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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

DETERMINACAO DE FUNGICIDAS EM SUCOS DE LARANJA
EMPREGANDO METODO DE EXTRACAO MINI-LUKE MODIFICADO
E UPLC-MS/MS
Autora: Jaqueline Fabiane Reichert
Orientadora: Carmem Dickow Cardoso
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 26 de marco de 2014.

O suco de laranja representa uma contribuicdo relevante para a economia brasileira, uma
vez que, de cada cinco copos de suco de laranja consumidos no mundo, trés sao
produzidos no Brasil. A fim de aumentar a producdo de frutas e, consequentemente, de
sucos, também é verificado um aumento na preocupacao quanto a presenca de residuos de
agrotoxicos em matrizes alimentares, fazendo-se necesséario o0 monitoramento, através de
métodos analiticos para, assim assegurar a saude do consumidor. Neste estudo, foi
validado um método analitico para determinacdo de nove fungicidas em sucos de laranja
natural e processado por UPLC-MS/MS. Para a extracdo dos fungicidas da matriz, utilizou-
se 0 método denominado mini-Luke modificado. Desenvolvido no ano de 1975, sofreu
algumas modificacbes nos anos posteriores e tem sido utilizado para monitorar a presenca
de agrotdxicos em matrizes ndo gordurosas como frutas e vegetais. O método consiste na
adicdo de 30 mL de acetona, seguidos de 60 mL da mistura 1:1 (v/v) de éter de petréleo e
diclorometano em 15 g de amostra. Ap6s homogeneizacéo e centrifugacao, foi retirada uma
aliquota de 1,2 mL do extrato, que apds evaporacao, foi ressuspendido em 1 mL de metanol
acidificado com 0,1% de acido acético e analisado por UPLC-MS/MS. Os parametros
avaliados para validacdo do método foram: curva analitica e linearidade, limite de deteccao
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ), exatiddo (recuperacao%), precisdo (RSD%) e
seletividade (efeito matriz%). Os resultados obtidos foram satisfatérios para todos os
parametros avaliados, mostrando desta forma, que o método de extracdo mini-Luke
modificado foi eficaz para extrair os fungicidas estudados em sucos de laranja natural e
processado. Na faixa de concentracdo estudada, o método mostrou-se linear. Os valores de
LOQ do método foram de 10, 20 e 50 ug kg™ para seis, dois e um fungicidas estudados,
respectivamente. Salienta-se que estes valores sdo iguais ou inferiores aos valores dos
limites méaximos de residuos (LMR) estabelecidos pelas legislagdes brasileira, americana e
européia, indicando que o método pode ser empregado a nivel mundial para determinar os
nove fungicidas estudados em sucos de laranja. Pode-se afirmar que o método é seletivo,
uma vez que este parametro foi avaliado a partir do efeito matriz, o qual para a maioria dos
fungicidas estudados foi negativo, e todos os valores permaneceram na faixa de -20 e
+20%, nédo influenciando os resultados. Os fungicidas estudados apresentaram valores de
recuperacdo dentro da faixa de 70 a 120% com excecdo do tiofanato-metilico e do
carbendazim. O tiofanato-metilico apresentou valores abaixo de 70% para os niveis de
fortificacdo de 10 e 20 pg kg™ e o carbendazim, valores acima de 120% para o nivel de
fortificacdo de 10 pg kg™. O método de extracdo, aliado com a técnica cromatogréfica para
determinagdo dos analitos, mostraram-se eficientes para a analise de residuos de
agrotoxicos em sucos de laranja.

Palavras-chaves: Suco de laranja, Fungicidas, Mini-Luke modificado, UPLC-MS/MS.
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ABSTRACT

Master Dissertation
Post Graduate Program in Chemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

FUNGICIDES DETERMINATION IN ORANGE JUICE USING
MODIFIED MINI-LUKE EXTRACTION METHOD AND UPLC-MS/MS
Author: Jaqueline Fabiane Reichert
Advisor: Carmem Dickow Cardoso
Date and Place of Defense: Santa Maria, March 26, 2014

Orange juice is a relevant contribution to the Brazilian economy, as long as five glasses of
orange juice consumed in the world, three are produced in Brazil. For the purpose of
increase the production of fruits and, consequently, juices, there is a growing concern about
the presence of pesticide residues in food, so monitoring by analytical methods is required in
order to ensure consumer’s health. This study shows the validation of an analytical method
for the determination of nine fungicides in natural and processed orange juices by UPLC-
MS/MS. The extraction procedure used was the modified mini-Luke method. Developed in
1975, it was modified in later years and has been used to monitor the presence of pesticides
in non-fatty matrices such as fruits and vegetables. The method consists of adding 30 mL of
acetone followed by 60 mL of 1:1 (v/v) mixture of petroleum ether and dichloromethane to 15
g of sample. After homogenization and centrifugation, an aliquot of 1.2 mL was transferred
into tubes and evaporation led to a water bath to near dryness. The residue was
reconstituted in 1 mL of methanol containing 0.1% acetic acid and analyzed by UPLC-
MS/MS. The parameters evaluated for the validation were: calibration curve and linearity,
limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), accuracy (as recovery%), precision (as
RSD %) and selectivity (as matrix effects%). The results were satisfactory for all parameters,
thus showing that the modified mini-Luke extraction method was effective to extract the
studied fungicides in natural and processed orange juices. In the range of concentration
studied, the method was linear. The method LOQ were 10, 20 and 50ug kg™ for six, two and
one fungicides studied, respectively. It is noted that these values are the same or below the
values of the maximum residue limits (MRL) established by Brazilian, American and
European laws, indicating that the method can be used worldwide to determine the nine
fungicides studied in orange juice.It can be inferred that the method is selective, as long as
this parameter was assessed from the matrix effects. It was negative for most of the
fungicides studied and all values remained in the range -20 to +20%, not influencing the
results. The analyzed fungicides, show average recoveries between 70 and 120%, only
excepting thiophanate - methyl and carbendazin. The thiophanate-methyl presented values
below 70% when spiked at concentrations of 10 and 20 pg kg ™ and carbendazim presented
values above 120% when spiked at concentrations of 10 ug kg . The extraction method,
combined with modern chromatographic technique for the determination of analytes, were
effective for the analysis of pesticide residues in orange juice.

Keywords: Orange juice. Fungicides. Modified Mini-Luke, UPLC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

A producéo total brasileira de citros (laranjas, tangerinas, limas acidas/limées)
atingiu, em 2010, a expressiva marca de R$ 7,1 bilhGes, o que faz da citricultura o
quinto maior representante do agronegdcio brasileiro, perdendo somente para soja,
cana-de-acucar, milho e café (IBGE, 2011).

Desde os primérdios das exportacdes, a citricultura vem contribuindo de
forma significativa para o desenvolvimento do Brasil, tornando-o ndo somente o
maior produtor de laranjas como também o maior exportador de suco de laranja
concentrado do mundo. Este desenvolvimento se deve a alta qualidade da matéria-
prima (NEVES et al., 2010).

A fim de alcancar altas producbes de laranja e do suco, sdo empregados
agrotoxicos, os quais possuem a funcdo de combater, prevenir ou controlar as
pragas que podem vir a prejudicar a cultura e trazer prejuizos ao produtor.

Para controlar a exposicdo humana aos residuos de agrotoxicos em matrizes
alimenticias e assegurar a saude publica, agéncias reguladoras de varios paises tem
criado programas de monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos
(ANVISA, 2009).

O Brasil tornou-se um dos paises que mais empregam agrotéxicos no mundo
desde 2008 (KUGLER, 2012), e com o aumento no emprego dos agrotoxicos, as
preocupacdes com os residuos destas substancias em alimentos ganham evidéncia
e tornam-se cada vez mais frequentes.

No Brasil, varias iniciativas tem sido implementadas com o intuito de garantir
niveis seguros de residuos de agrotoxicos para a populacdo que consome alimentos
provenientes de culturas tratadas com estas substancias. Dentre estas iniciativas,
tém sido executados programas de monitoramento de residuos de agrotdéxicos em
alimentos, principalmente aqueles consumidos in natura, com o objetivo de avaliar
continuamente os niveis desses residuos nos produtos e, assim, garantir alimentos
seguros a populacdo. Esses programas de monitoramento podem ser estaduais ou
de abrangéncia nacional, como é o caso do Programa de Analise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos (PARA) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), vinculada ao Ministério da Saude, e do Programa Nacional de Controle
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de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (BARIZON et al., 2013).

