estudos de monitoramento de residuos de agrotoxicos em
alimentos sdo de grande importancia uma vez que podem causam efeitos prejudiciais a salde
humana como carcinogénicos e alteragdes no sistema neurolégico. O monitoramento de
alimentos contribui para determinar a sua qualidade aos consumidores afim de verificar
possiveis contaminacdes que possam afetar ao ser humano (LINTELMANN et al., 2003;
OSHITA et al., 2012; GARCIA et al., 2023). Nesse contexto, este trabalho se fundamenta pela
necessidade de monitoramento de milho in natura e processados (enlatados e em saché), para

fins de identificagcdo das principais fontes de contaminacdo destes alimentos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AGROTOXICOS E ALIMENTOS

A prética agricola tem sido difundida e aplicada desde os primordios da humanidade e
com o advento da Revolucdo Verde (1960), com o objetivo de intensificar e aumentar a
produtividade de alimentos em escala global com a insercdo de um novo padrdo tecnoldgico
nas praticas agricolas, desde a utilizagdo de sementes geneticamente modificadas a utilizacéo
de insumos, adubos e agrotoxicos que influenciam diretamente nas diversas matrizes
ambientais (FERNANDES et al., 2020; MOURA et al., 2021; NARCISA et al., 2018).

Os agrotoxicos sao produtos quimicos sintéticos amplamente utilizados no setor de
producdo da agricultura intensiva para prevenir infestacfes de pragas agricolas, melhorar a
qualidade e quantidade dos alimentos durante o crescimento no campo (VIEIRA et al., 2017).

No Brasil, a defini¢do do termo agrotoxicos esta disposta pela legislacdo n° 7.802, de 11
de julho de 1989 e regulamentado pelo Decreto n°® 4074, de janeiro de 2002, “Lei dos
Agrotoxicos” o qual apresenta as disposi¢des, definigdes e afins sobre os agrotoxicos, sendo

em seu art. 2°, definido:

Os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa
de seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 2022, ndo paginado).

Outras atribuices consideradas por essa legislacao se refere ao seu amparo em termos
de meio ambiente e na salde publica, aspectos abrangentes relacionados a pesquisa, a
experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, ao transporte, 0 armazenamento, a
comercializacdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o destino
final dos residuos e embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecdo e a
fiscalizacdo de agrotdxicos, seus componentes e afins, e da outras providéncias, desde que esses
estejam de acordos com as exigéncias federais da area (BRASIL, 1989; IZOLANI, 2021).

Os agrotoxicos sdo classificados em diferentes categorias conforme o uso, o tipo de
acdo, e a estrutura quimica (RAWTANI, 2018). Assim, substancias quimicas como herbicidas
selecionam populacbes de plantas e destroem ervas daninhas (BOTELHO et al., 2020). Os

inseticidas sdo utilizados no controle de insetos vetores de doencas, a cigarrinha (Dalbulus


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/insecticide
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maidis) por exemplo, é um exemplo de praga que causa reducdo do rendimento da cultura do
milho (SILVA et al., 2021; JUNIOR e GHELLER, 2022). Os fungicidas geralmente séo
recomendados para 0 combate de doencas causadas por fungos, na atualidade a mancha branca
(Pantoea ananatis) € uma das principais doencas do milho. (BORTH et al., 2021).

Apesar de existir uma grande variabilidade de classes de agrotdxicos para o combate de
pragas agricolas, o uso indiscriminado representa uma fonte de contaminacéo para a saude
humana e ao meio ambiente. Nesse sentido, 0s residuos desses compostos devem estar em
conformidade com os Limites Maximos de Residuos (LMRs) estabelecidos por o6rgaos
reguladores (FACCO, 2013; FACCO, 2017; VARA et al, 2023).

Para avaliar os riscos de contaminacg&o e estabelecer medidas de seguranga para a saude
humana a ANVISA possui regulamentos e critérios de estudos toxicologicos e segue
parametros internacionais, como os de Dose Média Letal (DLso) que é a dose expressa em
miligramas do ingrediente ativo por quilogramas de peso vivo (mg/kg), necessaria para matar

50% dos animais testados.

Tabela 1- Classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos conforme a determinacdo da DLsg

Classe Classificacéo toxicoldgica Faixa colorida DLso (mg.kg?)
I Extremamente Toxico 5
I Altamente Toxico 5--50

i Moderadamente Téxico 50 -— 500

v Pouco Toéxico 500 — 5.000

\Y Improvéavel de Causar Dano Agudo > 5.000

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2020.