Para produtos destinados a exportacdo, como é o caso do suco de laranja, €
necessario também o conhecimento das legislagdes internacionais e a adequacao
do produto quanto a presenca de residuos de agrotoxicos. No ano de 2012, através
da realizacéo de andlises quimicas foram encontrados tracos (35 pg L™) do fungicida
carbendazim no suco de laranja brasileiro destinado aos Estados Unidos da América
(EUA)(GLOBO, 2012).

Conhecendo as legislacdes impostas pelo pais importador de suco de laranja
concentrado, é possivel verificar que a entrada do produto no pais somente é aceita
guando os niveis residuais dos agrotdéxicos empregados na cultura estejam na faixa
aceita, ou seja, menor ou igual ao LMR estabelecido pela legislacdo. Como o uso do
carbendazim nao é permitido pela legislagcdo americana, pode-se dizer que, naquele
pais, qualquer produto que apresente tracos deste fungicida esta improprio para
consumo (AUGUSTO, 2012; HOLLOSI et al., 2012).

Conforme estudos realizados, o fungicida carbendazim causa aberraces
cromossOmicas e alteracdo endocrina do sistema reprodutivo masculino de ratos
(GRAY et al., 1990; NAKAI et al., 2002; MCCARROLL et al., 2002; KIRSCH-
VOLDERS et al., 2003). A exposicdo cronica a formulacdo pode ocasionar
disfuncbes do sistema nervoso central, dano ocular e dermatite, bem como
disfuncdes hepaticas, renais, estomacais, anemia e outras disfuncfes sanguineas.
Efeitos mutagénicos e carcinogénicos nao foram observados em seres humanos.
(COUTINHO et al., 2006; IPCS, 1998; BASF, 2006).

A fim de controlar a producdo alimenticia tornou-se indispensavel o
desenvolvimento de métodos analiticos capazes de determinar quantidades muito
pequenas de contaminantes em alimentos, havendo sempre uma busca por

métodos com LOD e LOQ cada vez menores.
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1.1 Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo principal avaliar a eficiéncia do método
de extracdo mini-Luke modificado para nove fungicidas em amostras de sucos de
laranja, natural e processado. Validar de forma intralaboratorial um método de
guantificacdo simultanea dos fungicidas avaliados (azoxistrobina, carbendazim,
difenoconazol, famoxadona, piraclostrobina, tebuconazol, tiabendazol, tiofanato-
metilico e trifloxistrobina) em sucos de laranja natural e processado, empregando a
técnica analitica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia e deteccdo por
espectrometria de massas (UPLC-MS/MS) e o método mini-Luke modificado.

Sucos de laranja natural (obtido diretamente da fruta), suco concentrado, suco
diluido (obtido a partir da diluicdo do suco concentrado) e integral pasteurizado
foram utilizados. Todas as amostras foram adquiridas em mercados localizados na
cidade de Santa Maria (RS).

1.1.1 Objetivos Especificos

o Aplicar o método analitico validado para avaliar a qualidade dos
sucos de laranja quanto a presenca de residuos dos fungicidas
estudados.

o Avaliar a presenca dos fungicidas estudados em amostras de suco
de laranja natural, provenientes de laranjas obtidas em feira de
produtos organicos e mercados.

o Avaliar a presenca dos fungicidas estudados em sucos processados

dos tipos concentrado, diluido e integral pasteurizado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Laranja

2.1.1 Origem da laranja no Brasil

A laranjeira, assim como todas as plantas citricas, é nativa da Asia, de onde
foi levada, na Idade Média, para o norte da Africa e em seguida para o sul da
Europa, e de |a, trazida para as Américas por volta do ano 1500 (TURRA & GHISI,
2003).

Atualmente, os pomares mais produtivos encontram-se nas regides de clima
tropical e subtropical, destacando-se como grandes produtores de citros o Brasil, os
EUA, a Espanha, os paises do Mediterraneo, o México, a China e a Africa do Sul
(Figura 1) (TURRA & GHISI, 2003).

Europa

Estados

Unidos
China

Africa -
Golfo de
Bengala

Brasil

Figura 1 — Origem e distribuicdo mundial da laranja (NEVES et al., 2010).
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As mudas e as técnicas de cultivo da laranja foram trazidas da Espanha para
o Brasil pelos portugueses, entre os anos de 1530 e 1540, para suprir a necessidade
de vitamina C (acido ascorbico) das tripulagdes dizimadas pelo escorbuto na época
do descobrimento e da colonizacdo da América Latina (NEVES et al., 2010).

Ap6s a proclamacao da Republica, em 1889, o principal produto agricola do
Brasil era o café, cuja producdo encontrava-se concentrada principalmente no
interior do Estado de S&o Paulo. Neste periodo, a laranja era produzida na mesma
regido, porém apenas como uma cultura alternativa. Somente mais tarde, com a
crise do café, é que a citricultura ganhou um espaco maior, e em 1910 ocorreu 0
inicio das exportacbes da laranja. Com o investimento de produtores no
desenvolvimento de tecnologias de producédo citricola, a laranja se tornou um dos
dez produtos mais importantes na exportacdo do pais, em 1939 (NEVES et al.,
2010).

2.1.2 Producao mundial de laranja

A producéo de citros no mundo esta dispersa em varios paises e continentes,
mas ha uma especializacédo geografica na producdo e na comercializagao.

Os dados publicados pela Food and Agriculture Organization (FAO) revelam
gue os paises do continente americano (Brasil, EUA e Argentina) sdo dominantes na
producdo e comercializagdo de sucos citricos, enquanto que 0s paises do
Mediterraneo sdo mais especializados na producdo e comercializacdo de frutas
citricas in natura, especialmente laranjas doces e tangerinas. Ja na producédo de
limas acidas, o Brasil e o México sdo os lideres tanto de producdo quanto de
exportacdo (ALMEIDA & PASSOS, 2011).

Nas ultimas trés décadas, a producdo mundial de frutas citricas aumentou em
resposta a demanda global por sucos e frutas in natura, especialmente nos paises
desenvolvidos. A evolucdo dos meios de comunicacdo, transporte e embalagens
contribuiram para dinamizar o comércio a longas distancias, beneficiando
diretamente o setor de pereciveis, tais como o das frutas in natura (ALMEIDA &
PASSOS, 2011).
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Na safra de 2009-2010, o Brasil liderou a posicdo mundial na producao de
laranja e manteve a mesma colocacao no ano de 2011, quando foi responsavel por
81,3%, sendo que, no mesmo ano os EUA foram responsaveis por 8,2% e 0s
demais paises por 10,5% da exportacdo mundial de sucos de laranja. (DEPEC-
BRADESCO, 2013). Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de laranja,
seguido pelos EUA e China (ZULIAN et al., 2013), conforme a Food and Agriculture
Oganizations/Food and Agriculture Oganizations Statistics (FAO/FAOSTAT).

Conforme dados publicados pela Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab), estima-se que 85% das laranjas da safra de 2013-2014 serdo destinadas
as industrias processadoras de suco e 15% terdo como destino o mercado de frutas
in natura (CONAB, 2013).

O fato de o Brasil ser o maior exportador mundial de suco de laranja esta
relacionado com a producédo em larga escala e na sua estrutura logistica estratégica.
Navios sédo construidos especialmente para o transporte de suco de laranja, com
tecnologia especifica para que as propriedades fisico-quimicas e sensoriais do
produto sejam mantidas, transportando-o dos portos brasileiros aos terminais
préprios das industrias espalhados pelo mundo. Além do Brasil, sdo mais de dez
terminais em portos nos EUA, Bélgica, Holanda, Japdo e Australia (EMBRAPA,
2013).

2.1.3 Producéao nacional de laranja

O Estado do Rio Grande do Sul (RS) € o sexto produtor brasileiro de laranja
com uma producdo média de 370.592 toneladas no periodo de 2009 a 2011, o que
corresponde a 1,9% da producdo nacional. Segundo a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), desde a década de 1990, a cultura de citros tem
se expandido especialmente no Médio Alto Uruguai e na Campanha Gaucha
(SEPLAG, 2012).

A Tabela 1 relaciona a area plantada e a quantidade produzida de laranja no
Brasil e no estado do RS. Comparando as areas plantadas nos anos de 2010 e
2011, percebe-se que apesar de no ano de 2011 a area plantada no RS ter

diminuido, a producéo do fruto aumentou (SEPLAG, 2012).
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Altas produtividades e boa qualidade dos frutos de laranja dependem de

praticas culturais, que devem ser realizadas periodicamente no pomar com a

finalidade de manté-lo em condi¢bes adequadas (EMBRAPA, 2013).