No Brasil, regulado pela ANVISA o PARA consiste em uma acdo nacional para
monitorar residuos de agrotéxicos nos alimentos através do consumo e exposicdo, para
amenizar com medidas protetivas possiveis, riscos a sade humana. A Organizacao Mundial da
Saude (OMS) incluiu esses dados no Sistema Global de Monitoramento do Meio Ambiente -
Programa de Monitoramento e Avaliacdo de Contaminagdo de Alimentos, comumente
conhecido como GEMS/Food. (ANVISA, 2020).

No ultimo PARA, durante o ciclo 2017/2018 do Plano Plurianual 2017-2020, os
relatorios apresentam os resultados de 4.616 amostras para quatorze alimentos de origem

vegetal representativos da dieta da populacdo brasileira que incluem: abacaxi, alface, alho,


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/fungicide
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arroz, batata-doce, beterraba, cenoura, chuchu, goiaba, laranja, manga, piment&o, tomate e uva,
sendo essas amostras coletadas em estabelecimentos do varejo. No ano de 2020, devido a
pandemia causada pelo coronavirus (COVID-19) - doenca infecciosa causada pelo virus SARS-
CoV-2 foram dadas como suspensas de forma temporaria as coletas e ndo foram divulgados os
resultados das coletas feitas no ciclo do segundo semestre de 2018 e 2019.

Assim, como pode ser verificado a necessidade do monitoramento de multiresiduos de
agrotoxicos em diversas matrizes, nesse caso, em alimentos como 0s cereais, utilizam-se
métodos e técnicas analiticas multiresiduos com baixos limites de detec¢do para a determinacéo
e quantificacdo desses residuos. O méetodo QUEChERS do inglés (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) consiste em um método rapido, fécil, barato, eficaz,
robusto e seguro detalhado por Anastassiades et al. (2003), que conquistou espaco na literatura
mundial devido a sua eficiéncia de extragdo (FACCO, 2017; HASS, 2021; VARA et al., 2023),
e quando associado a técnica de cromatografia liquida (LC) de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) permite a determinacédo e quantificacdo desses compostos
organicos.

Basicamente, 0 método QUEChERS consiste na extracdo do analito utilizando
acetonitrila (ACN) para a particao seguido de uma etapa de adi¢do de sais com o congelamento
com a etapa de limpeza do extrato organico usando extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE)
(HASS, 2021).

Na pesquisa de Hass (2021), os 16 agrotdxicos validados e determinados no método
usados sdo comumente usados na cultura do milho, em relacdo aos modos de acdo, esses sao
classificados em de contato ou sisttmico desses classificados em herbicidas, fungicidas e
inseticidas, em relacdo aos modos de a¢do, 0 agrotoxico sistémico atua na parte interna da planta
utilizando o floema e o xilema (Figura 1) para se transloucar, um exemplo é a azoxistrobina
usada no combate da mancha branca causada pela bactéria Pantoea ananatis e o fungo
Phaeosphaeria maydis. Os compostos de acdo de assisttmico ou contato sdo adsorvidos na
superficie da planta e ndo penetram nos tecidos vegetais (ANVISA, 2020; HASS, 2021; SILVA
etal., 2022).
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Figura 1 - Anatomia interna do milho com destaque para xilema (xylem) e floema
(phloem)
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Na tabela 2, apresenta-se classificacdo dos 16 agrotoxicos em amostras de milho e os

detalhes do método de analise.

Tabela 2- Classificacdo dos agrotoxicos analisados nesse estudo e parametros do método
cromatografico

‘o . Relacéo Tr  Principais culturas
Agrotoxico Formula molecular Classe .
Massa/carga min recomentadas
Atrazina CsH14CINs Herbicida 216 7,04 Milho, sorgo e cana-de-
acucar
Azoxistrobina C22H17N30s Fungicida 404 7,49 Soja, milho, trigo e arroz
Bentazona C10H12N203S Herbicida 239 6,09 Soja, milho, trigo e arroz
Carbofurano C12H15NO3 Inseticida Soja, milho e trigo
Ciproconazol Ci15H1sCIN3O Fungicida 292 7,99 Soja, milho, trigo e arroz
Clomazone C12H14CINO; Herbicida 240 6,1  Soja, milho, arroz
Difenoconazol C19H17C12N303 Fungicida 406 8,92 Soja, milho, trigo e arroz
Epoxiconazol C17H4C13CIFN3O Fungicida 330 8,24 Soja, milho, trigo e arroz
Fipronil C17H4C12FsN4OS Inseticida 435 8,3  Soja, milho, trigo e arroz
Imidacloprido CoH10CIN5O; Inseticida 279 Arroz, Cana de agucar,
Feijdo, Milho, Soja
Malationa C10H1906PS> Inseticida 331 7,83 Soja, milho, trigo e arroz
Piraclostrobina C19H15CIN304 Fungicida 388 8,75 Soja, milho, trigo e
cana-de- agucar
Simazina C7H12.CINs Herbicida 202 6,39 Milho, sorgo e cana-de-
acucar
Tebuconazol C16H22CIN3O Fungicida 308 8,5 Aveia, sojae trigo
Tiametoxan CsH10CIN5OsS Inseticida 292 4,47 Soja, milho, trigo e
cana-de- agucar
Trifloxistrobina ~ CzoHi19F3N204 Fungicida 409 9,25 Soja, trigo e milho