Tabela 1 — Evolugédo anual da area plantada e da quantidade produzida de
laranja no Brasil e RS, no periodo de 2000-2011(Fonte SEPLAG, 2012).

Rio Grande do Sul

Ano

2000*
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011

Area plantada
(Hectares)

856.422
824.693
828.843
836.041
823.220
805.665
805.903
821.244
836.602
787.250
792.753
817.292

Quantidade

produzida (t)

106.651.289
16.983.436
18.530.582
16.917.558
18.313.717
17.853.443
18.032.313
18.684.985
18.538.084
17.618.450
18.503.139
19.811.064

Area plantada
(Hectares)

27.352
26.869
26.960
27.019
27.197
27.217
27.476
27.023
25.788
27.162
27.764
27.654

Quantidade
produzida (t)

2.008.949
345.723
346.042
354.700
356.398
311.745
339.765
347.140
335.266
350.650
369.435
391.692

*Até o ano 2000 as quantidades produzidas eram expressas em mil frutos, com excec¢édo da
banana, para a qual era utilizado mil cachos. A partir do ano de 2001 as quantidades passaram

a ser expressas em toneladas.

No Brasil ha uma diversificacdo de variedades de laranja ao longo do ano

(Figura 2), o que apresenta grande importancia, uma vez que evita 0 excesso da

oferta do fruto em determinadas épocas do ano e faz com que nao falte matéria-

prima para a producdo de suco de laranja, em outras épocas (NEVES et al., 2010).
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Precoces (hamlin, westin, rubi, pineapple) Meia-estagao (pera) Tardias (valéncia e natal)

+~—23%

—22%

r— 55%

Figura 2 — Grafico com os periodos de colheita por variedade e percentual de
producédo (NEVES et al., 2010).

As variedades Pera, Valéncia, Hamlin, Natal, Folha murcha, Valéncia
Americana e Westin tem como principal destino a industria de sucos, exceto a
variedade Pera, que além de ser utilizada na producao de sucos, parte da producéo
€ absorvida pelo mercado interno de frutas in natura. O Norte do Estado de S&o
Paulo é a regido mais importante na producéao de laranja, e historicamente formou-
se o chamado cintur&o citricola, que abrange as macrorregioes: Centro, Sul, Norte e
Castelo, com destaque para as cidades de Bebedouro e Matéo. Cerca de 86% das
laranjas produzidas nestas regides sao destinadas a industria (ZAMBOLIM et al.,
2008; EMBRAPA, 2013).

Para manter a lideranca do setor, o MAPA investe no apoio a adocdo de
sistemas mais eficientes, como a producédo integrada, com medidas para reduzir 0s
custos, aperfeicoamento e ampliacdo da comercializacdo do produto. O ministério
tem, ainda, acdo efetiva na fiscalizacdo e prevencédo ao aparecimento de pragas e
doencas (MAPA, 2012).

Os maiores problemas que os principais Estados produtores de laranja
enfrentam sdo de ordem fitossanitaria (doengas como o cancro citrico, a clorose
variegada dos citros e o greening) e cotacdes baixas para as frutas destinadas a
industria (IBGE, 2013).
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2.1.4 Fatores que influenciam na producgéo de laranjas

Sao varios os fatores que influenciam no tamanho da safra de laranja. Estes
fatores podem ser divididos em fatores climéaticos, fitossanitarios, econémicos,
tecnoldgicos e infraestrutura logistica.

A ocorréncia de precipitacdo bem distribuida nas fases de florescimento até a
colheita, geadas ou temperaturas muito baixas (abaixo de 15°C) e a falta de controle
de doencas devastadoras, como o cancro citrico, causada por bactéria, e a pinta
preta, causada por fungo, podem levar a perda de toda a producdo. Os custos de
producéo e a regulacdo dos precos pagos pela caixa de laranja, a infraestrutura e o
grau tecnoldgico, plantios adensados, manejo correto da adubacéo, monitoramento
de doencas, utilizacdo de irrigacdo, entre outras praticas culturais, favorecem o
aumento da produtividade e, consequentemente, 0 aumento da producéo
(EMBRAPA, 2013).

O uso de agrotéxicos na cadeia produtiva das frutas constitui um fator-chave
na producédo agricola e na pés-colheita, todavia, 0 uso inadequado de tais produtos
ainda persiste no pais, podendo colocar em risco a saude do consumidor, do
trabalhador e do meio ambiente (BUAINAIN & BATALHA, 2007).

Os maiores problemas na citricultura sdo a inexisténcia de produtos
registrados no Ministério da Agricultura para o uso em diversas frutas, o que dificulta
a aplicacdo correta do receituario agronémico, favorece a aplicacdo descontrolada
de agrotoxicos e a falta de controle e de fiscalizacdo de residuos nas frutas. A nao
utilizacdo de equipamentos de seguranca nas pulverizacfes e o descarte incorreto
das embalagens também devem ser assinalados como problemas a serem
resolvidos (BUAINAIN & BATALHA, 2007).

2.1.5 O uso de agrotoxicos

O processo produtivo agricola brasileiro esta cada vez mais dependente dos
agrotoxicos e fertilizantes quimicos. A lei dos agrotoxicos e o decreto que

regulamenta esta lei definem essas substancias como:
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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
composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de

seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 2002).

Na safra de 2011, foram plantados, no Brasil, 71 milhdes de hectares de
lavoura temporaria (soja, milho, cana-de-acUcar, algoddo) e permanente (café,
citricos, frutas, eucaliptos), o que corresponde a cerca de 853 milhdes de litros
(produtos formulados) de agrotoxicos pulverizados nessas lavouras, principalmente
de herbicidas, fungicidas e inseticidas. Isso representa uma meédia de uso de 12
litros/hectare e exposicdo média ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de
agrotoxicos por habitante (CRUZ et al. 2013 apud IBGE, 2012; SINDAG, 2011). Para
a cultura de citros, o consumo médio de agrotéxicos (herbicidas, inseticidas e
fungicidas) foi de 23 litros/hectare, na safra de 2011 (CARNEIRO et al., 2012).

Os agrotoxicos possuem um papel fundamental na preservacéo dos alimentos
contra o ataque de pragas e sdo empregados em diferentes estagios do cultivo, ou
seja, durante o crescimento, pré-colheita, pds-colheita, armazenamento e transporte
dos produtos. Por outro lado, em contato com o solo e recursos hidricos, os
agrotoxicos podem contaminar o meio ambiente, podendo ainda serem transferidos
para a cadeia alimentar (TOLEDO, 2008).

Os agrotéxicos podem ser classificados quanto a sua acdo como inseticidas,
fungicidas, herbicidas, raticidas, acaricidas, e quanto ao grupo quimico, podem
pertencer aos organoclorados, organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos e
piretroides (TOLEDO, 2008).

De acordo com estudos realizados, 45% do total dos agrotoxicos
comercializados correspondem a categoria dos herbicidas, os fungicidas e os
inseticidas correspondem a 14 e 12% do mercado nacional, respectivamente, e as
demais categorias de agrotoxicos a 29% (ANVISA, 2012).

Ainda do ponto de vista toxicolégico, os agrotoxicos podem ser classificados
em extremamente, altamente, moderadamente ou pouco téxicos (Figura 3), de

acordo com a dose letal (LDso) oral e dérmica para ratos (TOLEDO, 2008).
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Classe Toxicidade Cor indicada na embalagem
I Extremamente téxico Faixa Vermelha
Il Altamente téxico Faixa Amarela
[l Moderadamente toxico Faixa Azul
\V Pouco téxico Faixa Verde

Figura 3 — Classificacdo dos agrotdxicos quanto a toxicidade.

A capacidade de um agrotoxico persistir por certo periodo de tempo pode ser
desejavel e tem sido reconhecido como importante em algumas situacdes, para o
controle bem sucedido de pestes e doencas. Todavia, a presenca de residuos de
agrotoxicos nos alimentos e no meio ambiente preocupa 0 consumidor e as
autoridades competentes, ja que pode oferecer riscos para a saude humana e ao
meio ambiente (TOLEDO, 2008).

O controle de residuos de agrotoxicos em alimentos é necessario, tanto para
a protecéo direta do consumidor como em relacdo a aceitabilidade da mercadoria
pelo mesmo. Seus resultados podem ser usados para introduzir medidas corretivas
de prevencao de risco a saude (TOLEDO, 2008).