Fonte: Adaptado de Hass, 2021; LOQi: Limite de Quantificagdo do Instrumento; LOQm: Limite de

Quantificacdo cométodo; Tr: tempo de retencéo.
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22 OMILHO

O milho “Zea mays L.”, pertencente a familia Gramineae/Poaceae ¢ um cultivar muito
importante na economia nacional e internacional, devido a sua aplicacdo como fonte de
matérias-primas para a industria alimenticia, indUstria quimica, o uso de seus derivados em
aplicacdes na industria da tecnologia e fonte de matéria-prima.Considerado um dos grdos mais
cultivados, atrds apenas da soja, é o principal componente na producdo de racdo animal.
(GERALD et al., 2012; EMBRAPA, 2002; EMBRAPA, 2006; SOUZA et al., 2018).

Considerado um alimento com alto teor energético o grao apresenta, em base seca, 72%
de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra e 4% de 6leo (lipidios), tendo quatro estruturas fisicas
principais, endospermas, gérmen, pericarpo (casca) e ponta (Figura 2), cuja composicao
quimica é variavel. (PAES, 2006; STRAZZI, 2015).

Figura 2 - Composicao anatémica basica a do grdo de milho

Casca

Endosperma
Farinaceo
’ y y . Testa
Células do endosperma | 8 % Células tubulares
: % Células cruzadas :
ericarpo
Camada de Mesocarpo p P
aleurona Epiderme

Gérmen
Plmula
Escutelo

—— £ Radicula

Fonte: Adaptado de EMBRAPA, 2006.

A variacdo dos formatos de grdos se da através da classificacdo em dentado, duro,
farinaceo, pipoca e milho doce, essas variagdes sdo conforme o tipo de cada endosperma
(estrutura que compde maior tecido de reserva do grao) essas modificagBes influenciam na
utilizacdo final do grédo, seja esse para a producédo de ra¢fes animais, fabricacdo de farinhas e
condimentos, producdo de pées, milho para pipocas e para a alimentagdo humana, como em
enlatado, sendo caracterizado de acordo com a sua qualidade, podendo ser dentado, duro,

farinaceo, pipoca e doce, como consta na figura 3 (PAES, 2006).
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Figura 3 - Classificados do grdo de milho em cinco tipos, de acordo com seu formato e

composicao
Dentzdo Farindceo
Duro Doce
Pipoca

A i i
V
D[ Endospermavitrao D Endospsarmadocs
D Endosparma farindcso Gérmen

Fonte: PAES, 2006.

Na tabela 3, esta descrito o percentual dos constituintes totais do grdo de milho formado
basicamente por endosperma em maior quantidade, gérmen, pericarpo e ponta a menor estrutura

e seus constituintes polissacarideos, 6leos e gorduras, minerais carboidratos e contetdo celular.

Tabela 3 — Percentual constituinte total indicado nas estruturas fisicas especificas do grao de
milho

Fracéo % grdao Amido Lipideos Proteinas Minerais AcUcares Conteudo celular

% da parte (base seca)

Endosperma 82 98 15,4 74 17,9 28,9
Gérmen 11 1,3 82,6 26 78,4 69,3 12
Pericarpo 5 0,6 1,3 2,6 2,9 1,2 54
Ponta 2 0,1 0,8 0,9 1,0 0,8 7,0

Fonte: EMBRAPA, 2006.