As dificuldades para a producédo agricola relacionada com restricdo ao uso de
certos agrotoxicos autorizados, e o impacto de utilizacdo desses produtos no
consumo e nas estratégias de monitoramento de residuos de agrotéxicos, sdo objeto
de constante preocupacdo pelos diversos setores envolvidos na fruticultura
(BUAINAIN & BATALHA, 2007).

2.1.6 Fungicidas

Os fungicidas sao substancias quimicas empregadas no controle de doencas
de plantas causadas por fungos, bactérias ou algas. Alguns produtos quimicos néo
matam os fungos mas inibem o seu crescimento temporariamente. Tais produtos séo
chamados de fungistaticos. Alguns produtos quimicos inibem a producao de esporos

sem afetar o crescimento das hifas no interior dos tecidos e, neste caso, sao
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chamados antiesporulantes. Bactericidas e antibidticos com a¢do fungicida estao,
implicitamente, incluidos no conceito (JULIATTI, 2005).

As plantas citricas podem ser afetadas por diferentes agentes fitopatogénicos,
sendo que, nos Ultimos anos, as doencas que mais se destacaram quanto a
limitacdo da producdo de citros no Estado de SP foram a pinta preta, o
huanglongbing ou greeening, o cancro citrico, a clorose variegada e a podridao floral
dos citros (SILVA, 2013).

Dentre os fungicidas organicos com acgao sistémica no interior da planta, os
compostos benzimidazéicos sdo os mais conhecidos, e, talvez os mais utilizados,
devido a sua propriedade e eficacia no controle de fitopatdgenos de importancia
econdmica. Os fungicidas sistémicos desse grupo, como o benomil, o tiofanato-
metilico, o tiabendazol e o carbendazim se caracterizam por uma alta seletividade,
atuando em poucos processos do metabolismo dos fungos (SILVA & MELO, 1997).

Dentre os fungicidas registrados para o uso em citros, com acao contra
Guignardia citricarpa kiely, fungo causador da doenca pinta preta dos citros,
encontram-se 0s protetores ou de contato, como os compostos a base de cobre
(sulfato de cobre, hidréxido de cobre, oxicloreto de cobre e 6xido cuproso) e os
ditiocarbamatos (mancozeb e propineb), e com acao sistémica, do grupo dos
benzimidazdis (carbendazim e tiofanato-metilico) e das estrobilurinas
(piraclostrobina, azoxistrobina, trifloxistrobina). Porém, os fungicidas benzimidazois
podem ser utilizados somente em pomares cuja producdo sera destinada para o
mercado interno, devido as restricbes do uso em citros cuja producéo sera destinada
ao processamento e producdo de suco para a exportacédo (VINHAS, 2011).

A pinta preta dos citros caracteriza-se através do aparecimento de lesGes na
casca de frutos de laranjas doces, limdes, tangerinas e seus hibridos, o que os torna
depreciados para o mercado de fruta in natura. Quando o ataque € severo, €
possivel observar lesGes também nas ramas e folhas. Os diferentes tipos de lesdes
causados pela doenca ficam restritos ao flavedo (parte colorida e mais externa da
casca da laranja) e ndo afetam a qualidade interna dos frutos, porém podem causar
a queda prematura da fruta, o que reduz consideravelmente a producéo (SPOSITO,
2003).

Em 2012, o Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) orientou o0s
citricultores a suspenderem o uso dos fungicidas carbendazim e tiofanato-metilico,

usados principalmente para o combate das doencas pinta preta e podridao floral,
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substituindo-os por outros agrotoxicos, como aqueles a base de cobre e as
estrobilurinas, além de reforcar as medidas de manejo do pomar (NOTICIAS
AGRICOLAS, 2012).

Os benzimidazdis e conazdis sdo amplamente utilizados no campo como
fungicidas pos-colheita, em particular, o tiabendazol, o carbendazim, o tiofanato-
metilico, o imazalil e o procloraz sdo os compostos mais utilizados para prevenir
doencas em frutas citricas. Muitas vezes, uma pratica industrial € usa-los por
lavagem ou pulverizacao, para prevenir a contaminacao pelo esporo do fungo ap6s
a colheita (DREASSI et al., 2010). No Brasil, os benzimidazoéis, além de serem
aplicados na producédo de citros, também séo aplicados em culturas como algodao,
feijdo, soja, trigo e em grande variedade de frutas e vegetais.

O fungicida benomil ndo € permitido no Brasil, no entanto este composto &
rapidamente convertido a carbendazim e apresenta um curto intervalo de tempo de
meia-vida de 2 e 19 horas em agua e solo, respectivamente (SANCHEZ-RASERO et
al., 1991; SINGH & CHIBA, 1993; SANDAHL et al.,, 2000), por isso a legislacéo
estabelece que o LMR para o benomil seja expresso em carbendazim, ja que este
apresenta uma maior estabilidade.

O tiofanato-metilico ndo pertence a classe dos agrotoxicos benzimidazais,
porém também é incluido neste grupo, pelo fato de ser convertido a carbendazim em
condicBes naturais e artificiais, e 0s resultados das analises sdo expressos em
carbendazim (HIEMSTRA et al., 1995).

E extremamente importante ter conhecimento a respeito da qualidade dos
produtos que chegam a mesa do consumidor. Na Tabela 2, encontram-se algumas

informacfes quanto a toxicidade dos fungicidas estudados neste trabalho.
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Tabela 2- Efeitos toxicolégicos dos fungicidas estudados (IUPAC, 2013) .

Agrotoxico Carcinogénico  Mutagénico Desregulador  Efeitos no Efeitos no Irritag&o
enddcrino sistema sistema dérmica
reprodutor  respiratério
Azoxistrobina X - - ? - ?
Carbendazim ? - ? v X v
Difenoconazol ? - - v X X
Famoxadona X - - ? - v
Piraclostrobina X - - ? X v
Tebuconazol ? - - ? X v
Tiabendazol ? X - v ? X
Tiofanato-metilico ? v - ? v ?
Trifloxistrobina X - - v - v

X: N&o causa

v . Causa

?: Possibilidade de causar

- . Nao ha dados suficientes
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2.2 Suco de laranja

2.2.1 Tipos de sucos

Na industria de sucos de frutas, a producdo e a comercializacdo desses
produtos depende das caracteristicas exigidas pelo mercado consumidor para cada
um dos diferentes tipos de suco. Entre as caracteristicas pré-estabelecidas, estdo a
cor, o nivel de turbidez, os niveis de acgucar e a acidez, os nutrientes presentes e 0
perfil de sabor. A empresa que pretende exportar seu produto deve levar em
consideracao as exigéncias e a legislacdo do pais que ird consumir esse produto
(EMBRAPA, 2003).

Conforme EMBRAPA (2003), os principais produtos hoje

comercializados a partir de frutas séo:

o Suco de frutas: liquido limpido ou turvo extraido da fruta por
meio de processo tecnolégico adequado, ndo fermentado, de cor, sabor e
aroma caracteristicos, submetido a tratamento que assegure a apresentacao
e conservacao até o momento do consumo.

o Suco integral fresco: tratado por meio de técnica adequada
gue garanta a estabilizacdo. A designacao integral é somente valida para
sucos sem adicdo de acucar e na sua concentracdo natural.

o Suco conservado: suco integral adicionado de agente
conservador quimico. Estes conservantes sdo agentes fungistaticos ou
bacteriostaticos com acédo inibidora da proliferacdo microbiana, sendo os
conservantes mais utilizados o acido benzdico e benzoato de sddio (nivel
maximo estabelecido de 0,01%). O acidulante mais utilizado é o acido citrico
e o antioxidante mais empregado é o acido ascérbico, sendo que, em polpas
e sucos de frutas e refrescos, o teor maximo € de 0,03%.

o Suco concentrado: suco do qual é retirado até 50% da agua de

constituicdo do suco natural.
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o Suco desidratado: suco no estado solido, obtido pela
desidratagéo do suco integral. Deve conter a expresséo “suco desidratado” na
embalagem.

o Néctar: produto ndo fermentado, obtido pela dissolucdo da
polpa da fruta integral em agua, adicionado de acucar (sacarose,
glicose/frutose), acidulantes ou conservantes.

o Refresco: bebida gaseificada, ndo fermentada, obtida pela
diluicdo do suco de fruta, polpa ou extrato vegetal de sua origem em agua
potavel, adicionada de acUcares, porém, sem adicdo de aditivos ou
conservantes.

o Suco composto ou Blend: obtido a partir da mistura de

diferentes tipos de sucos como laranja, mamao, abacaxi e maracuja.