2.3 PRODUCAO DE MILHO A NIVEL BRASIL

De acordo com o boletim da safra de grdos da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) referente a safra de 2021/22, no Brasil, foi considerada a maior colheita desta safra

no pais, a estimativa de producédo total de 113,3 milhdes de toneladas (t) de milho com um
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aumento esperado de 30,1%, superior a safra 2020/21, embora ocorreram intercorréncias
climaticas na Regido Sul do pais (CONAB, 2022). Para a safra de grdos 2022/23 no Brasil, as
estimativas sdo recordes, no que se refere a area de plantio e a producdo, sugerindo um
crescimento na agricultura brasileira (CONAB, 2022).

Segundo Miranda (2021) e Nascimento et al. (2022), o milho é um produto estratégico
no segmento econdmico, na qual sua principal finalidade é para a producdo de racdo para a
alimentacdo animal, uso como complemento na producdo de silagem para a pecuéria leiteira e
no consumo industrial, com o uso dos processos de moagem via seca e via Umida para a
obteng&o dos seus subprodutos.

2.3.1 Processamento do milho

Os grdos de milho e seus derivados passam por processos de transformacdes industriais
dependendo da finalidade do produto final, seja esse para 0 consumo humano, quando o gréo
ainda estd imaturo in natura ou para a obtencdo de insumos (Regitano-d’Arce; Spoto;
Castellucci, 2015). Nos processos industriais a obtencao do produto desejado temos, a moagem
por via seca ou a moagem por via Umida, conforme a figura 4 e figura5 (REGITANO-D’ARCE;
SPOTO; CASTELLUCCI, 2015; GERALDI et al., 2012).

Figura 4 — Processamento de milho para a obtencao de subprodutos através da moagem
viaseca

MOAGEM DE MILHO VIA SECA
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desengordurado
Canjica Oleo refinado
Y
e}
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Y
7 Laminacao
—> Grits =
T
[ s Ij;
—> Fubas
— Creme de Milho Farinhas pré- Focos/Farinhas
‘—> Farinhas Especiais gelatinizadas Pré-cozidas

Fonte: Associacdo Brasileira das Industrias do Milho (Abimilho).
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A partir dos gréos secos, a moagem via seca consiste basicamente em um processo fisico
de remocdo do gérmen do gréo para a extracdo do 6leo bruto ao 6leo refinado. O subproduto
excedente do endosperma é chamado de canjica, que na sua forma natural € muito utilizado na
culinaria para a producdo de iguarias como doces ou ao passo que € submetida a processos
adicionais de moagem, sua classificacdo varia conforme o tamanho e composicdo e como
resultados, os principais produtos para 0 consumo doméstico e matéria-prima para a producdo
de outros produtos, como farinhas, fubas, grdo (grits) e flocos de milho pré-cozidos e
canjiquinhas, quadro 1 (STRAZZI, 2015).

Quadro 1- Principais produtos e aplicacGes industriais do grao de milho, através da moagem

por via seca
PRODUTOS APLICACOES
Pipoca doce, bebidas alcodlicas, farinha biju, alimentos
Canjicas matinais (corn flakes)
Canjiquinhas Salgadinhos (snacks)
Grits Cervejarias, salgadinhos (snacks), mineragéo, extrusados

para a substituicdo de isopor

Farinhas e fubas Alimentos infantis, colorifico, panificagdo, misturas
preparadas para bolo, biscoitos e massas alimenticias,
tecelagem, explosivos, inddstrias de ra¢do animal

Farinha de milho pré-Alimentos instantaneos, fertilizantes, perfuracdo de pocos
gelatinizada de petroleo, fundicédo, industria de ragdo animal

Flocos de milho €Sopas, biscoitos, indUstrias de racdo animal
farinhas de milho pré-
cozidas

Farelos de milho e de|Racdo animal
gérmen desengordurado

Fonte: Adaptado de Chiavenato, 2004
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No processo, de moagem por via imida, idem figura 5, o milho é macerado em tanques
com agua em meio acidoa temperaturas que variam de 50 °C a 54 °C, com o objetivo de romper
as ligacOes de dissulfeto, impedir a proliferacdo de microrganismos e separar em trés partes a
germe, a fibra e 0 endosperma, o endosperma € basicamente, amido e proteinas de reserva, dos

subprodutos destacam-se amidos, xaropes de glicose, ingredientes para ragdes idem quadro 2.