2.2.2 Composicao do suco de laranja

O suco de laranja € constituido de uma mistura aquosa de varios
componentes organicos, volateis e instaveis, responsaveis pelo seu sabor e aroma,
além dos acucares, acidos, sais minerais, vitaminas e pigmentos. Contudo, sob o
ponto de vista nutricional, o suco de laranja € considerado uma excelente fonte de
carotendides e vitamina C (FRANCO, 1992).

A qualidade do suco de laranja é dependente de varios fatores como,
microbiolégicos, enzimaticos, quimicos e fisicos que podem comprometer as
caracteristicas sensoriais e nutricionais do produto (NETO & FARIA, 1999).

O processo de obtencédo do suco de laranja concentrado congelado (FCOJ),
consiste em uma série de operacdes industriais de grande escala e, além do suco
também sao obtidos varios subprodutos da laranja. A Figura 4 ilustra o rendimento
tedrico de produtos e subprodutos obtidos a partir de 100 kg de laranjas
(YAMANAKA, 2005).
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D-LIMONENOQ
0,92 ke
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ESSENCIAS

- . o
OLEOS / \ CELULAS
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l
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Figura 4 — Produtos’ e subprodutos obtidos a partir de 100 kg de laranja
(YAMANAKA, 2005).

2.3 Técnicas de preparo de amostras para determinacéo de agrotoxicos em

frutas e sucos de frutas

Hiemstra & De Kok (2007), trabalharam no desenvolvimento de dois métodos
analiticos (A e B), para determinar agrotéxicos e seus metabdlitos nas matrizes de
alface, laranja, macda, repolho, uva e farinha de trigo, sendo um aplicado para
analises de rotina (A) e outro para aqueles agrotoxicos que apresentaram
recuperacodes inferiores a 70% quando extraidos pelo método A. Para a separacao
analitica, utilizaram UPLC-MS/MS e obtiveram valores de LOQ igual a 0,01 mg kg™
para todos os agrotoxicos e metabdlitos estudados.

A presenca de residuos de agrotoxicos em bebidas a base de frutas em
mercados europeus e marroquinos foi estudada por GILBERT-LOPEZ et al. (2007).
Os agrotoxicos foram extraidos das matrizes utilizando o procedimento de extracéo
em fase sélida (SPE) com cartuchos do tipo Oasis HLB. A separacao foi realizada
com o emprego de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com analisador de massa do tipo tempo de véo (UPLC-
TOF-MS) e os valores do LOD obtidos, foram na faixa de 0,08 a 0,45 ug L™.

! Farelo = racdo animal; Esséncias = Fase aquosa e fase oleosa; Células = Polpa.
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ROMERO-GONZALEZ et al. (2008), desenvolveram e validaram um método
analitico para determinacdo de 90 agrotdxicos em sucos de frutas empregando
UPLC-MS/MS e compararam os resultados provenientes de dois métodos de
extracdo diferentes: procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) tamponado sem etapa de purificagdo e SPE. Os valores obtidos
para o LOQ foram inferiores a 5 pg L™ para todos os casos.

FERNANDEZ et al. (2009), desenvolveram um método para andlise de
agrotéxicos multirresiduo em frutas citricas por UPLC-MS/MS. Para a extragdo dos
analitos, utilizaram acetato de etila. Os valores de LOQ foram menores ou iguais a
0,01 pg kg™, além disso, o estudo foi focado na estabilidade dos agrotdxicos na
matriz de extrato de laranja. O método foi aplicado para andlise de 365 amostras,
sendo que destas, 103 amostras apresentaram resultados positivos para 0s
agrotoxicos estudados e niveis de carbendazim acima do LMR.

Um método analitico multirresiduo para determinar 54 agrotoxicos em
pimentdo, tomate, laranja e limdo foi utilizado por FENOLL et al. (2010). O
procedimento QUEChERS foi empregado para a extracdo dos analitos e,
posteriormente, os extratos foram analisados por UPLC-MS/MS. Os valores de LOD
para 0s agrotoxicos estudados variaram de 0,1 & 12,1 pg kg™

DREASSI et al. (2010), desenvolveram um método empregando UPLC-
MS/MS para analise de tiabendazol, carbendazim, tiofanato-metilico, imazalil e
procloraz em sucos de frutas comerciais. Os agrotoxicos foram extraidos com
acetato de etila e o extrato final foi analisado por UPLC-MS/MS. Os valores de LOQ
foram de 0,01 e 0,06 pg kg™ para imazalil e carbendazim, respectivamente.

FERRER et al. (2011), desenvolveram um método analitico para determinar
53 analitos em 13 tipos de sucos de frutas industrializados (laranja, abacaxi,
péssego, maca, multifruta, manga, morango, tomate, pera, tangerina, banana e uva)
por injecao direta no UPLC-MS/MS. O preparo da amostra consistiu em centrifugar
uma aliquota do suco e diluir dez vezes antes da andlise. O LOQ para a maioria dos
agrotoxicos foi 10 ug L™,

Tendo em vista os trabalhos desenvolvidos nos ultimos anos, percebe-se que
as técnicas analiticas empregadas apresentam elevado nivel tecnolégico, bem como
rapidez na etapa de preparo de amostra. Além de desenvolver métodos capazes de
determinar varios analitos simultaneamente, também € desejavel que estes métodos

guantifiquem niveis de residuos cada vez menores em matrizes complexas, como a
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de alimentos, a fim de investigar a qualidade dos produtos naturais e processados

gue chegam a mesa do consumidor.

2.4 Cromatografia liguida acoplada a espectrometria de massas

Houve um grande progresso quanto aos métodos de analise de agrotoxicos
nos Ultimos anos, principalmente devido a evolucdo dos instrumentos
cromatograficos. Atualmente, a area de quimica analitica exige a implementacao de
métodos e instrumentacdo mais sofisticados para acompanhar as mudancas nas
técnicas de separacdo. A combinacdo de técnicas cromatograficas, tal como a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detecc¢éo por espectrometria de massas
(MS) é essencial para a analise de agrotoxicos e cumpre 0s requisitos das diferentes
legislacbes para sua quantificacdo (FERNANDES et al., 2011; SANCO, 2013).

Utilizada ha mais de um século, a cromatografia liquida (LC) € uma técnica
analitica de separacdo de compostos muito bem estabelecida, podendo identificar e
guantificar compostos em uma amostra. A grande aplicabilidade da técnica é
atribuida a sua sensibilidade, capacidade de quantificacdo e de separacdo de
moléculas néo volateis e termicamente frageis, que constituem 80% dos compostos
sintéticos e naturais (PIZZUTTI, 2006).

A acao dos espectrOmetros de massas inicia pela ionizacdo dos atomos ou
moléculas, seguido pela escolha e posterior detec¢do dos ions de acordo com suas
razdes massal/carga (m/z). Os componentes chaves nesse processo sao a fonte de
fons, para gerar os ions e o analisador de massas para os escolher. Para a
determinacdo da massa, 0s ions devem passar através de um analisador de massas
e migrar para o detector. Nesse ponto, os ions estdo em uma fase gasosa, e 0
espectrometro de massas é operado sob pressao reduzida e desta maneira os ions
podem ser direcionados para o detector sem restricdes. Varios tipos de fontes de
fons sdo comumente utilizadas para LC-MS e cada uma € apropriada para uma
determinada classe de compostos. Também ha varios tipos de analisadores de
massas, que apresentam vantagens e desvantagens dependendo do tipo de
informacé&o a ser obtida (P1ZZUTTI, 2006).
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As analises realizadas por cromatografia gasosa (GC) sdo apropriadas
somente se 0s compostos forem volateis e termicamente estaveis. Entretanto,
muitos compostos ndo apresentam estas caracteristicas, além de serem muito
polares. Porém, esses compostos podem ser separados com sucesso através da
técnica de LC, e o grande desenvolvimento ocorrido da implementacdo das
interfaces tornou a LC-MS mais popular.

2.5 Validacdo de métodos analiticos

O desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis, seletivos e reprodutiveis
tem sido sempre um pré-requisito para a obtencdo de dados de alta qualidade em
programas de fiscalizagdo e monitoramento. Nos dias atuais, outras caracteristicas
dos métodos quantitativos sdo requeridas, tais como o0 uso de pequenas
guantidades de amostra e reagentes, abordagens mais sustentaveis, uso de
solventes e reagentes que causam menos danos aos analistas, métodos mais
rapidos e menos trabalhosos (PIZZUTTI et al., 2009).

A validacdo de um método analitico € um processo capaz de provar que um
procedimento analitico é adequado para sua finalidade e os resultados obtidos a
partir do método de estudo de validacdo podem ser usados para julgar a qualidade,
confiabilidade e consisténcia dos resultados analiticos (RIBANI et al., 2004;
KAZUSAKI et al., 2012).

A adequacao ao uso de métodos analiticos aplicados a ensaios rotineiros €
geralmente avaliada através de estudos de validag¢édo (RIGHI, 2012).

A validacdo de um método é um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento. Para registro de novos produtos, todos os 6rgdos reguladores do
Brasil e de outros paises exigem a validacdo do método analitico e, para isso, a
maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que sdo diretrizes a serem
adotadas no processo de validacdo. Um processo de validacdo bem definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que o0s

métodos e os sistemas sao adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004).
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Considerando-se as inUmeras areas que necessitam gerar dados confiaveis,
€ consenso que esses conceitos e definicdes ndo estdo completa e rigidamente
estabelecidos, mas continuam a evoluir e aprimorarem-se, no sentido de confirmar
gue o método proposto tem capacidade de desempenho consistente com o que a
aplicacdo requer, e que os dados gerados possuem a qualidade necesséaria, em
termos de confiabilidade e rastreabilidade, entre outros, para o fim que se propde
(PIZZUTTI, 2006; KUSSUMI, 2007).

Para a validacdo de métodos analiticos, geralmente sao avaliados parametros
como: linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, recuperacao
(exatidao), precisao, seletividade e robustez (INMETRO, 2011).

2.5.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais as concentracbes dos analitos, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. A relacdo matematica entre o sinal e a concentracao
ou massa da espécie de interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de
sinais medidos para massas ou concentracdes conhecidas dessa espécie, gerando
uma curva analitica. Essa relacdo matematica pode ser expressa como uma
equacao de reta, y = ax + b, que relaciona as variaveis x e y e gera os coeficientes
de regresséo a (inclinacdo da curva) e b (intersecédo da curva com o eixo y, quando
x=0) (RIBANI et al., 2004; REICHERT, 2012).

Um coeficiente de correlacdo (r) maior que 0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdao. A ANVISA
recomenda um coeficiente de correlacdo igual ou superior a 0,99, ja o INMETRO,
um valor acima de 0,90. Em qualquer técnica instrumental, a relacdo linear simples,
descrita pela equacao y = ax + b, sO € valida em um determinado intervalo de massa
ou concentracéo da espécie medida. Este intervalo de massas ou concentracdes, no
gual se pode construir uma curva analitica linear, é a faixa linear dindmica (RIBANI
et al., 2004).

Além dos coeficientes de regressao “a” e “b”, também é possivel calcular, a

partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlagéo (r), que é dado pela raiz
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quadrada do coeficiente de determinacédo (r?). O coeficiente de correlacéo permite
uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1 menor
a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos

coeficientes de regresséo estimados (RIBANI et al., 2004).

2.5.2 Limite de Deteccao

O LOD representa a menor concentracdo da substancia em estudo que pode
ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental. Este parametro pode ser calculado de trés maneiras
diferentes: método visual, relacdo sinal-ruido e método baseado em parametros da
curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito, &
importante saber qual o menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade
gue pode ser detectado pelo método. Ainda, o limite de deteccdo para um

procedimento analitico pode variar em funcao do tipo da amostra (INMETRO, 2011).

2.5.3 Limite de quantificacéo

O LOQ representa a menor concentracdo da substancia em estudo que pode
ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental. A determinacao
do LOQ representa um compromisso entre a concentracdo, a precisdo e a exatidao
exigidas. Isto significa que, quando decresce o nivel de concentracdo do LOQ, a
medicdo torna-se menos precisa. Se houver necessidade de maior precisdo, uma

concentracdo maior deve ser registrada para o LOQ (RIBANI et al., 2004).
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2.5.4 Exatidao

Exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (INMETRO, 2003).

A recuperacédo é a quantidade do analito remanescente na determinacéo final
de uma amostra, ap6s a sua adicdo, comumente a uma amostra “branco” antes do
procedimento de extracdo e sempre € considerada dentro de certos limites, a um
dado nivel de confianca, ou seja, sempre associada a valores de precisdo. Estes
limites podem ser estreitos em niveis de concentracéo elevados e mais amplos em
niveis de tragos (RIBANI et al., 2004).

Os valores de recuperacéo sao calculados pela Equacédo 1 e, em geral, sao
expressos em porcentagem. Os intervalos aceitos devem estar entre 70 e 120%

para a maioria dos métodos analiticos (SANCO, 2013).

Recuperacgéao (%) = %xloo (Equacéo 1)

3
Onde:
C1 = Concentracao do analito determinada na amostra fortificada;

C, = Concentracdo do analito na amostra néao fortificada;

C3 = Concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada;

% Considera-se 0 termo amostra “branco” como sendo a amostra de suco de laranja isenta dos
fungicidas estudados e o termo extrato “branco” é utilizado para o extrato obtido no final do
procedimento de extracao.
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2.5.5 Precisao

E o termo geral que representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
materiais de referencia (MR), sob condi¢cbes definidas (RIBANI et al., 2004).

Usualmente € expressa pelo desvio padrao relativo (RSD, do idioma inglés,

Relative Standard Deviation), através da Equacéo 2:

RSD%= —x100 (Equacio 2)
X

m

Sendo:
s = estimativa do desvio padrao absoluto;

Xm = valor médio determinado;

Normalmente determinada para circunstancias especificas de medicdo e as
trés formas mais comuns de expressa-la sdo: por meio da repetitividade, precisao
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio

padrao relativo e coeficiente de variacdo (INMETRO, 2011).
2.5.6 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em andlise na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. Este parametro avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes (RIBANI et al., 2004).
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Uma matriz complexa pode conter componentes que interferem no
desempenho da medic&o. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a
magnitude do efeito também pode depender da concentracdo (INMETRO, 2011).

Existem diversos fatores que podem interferir na ionizacédo, identificagao e
quantificacdo nas interfaces de ionizacéo por eletronebulizacéo (ESI), e, por isso, é
fundamental a escolha adequada do processo de preparo da amostra e otimizagao
das condicdes cromatogréaficas (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003).

Através do estudo do efeito matriz, pode-se avaliar a seletividade do método,
averiguar possiveis interferéncias causadas pelas substancias que compdem a
matriz, o que gera, basicamente, fendbmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal
instrumental (também chamada de resposta instrumental) (MAPA, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os protocolos experimentais deste trabalho foram realizados no Centro de
Pesquisa e Andlise de Residuos e Contaminantes (CEPARC) da Universidade
Federal de Santa Maria — UFSM. O CEPARC tem seu Sistema de Gestdo de
Qualidade (SGQ) baseado na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, o que garante
maior confiabilidade para os resultados obtidos, jA que varios parametros de
ambiente dos laboratérios sdo controlados (temperatura e umidade), assim como
dos equipamentos de armazenagem das amostras, além de outros itens exigidos

pela referida norma.

3.1 Instrumentacéao

o Cromatografo a liquido, sistema UPLC-MS/MS (Waters, EUA)
incluindo:

- Amostrador automatico (com refrigeracdo), Bomba quaternaria,
Forno para coluna e Sistema de desgaseificacao (a vacuo);

- Coluna cromatografica BECH C18, 100 mm de comprimento,
1,7 mm de didametro interno e 1,7 um de tamanho de particula,
contendo pré-coluna em seu interior (Waters, EUA);

- Detector MS triplo quadrupolo, Xevo TQS (Waters. EUA)
utilizando o modo de ionizacéo por eletronebulizacdo (ESI), operando
no modo positivo;

o Gerador de Nitrogénio (Peak Scientific, EUA);

o Balanca analitica de precisdo com 2 casas decimais (Mettler,
Suica);

o Balanca analitica de precisdo com 4 casas decimais (Sartorius,
Alemanha);

o Centrifuga Heraeus Varifugue (Thermo Scientific, Alemanha);

o Homogeneizador de tecidos (Polytron, Suica);
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o Pipetador automatico Handy Step (Brand, Alemanha);

o Sistema de aquisi¢cdo de dados através do software MassLynx e
Targetlynx verséo 4.1 (Waters, EUA);

o Sistema de purificacdo de agua Milli-Q® para obtencéo de agua
grau HPLC (MilliPore, EUA).