Figura 5— Processamento de milho para a obtencdo de subprodutos, através da moagem via
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Fonte: Associacdo Brasileira das Inddstrias do Milho (Abimilho).
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Quadro 2 — Principais produtos e aplicacdes industriais do grdo de milho, através do
processamento por via umida

PRODUTOS APLICACOES

Amido de milho Pds para sobremesas, panificacdo, misturas preparadas para
bolos e outras, fermento em pd, alimentos infantis, produtos
carneos, mostardas, sopas, massas alimenticias, produtos
farmacéuticos, processos de fermentacdo, papel, papeldo
ondulado, tecelagem, mineracao, explosivos, adesivos, giz,
cosméticos, produtos de limpeza, recuperacédo industrial da
agua

Amidos modificados (Balas de goma, bebidas, alimentos instantaneos, alimentos
infantis, alimentos pré-cozidos congelados, veiculos para
aromas e corantes, molhos, papel, papeldo ondulado, fitas

PRODUTOS APLICACOES

Dextrina Balas de goma, bebidas, alimentos instantaneos, alimentos
infantis, alimentos pré-cozidos congelados, veiculos para
aromas e corantes, molhos, papel, papeldo ondulado, fitas
gomadas, tecelagem, perfuracdo de pocos de petrdleo

Licor de milho Antibidticos, produtos farmacéuticos, enzimas, produtos de
fermentacao, racao animal

Gérmen, glaten  eAntibioticos, produtos farmacéuticos, enzimas, produtos de
fibras. fermentacao, racao animal

Xaropes de glicose eBalas duras, balas mastigaveis, gomas de mascar, doces,
maltose creme e suco de frutas, geleias e compotas, coberturas,
produtos carneos e embutidos, misturas preparadas (bolos,
alimentos infantis, pos para pudins), xaropes, sorvetes,
cervejas, refrigerantes, molhos, bebidas alcodlicas,
alimentos matinais, panificagdo, molhos, produtos
farmacéuticos

Fonte: Associacdo Brasileira das Industrias do Milho (Abimilho).

Segundo Lima et al. (2020) e Strazzi (2015) das aplica¢des do grdo in natura ou do
processamento do milho para a alimenta¢do humana é uma pratica muito comum e valorizada
na fabricacdo de pratos regionais, como a pamonha e curau na regido sudeste e nordeste e a
polenta na regiéo sul.

A determinacdo e monitoramento da presenca de residuos de agrotoxicos em amostras
de alimentos in natura ou processados é necessaria para verificar o risco de contaminagdo a
salde humana, a persisténcia no ambiente e estabelecer limites maximos de residuos nesses
alimentos (COSTA, 2012; CHIARELLO, 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PADROES E REAGENTES

Os padrdes analiticos de agrotoxicos utilizados foram usados conforme o estudo de Hass
(2021) com pureza superior a 98%, Sigma Aldrich® sendo esses: 2,4-D, atrazina,
azoxistrobina, bentazona, carbofurano, ciproconazol, clomazona, difenoconazol, epoxiconazol,
fipronil, imazapique, imazetapir, malationa, piraclostrobina, simazina, tebuconazol,
tiametoxam e trifloxistrobina. Agua ultrapura produzida pelo sistema Milli-Q® Integral 5
(Millipore, Bedford, MA, USA); metanol grau HPLC (99,8%), LiChrosolv®, Merck
(Darmstadt, Alemanha); acetonitrila grau HPLC, LiChrosol®, Merck (Darmstadt, Alemanha);
acido férmico grau HPLC, Fleuka (Neuulm, Alemanha); sulfato de magnésio anidro, J.T.Baker

(Xalostoc, México); acetato de sddio anidro, Dinamica (Indaiatuba, Brasil).

32  PREPARO DAS SOLUCOES PADROES E DADOS DE VALIDACAO DO
METODO

A partir dos padr@es sélidos e puros dos agrotoxicos cada solucao analitica estoque foi
preparada utilizando metanol (CH3OH) como solvente e a sua quantidade determinada e
calculada a partir de cada massa pesada, para o preparo de uma solucgdo de 1.000 mg. L. Para
cada composto foi realizada a diluicdo em metanol para o preparo de 10 mL de solucéo de 100
mg.L?* sendo, posteriormente transferidos em frasco &mbar e armazenados a — 18 °C. Para a
construcdo da curva analitica utilizou-se o extrato do milho isento de agrotoxicos (branco). Esse

foi obtido de uma producéo orgénica localizada em Campina das Missdes (RS).

3.3 AMOSTRAS

As amostras de milho enlatadas e in natura foram obtidas em supermercados dos
municipios de Cerro Largo, Santa Rosa e Santo Angelo/ RS. Dessas, seis eram amostras de
milho enlatados disponiveis no supermercado de Cerro Largo, duas sdo amostras in natura de

Cerro Largo, uma de Santa Rosa e uma de Santo Angelo.
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Conforme as especificacfes e informacfes adicionais dos rétulos das amostras

adquiridas no supermercado, o Quadro 4 apresenta a origem, o tipo e o local adquirido.

Quadro 3 — Descricdo das amostras de milho conforme a marca, origem, tipo de amostras e

local adquirido.

Marca Origem Tipo Local adquirido
A Séo Paulo Em saché Cerro Largo

B Séo Paulo Em saché Cerro Largo

C Goiéas Enlatado Cerro Largo

D Sé&o Paulo Enlatado Cerro Largo

E Séo Paulo Enlatado Cerro Largo

F Sdo Paulo Enlatado Cerro Largo

G Goiéas Enlatado Cerro Largo

H Santa Rosa In natura Santa Rosa

I Santo Angelo In natura Santo Angelo

J Cerro Largo In natura Cerro Largo centro
K Cerro Largo In natura Cerro Largo interior

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

3.4 METODO ANALITICO

As amostras foram analisadas utilizando o método QUEChERS original com etapa de
congelamento e as determinagdes dos agrotdxicos por Cromatografia Liquida acoplado a

Espectrometria de Massas (LC-MS), conforme o método otimizado e validado por Hass 2021.

3.4.1 Condigdes do LC-MS

Foi utilizado um Cromatografo Liquido acoplado a Espectrometro de Massas,
Shimadzu® LCMS 2020, fonte de ionizagao por Electrospray (ESI), analisador de massas com
Quadrupolos e sistemas para a aquisi¢ao de dados LabSolutions®. O volume de injecao foi de
10 pL. A coluna analitica utilizada foi Agilet Poroshell EC - 18Athena C18-WP (CNW
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Tecnologies®, Duesseldorf, Alemanha), 50 mm x 3 mm d.i. x 2,7 um, fase C18, com a
temperatura do forno da coluna de 30 °C. Para a fase mdvel foram utilizados como solventes,
metanol grau HPLC (B) e agua ultrapura (A) acidificados com acido férmico (CH,0,) grau
HPLC a 1,0 % e formiato de aménio (NHsHCO2) 5 mmol. L. A eluicdo foi realizada por
gradiente com vazdo de 0,2 mL.min 2, iniciou-se com 10 % de B por 0,25 min, aumentando a
48% de B até 2 min, apos até 100% de B até os 8 min de anélise, mantendo-se constante por 1
min, retornando as condic¢des iniciais até 11 min e mantendo essa condi¢do por 2 min. O tempo
de corrida para a analise foi de 13 minutos. A curva de calibracdo foi construida nos niveis de
0,0025mg. L*a0,5mg. L™

As condicgdes do sistema de deteccdo foram: Voltagem do capilar 4500 eV, vazéo do
gas de nebulizagdo (nc): 3 L min 1, vaz&o gas de secagem 15 L min™, titin 210 °C, temperatura

de solvatacao 300 °C.

3.4.2 Preparo de amostra

Inicialmente, as amostras coletadas foram trituradas usando um multiprocessador de
alimentos e apds, congeladas para posterior preparo de amostras. Para o preparo de amostra,
segundo a figura 5, nessa pesquisa foi utilizado 0 método QUEChERS original. Nos testes, 3 g
de amostra do gréo de milho foram triturados e pesados em tubos falcon de 50 mL de volume,
com a adicdo de 10 mL de &gua e 10 mL de acetonitrila (ACN). Apo6s, agitou-se em vortex por
1 min, adicionou-se 6,000 g de sulfato de magnésio (MgSOas) e 1 g de cloreto de sddio (NaCl)

com centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente (HASS, 2021)

Essa mistura foi congelada a 18 °C por 12 horas, apds essa fase o extrato foi passado
pela fase de Clean-up utilizando a Extracdo em Fase Solida Dispersiva (d-SPE). Para isso
retirou-se 2 mL do sobrenadante para tubos falcon de 15 mL, contendo 0,100 g de amina
primaria e secundéria (PSA); 0,100 g de silica modificada com hidrocarboneto linear C18,
Octadecilsilano (C18) e 0,300 g de MgSOa. Agitou-se em vortex por 1 minuto seguida de
centrifugacdo por 5 minutos a 3000 rpm. Apos, o sobrenadante foi filtrado (Syringe Filters
Nylon, 0,45um) e injetado no LC-MS (HASS, 2021).
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Figura 6 - Representagdo do método de QUEChERS aplicado nesse estudo
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Fonte: Adaptado de Hass, 2021.