3.2 Materiais

Os materiais empregados para o preparo e armazenamento das solugdes

analiticas dos fungicidas estudados foram :

o Frascos de vidro, capacidade de 22 mL, com batoque de teflon®
(Nelgene, EUA);

o Tubos de polipropileno para centrifuga, com tampas
rosqueaveis, capacidade de 50 mL (Nalgene, EUA);

o Tubos de teflon®, capacidade de 250 mL;

o Frascos de vidro, com tampas rosqueaveis , especificos para
amostrador automatico (Waters, EUA)

o BalGes volumétricos calibrados, com capacidade de 5 e 10 mL
(Blau Brand, Alemanha ou Restek, EUA);

. Vidrarias comuns de laboratorio;

o Ponteiras descartaveis para pipetador automatico Handy Step

(1,25; 2,5; 5,0; 12,5 e 50,0 mL).

3.3 Solventes e reagentes

o Acetona, grau residuo (J.T. Baker, New Jersey, EUA);

o Acetonitrila, grau HPLC (J.T. Baker, New Jersey, EUA);
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. Acido acético glacial HPLC (J.T. Baker, New Jersey, EUA);

° Diclorometano, grau HPLC (Mallinckrodt, Missouri, EUA);

o Eter de petroleo, grau residuo (Mallinckrodt, Missouri, EUA);

o Formiato de amoénio p.a., grau de pureza superior a 97.0 %
(Fluka Analytical, Seelze, Alemanha);

o Metanol, grau HPLC (Mallinckrodt, Missouri, EUA);

o Materiais de referéncia (MR) sélido dos agrotéxicos
(Dr.Ehrenstorfer, Augsburg, Alemanha): azoxistrobina, carbendazim,
difenoconazol, famoxadona, piraclostrobina, tiofanato-metilico,
tiabendazol, tebuconazol, trifloxistrobina. A pureza dos MR constam na
Tabela 3;

o Sulfato de sédio anidro (UCT, Inglaterra).

3.4 Gases

o Argbnio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil) (gas de colisdo do
UPLC-MS/MS);
o Gerador de Nitrogénio (Peak Scientific, EUA);

3.5 Selecao dos agrotoxicos

Tendo em vista os problemas relacionados a exportacdo do suco de laranja
concentrado no ano de 2011 e 2012, realizou-se uma pesquisa na pagina eletrénica
da ANVISA, a fim de estudar quais agrotoxicos sdo permitidos para a cultura de
citros no Brasil, e a partir destes foram selecionados somente o0s agrotéxicos
pertencentes a classe dos fungicidas e que apresentam caracteristicas fisico-

guimicas compativeis com a técnica instrumental de LC.


https://www.google.com.br/search?biw=1137&bih=693&q=mallinckrodt+Missouri&spell=1&sa=X&ei=LU9lU-bGHe_IsAT1vYDoAg&ved=0CCIQvwUoAA
https://www.google.com.br/search?biw=1137&bih=693&q=mallinckrodt+Missouri&spell=1&sa=X&ei=LU9lU-bGHe_IsAT1vYDoAg&ved=0CCIQvwUoAA
https://www.google.com.br/search?biw=1137&bih=693&q=mallinckrodt+Missouri&spell=1&sa=X&ei=LU9lU-bGHe_IsAT1vYDoAg&ved=0CCIQvwUoAA

44

Os agrotoxicos selecionados para o trabalho foram azoxistrobina,
carbendazim, difenoconazol, famoxadona, piraclostrobina, tiofanato-metilico,
tiabendazol, tebuconazol e trifloxistrobina. No Apéndice 1, encontram-se as formulas
estrutural e molecular, bem como a massa molecular desses agrotoxicos.

De acordo com a lista da Producéo Integrada de Citros (PIC) de agrotéxicos
permitidos na cultura de frutas citricas, disponibilizada pela Fundecitrus, dos
fungicidas estudados neste trabalho, somente carbendazim, famoxadona e tiofanato-
metilico tem uso permitido segundo a ANVISA, porém nao sédo permitidos pela lista
da PIC.

Na Tabela 3 sao listados os fungicidas estudados neste trabalho, sua
modalidade de emprego e os LMR estabelecidos pelos principais 6rgdos mundiais:
United States Department of Agriculture (USDA) nos EUA, Codex Alimentarius,
European Union (EU) na Europa e ANVISA no Brasil.

O Codex Alimentarius € um documento proveniente do forum internacional de
normatizacdo do comeércio de alimentos estabelecido pela Organizacdo das Nacgbes
Unidas, ONU, por ato da Organizacdo para a Agricultura e Alimentacdo, FAO, e

Organizacao Mundial de Saude, OMS.

Tabela 3- Informacfes sobre a modalidade de emprego e LMR dos fungicidas em
estudo.

Agrotoxico Modalidade de LMR mg kg™
emprego
USDA Codex EU ANVISA
Alimentarius
Azoxistrobina Foliar 15,0 15,0 15,0 0,5
Carbendazim Foliar - 1,0 0,2 5,0
Difenoconazol Foliar 0,6 0,5 0,1 0,5
Famoxadona Foliar - - 0,02 0,05
Piraclostrobina Foliar 2,0 2,0 2,0 0,5
Tebuconazol Foliar - 0,5 0,9 5,0
Tiabendazol Foliar/pés-colheita 10,0 7,0 5,0 10,0
Tiofanato-metilico Foliar - - 0,05 5*
Trifloxistrobina Foliar 0,6 0,5 0,3 0,2

* LMR do tiofanato-metilico é expresso como carbendazim.
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3.6 Selecao do padréo interno

Padréo interno (P.l.) é uma substancia quimica adicionada a uma quantidade
da amostra em analise ou ao extrato da amostra, em uma concentra¢do conhecida,
em uma etapa especifica da andlise, a fim de avaliar a execugdo correta do
procedimento analitico (ou parte dele). O P.l. deve ser quimicamente estavel e/ou,
se possivel, mostrar o0 mesmo comportamento dos analitos (SANCO, 2013).

Para a determinacdo dos fungicidas por UPLC-MS/MS utilizou-se uma
aliquota de 40 pL de uma solugcédo do agrotéxico propoxur, na concentracdo de 10
mg L™, o qual foi adicionado em todas as solucdes das curvas analiticas bem como
nas amostras para o estudo de exatiddo do método. Dessa forma, havendo
alteracdes no sinal do P.l., também havera alteracbes nos sinais dos analitos, na

mesma intensidade. O propoxur pertence a classe dos inseticidas.

3.7 Preparo das soluc¢des analiticas

3.7.1 Preparo das solucdes estoque

Inicialmente foram preparadas as solucbes estoque individuais para cada
agrotoxico, na concentracdo de 1000 mg L™, levando em consideracéo a pureza e a
solubilidade dos MR (Tabela 4).

O MR de cada analito foi pesado, individualmente, diretamente no frasco de
vidro com tampa tipo batoque de teflon® (capacidade de 22 mL) e em seguida,
efetuou-se o calculo do volume de solvente a ser adicionado para alcancar a
concentracdo desejada, levando-se em consideracdo a pureza da substancia.

Apébs a pesagem, o MR foi diluido no solvente adequado, o frasco foi fechado,
agitado manualmente e entdo levado para banho de ultrassom durante
aproximadamente 5 minutos a fim de solubilizar qualquer particula sélida

remanescente.
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Ap6s o preparo da solugdo estoque de cada fungicida, foi preparada a
solucdo mistura contendo todos os analitos na concentracdo de 1 mg L. Para isso,
adicionou-se 10 pL de cada solucdo estoque em baldo volumétrico de 10 mL
contendo um pequeno volume de metanol acidificado com 0,1% de acido acético
glacial, e o volume final foi completado com metanol acidificado. A partir dessa
solucao, preparou-se diluicdes nas concentracdes de 100 e 20 ng mL™, adicionando-
se 100 e 250 pL, respectivamente, da solugéo mistura 1 mg L™

Todas as solucdes, tanto estoque quanto as diluidas, foram armazenadas em
congelador, com temperatura controlada em aproximadamente -18 °C. Antes do uso,
as solucdes foram retiradas, com antecedéncia, e deixadas em repouso até alcancar
a temperatura controlada de £ 25 °C.