3.4.3 Dados da validagdo do método proposto

O método utilizado nesse trabalho foi otimizado e validado segundo a figura de mérito
Hass (2021) a qual foi aplicado para a determinacdo de 16 compostos conforme as normas do
INMETRO (2020) e SANTE (2019) utilizando os parametros de desempenhos: exatiddo e
precisdo intermedidria (interdays e intradays), efeito matriz, linearidade, limite de deteccéo
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ) (Tabela 5).

Obteve-se limites de recuperacéo entre 83 e 113% com desvios padrbes (RSD) entre 6,8
e 16%. Em relac&o aos valores de linearidade R? superior a 0,99 seguido da faixa linear 5 a 150
ug.L. Os resultados de recuperacéo ficaram entre 70% e 120%.
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Tabela 4 - Dados da validagcdo do método (Hass, 2021) e limites maximo de residuo
permitidos no milho.

LODm Equacéo da . LMR LMR
Agrotoxico (rl;]OEnl) (mg.kg NIIEOSOIIO curva de R? I\slfaetl:?z Anvisa Codex
g9 1 calibragédo (mg.kg?) (mg.kg?)
Atrazina 001 | 0003 | , |V :71225%‘;%)‘ * | 00998 | 257 | 025 0.1
Azoxistrobina 001 | 0003 | , |V¥Y= ;ggggx * | 00997 | -a8 0,01 0,02
Bentazona 0,005 | 00015 | _ |V :6%71%1?‘ * | 09996 | 482 0,02 0,01
Carbofurano 0,01 0,003 + y :8%3?331278)( * 0,9989 -8,2 0,1 0,05
Ciproconazol 001 | 0008 |y | Y=OIEXT | 09008 | 221 | 001 0,01
Clomazona 0,01 0003 |, |V :sgfggx * 109996 | -58 0,05 0,01
Difenoconazol 0005 | 00015 | + |7Y :377243963'3" T 1 00087 | -27 0,01 0,05
Epoxiconazol 0,01 0003 | + |V :ggfg,gx "1 09987 | -139 0,05 -

Fipronil 001 | 0003 | - |V :2965:‘01'62" *1 09989 | 7.6 0,01 0,01
Imidacloprido | 0,01 | 0003 | + yj/g’:fg%x 0,9986 | -33.4 0,5 0,02
Malationa 001 | 0003 | + |V :1131%21)‘ * 1 09999 | -63 8 0,05
Piraclostrobina | 0,005 | 00015 | + | Y :Zzgfggx * | 09996 | -352 0.1 0,02
Simazina 001 | 0003 | + |YT 5’3373333" *1 090997 | -424 | 002 0,1
Tebuconazol 0,01 0,003 + y= 332354)( * 1 00988 | -185 0,1 0,6
Tiametoxam 0005 | 00015 | + |7Y 250977 437'2" "1 00987 | -36.1 0,02 0,05
Trifloxistrobina | 001 | 0003 | + | Y~ gffggx * | 09980 | -217 | 005 0,02

Fonte: Adaptado de Hass, 2021. ESI: lonizacdo por eletrospray; LOQi: Limite de Quantificacdo do
Instrumento; LOQm: Limite de Quantificacdo cométodo; Tr: tempo de retengdo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foram construidas curvas de calibragéo no extrato branco do milho, para
quantificacdo dos 16 agrotdxicos nas amostras. As curvas apresentaram linearidade dentro da
faixa de concentracdo analisada, com valores de determinacédo e correlagdo superiores a 0,9,
conforme o recomendado pelo INMETRO, 2021 (Figura 6).

Figura 7 — Curva de calibracdo (A) e cromatograma (B) para o composto atrazina

50

f\rea(xwtl.ﬂtlﬂ}
4,5

4.0

Fonte: elaborada pela autora, 2023.

A partir do método QUEChERS original com fase de congelamento e a limpeza
utilizando a técnica de extracdo em fase solida dispersiva em amostras de milho enlatados, o
método foi aplicado em onze amostras de milho, em saché e in natura, obtidas em
supermercado do municipio de Cerro Largo e em algumas cidades da regido. Verificou-se que
nenhum composto foi detectado e quantificado nos milhos analisados, tanto nas amostras
processadas (enlatados e em saché) como também no grdo in natura.

Na figura 8, (A) pode-se observar o cromatograma com o sinal do padrdo analitico do
composto 2,4 — D, assim como na parte B o cromatograma de uma das amostras, comparando-
0s, pode se verificar que nenhum sinal foi obtido para esse composto. O mesmo comportamento
ocorreu para as demais amostras analisadas, assim como para 0S demais compostos

monitorados no método.
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos com sinal do padréo analitico 2,4 — D em (A) e (B) na
amostra
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Fonte: elaborada pela autora, 2023.

Em estudo de Hass (2021) dos resultados da aplicacdo do método QUEChERS original
com congelamento e LC-MS para a determinacdo de 16 residuos de agrotoxicos, em milho in
natura, quatro desses foram detectados, a atrazina, azoxistrobina, fipronil e trifloxistrobina em
concentragdes abaixo dos limites de detec¢cdo do método.

Em trabalhos de Suare (2007), sdo apresentadas algumas hipo6teses que sdo postas para
explicar a auséncia de residuos do herbicida 2,4-D, levando em consideracdo fatores
relacionados ao plantio, forma de emprego seja na pré ou no pos-emergente, ao modo de acao
do composto, a classe (sistémico ou de contato), ao processo mecanizado de colheita, ao efeito
do plantio direto na palha e a degradacdo dos agrotoxicos no ambiente devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas.

Pinheiro (2018) realizou em amostras de milho monitoramento de alguns agrotéxicos,
também de interesse dessa pesquisa como: atrazina, ciproconazol, malationa, simazina e
trifloxtrobina, sendo o Gltimo detectado na concentragdo de 0,0443 mg.kg* em concentragGes
préximas do LMR que para o milho (0,05 mg.kg-!) (MAPA, 2018).

Hasnaki et al. (2023) sabendo que o milho € consumido por humanos e esta presente
em alimentos processados ou em ra¢des de animais em suas avaliagdes de risco, em suas
avaliacdes de risco determinou residuos de 49 agrotdxicos em 34 amostras de milho coletados
em oito cidades do Ird. Os residuos de agrotdxicos como indoxacarbe (inseticida), metribuzina

(herbicida), propamocarbe (fungicida) foram menores que LMR, a presenga desses embora
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menores que LMR indicam que sdo amplamente utilizados e possuem caracteristicas de
persisténcias no ambiente. Enquanto, o fungicida tiabendazol foi detectado em 12 amostras de
milho com a concentragdo média de 0,11 mg. Kg™, é um dos mais usados em coberturas de

sementes de milho.

Mahugija et al., (2017) investigou os niveis de residuos de pesticidas em amostras de
grdos in natura, processados e em farinha de milho, sendo que 12 residuos de agrotdxicos
foram detectados em grdos de milho. As maiores concentracbes foram de
clorpirifés ,fenitrotion , pirimifos metil e cipermetrina, que variaram de 14 a 11200 pg.kg™. Nas
amostras de farinha de milho, foram detectados oito pesticidas; aldrin, dieldrin, a-endosulfan,
B-endosulfan, fenitrotion, clorpirifés, pirimifos metil e cipermetrina, e suas maiores
concentracOes variaram de 1 a 2220 pg.kg?. Nas amostras cozidas, ndo foram detectados
residuos de agrotoxicos em todos os produtos de milho cozido, em sua grande maioria, 0
cozimento degrada boa parte desses residuos verificando que métodos de processamento

causam transformacao e reducdo dos contaminantes organicos.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pesticide-residue
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/chlorpyrifos
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/fenitrothion
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5 CONCLUSAO

Através das andlises realizadas nas amostras de alimentos de milhos in natura, enlatados
e em saché do supermercado nos supermercados de Cerro Largo e regido foi possivel concluir
que nenhum residuo de agrotdxico foi encontrado.

Para as amostras enlatadas e em saché, verificou-se que produtos de milho cozido, em
sua grande maioria, o cozimento degrada boa parte desses residuos verificando que métodos de
processamento causam transformacao e reducéo dos contaminantes organicos.

Em relacdo as analises de multiresiduos, o método de extragdo QUEChERS — LC — MS
validado por Hass (2021) se mostrou eficiente, preciso e satisfatorio.

Tendo em vista o consumo do milho na alimentagdo humana e animal, desde enlatados
aos grdos in natura e aplicacBes industriais, faz-se necessario com o aumento da demanda
produtiva do grdo a utilizacdo de diferentes grupos quimicos e mecanismos de acdes de
agrotdxicos buscando proporcionar a melhoria do rendimento na producédo e a qualidade do
cereal, sugere-se a necessidade de amplificar o escopo de amostras e compostos para a
continuidade do estudo em trabalhos futuros, dessa forma, € necessério realizar de forma
continua 0 monitoramento de agrotoxicos nessa matriz e em seus derivados para seguranca

alimentar.
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