As informacgdes relevantes para o preparo das solu¢des estoques individuais
para os fungicidas estudados e para o propoxur (P.l.) a partir dos MR, estdo

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4- Informacdes sobre a pureza dos MR e solventes usados para 0 preparo
das solucdes estoque dos agrotoxicos selecionados, na concentracao de

1000 mg L™
Agrotoxicos Solvente Fornecedor Pureza (%)
Azoxistrobina Tolueno Dr. Ehrenstorfer® 99,0
Carbendazim Acetona/Metanol  Dr. Ehrenstorfer® 97,0
Difenoconazol Tolueno Dr. Ehrenstorfer® 98,7
Famoxadona Tolueno Dr. Ehrenstorfer® 99,5
Piraclostrobina Tolueno Dr. Ehrenstorfer® 97,0
Propoxur (P.1.) Tolueno Dr. Ehrenstorfer® 99,5
Tebuconazol Tolueno Dr. Ehrenstorfer® 98,8
Tiabendazol Metanol Dr. Ehrenstorfer® 98,3
Tiofanato-metilico Metanol Dr. Ehrenstorfer® 99,9

Trifloxistrobina Tolueno Dr. Ehrenstorfer® 99,9
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3.7.2 Preparo das solug¢des para as curvas analiticas

Com as diluicdes das solucbes nas concentracdes de 20 e 100 ng mL™ foram
preparadas as solucbes para as curvas analiticas em solvente organico (metanol
acidificado) e em matriz (extrato “branco” de suco de laranja natural obtido conforme
descrito no item 3.10.1) nas concentragbes de 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0; 20,0; 100,0 ng
mL™.

A Figura 5 indica as etapas de preparo das solucdes, desde o preparo das

solucdes estoque, partindo dos MR.

MR

Solucéo estoque 1000 mg L™

Solucdo mistura 1 mg L™

Diluicdo da solucdo mistura a100 ng mL™ | |Diluicéo da solucéo mistura a 20 ng mL™

Solucdes para a curva analitica (0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0; 20,0; 100,0 ng mL™)

Figura 5 — Fluxograma indicando as etapas para o preparo das solucdes analiticas.

3.8 Obtencao das amostras

As amostras de laranja consideradas como amostra “branco” (amostras livre
dos fungicidas estudados) foram adquiridas em pomares, nos quais nao foram

aplicados agrotoxicos propositalmente.
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J& as amostras reais de laranja utilizadas para a aplicacdo do método foram
coletadas semanalmente, durante um més em feira de produtos orgénicos e em
mercados comuns, localizados no municipio de Santa Maria/RS. As amostras reais
de sucos de laranja concentrado e integral foram coletadas, também, em mercados
comuns e o suco diluido foi preparado a partir do concentrado. Os sucos natural,
concentrado, diluido e integral foram armazenados em congelador, com

temperaturas controladas a aproximadamente -18 °C.

3.9 Obtencéo do suco in natura

No mesmo dia em que as amostras de laranja chegaram ao laboratorio, as
frutas foram lavadas com agua de torneira, secas com papel toalha, partidas ao
meio e espremidas manualmente, para extracdo do suco da forma mais natural
possivel. Posteriormente, o suco foi armazenado em recipiente de aluminio em

congelador, com temperatura controlada a aproximadamente -18 °C.

3.10 Validacao intralaboratorial do método multirresiduo

A validacao intralaboratorial consiste das etapas de validacdo dentro de um
Unico laboratorio, seja para validar um método novo que tenha sido desenvolvido
localmente ou para verificar que um método adotado de outras fontes esta bem
aplicado (RIBANI et al., 2004).

O processo de validacdo de um método deve estar descrito em um
procedimento, e os estudos para determinar os parametros de validacdo devem ser
realizados com equipamentos dentro das especificacdes, funcionando corretamente
e adequadamente calibrados (INMETRO, 2011).
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3.10.1 Procedimento de extragao

Para este trabalho, validou-se o método de extracdo mini-Luke modificado
para determinar fungicidas em sucos de laranja por UPLC-MS/MS e, posteriormente,
foi feita uma avaliacdo em sucos de laranja, a fim de demonstrar a qualidade
fitossanitaria dos sucos que chegam a mesa do consumidor no Municipio de Santa
Maria/RS.

O método de extracdo selecionado para a execucdo deste trabalho é
denominado mini-Luke modificado. Originalmente foi desenvolvido pelo VWA - Food
and Consumer Product Safety Authority, na Holanda e é baseado no método de
Luke original (LUKE et al., 1975), porém utiliza quantidades de amostra e solventes
reduzidas, sem ser necessario adicionar cloreto de sédio para a transferéncia dos
analitos polares da fase aquosa para a fase organica.

O procedimento de extracdo mini-Luke foi desenvolvido na década de 1980 e
vem sendo utilizado para monitoramentos de alimentos e estudos de avaliacdo de
riscos e analises de rotina em amostras ndo gordurosas, tais como frutas e vegetais.

Como um meétodo de extracdo alternativo, desenvolveu-se no VWA - Food
and Consumer Product Safety Authority, uma modificacdo do método de extracao
mini-Luke nos anos 1990, onde foi adicionado sulfato de sddio anidro na etapa de
extracdo levando, assim, a uma melhor extracdo dos agrotoxicos polares
(HIEMSTRA & DE KOK, 2007).

Para este método, destacam-se vantagens como a velocidade de extracédo, a
obtencao de extratos limpos embora ndo seja aplicada uma etapa de purificagcéo, e a
compatibilidade com ambas as classes de detectores, seletivos e espectrometros de
massas (HIEMSTRA & DE KOK, 2007).

Visto que o método mini-Luke modificado, além de ser rapido, também
proporciona respostas satisfatorias para amostras de origem vegetal e com baixo
teor de gordura, como é o caso dos sucos de laranja, empregou-se este método
para a determinacdo de nove fungicidas aplicados na cultura de citros. O
procedimento experimental esta descrito no fluxograma da Figura 6.

Pesou-se 15 g (x 0,05 g) de suco de laranja in natura em tubos de teflon com
capacidade de 250 mL que foram utilizadas tanto para as amostras fortificadas

quanto para os extratos “branco” da matriz. Em seguida, adicionou-se 30 mL de
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acetona e a mistura foi submetida a homogeneizacgdo durante 20 segundos a 15000
rpm. Posteriormente adicionou-se 15 g de sulfato de sodio anidro e a amostra foi
novamente homogeneizada por 20 segundos a 15000 rpm, seguido da adicéo de 30
mL de éter de petrdleo e 30 mL de diclorometano. Apdés homogeneizacdo nas
mesmas condi¢des anteriores, o extrato foi centrifugado durante 3 minutos a 3600
rpm. Uma aliquota de 1,2 mL do extrato foi transferida para um tubo de evaporacéo,
e levado a banho de agua inicialmente a temperatura de 45 °C, e posteriormente
elevada até 62 °C, até proximo a secura (a secura completa ocorreu a temperatura
ambiente). O residuo foi ressuspendido em 1 mL de metanol acidificado contendo o

P.l. (propoxur) na concentragéo de 40 ng mL™.

| Aliquota de 15 g + 0,05 de suco de laranja in natura |

|
| I

Fortificagdo em 3 niveis (10, 20 e 50ug kg™) | | "Branco" da matriz

| Adicdo de 30 mL de acetona

Homogeneizac&o (20 s) a 15000 rpm
Adigéo de 15 g de Na,SO,

Homogeneizacéo (20 s) a 15000 rpm

Adicdo de 30 mL de diclorometano +
30 mL de éter de petroleo

Homogeneizacdo (20 s) a 15000 rpm
Centrifugacao (3 min) a 3600 rpm

Remocéo de 1,2 mL

Banho de agua a 45 °C
até 62 °C

Secura total, temperatura + 20 °C

Ressuspencdo em 1 mL
de metanol acidificado +
Pl

Analise por LC-MS/MS

Figura 6 - Fluxograma do procedimento de extracdo mini-Luke modificado.
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3.10.2 Curva analitica e linearidade

As solucdes de trabalho nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0; 20,0 e
100,0 ng mL™?, utilizadas para o estudo de linearidade, foram preparadas em
metanol acidificado com 0,1% de &cido acético) e em extrato "branco” da matriz
(suco de laranja in natura), a partir da diluicio da solucdo estoque da mistura dos
agrotoxicos na concentracdo de 1 mg L™ O extrato “branco” de suco foi obtido
conforme o procedimento descrito no item 3.10.1.

Primeiramente, injetou-se o “branco” dos reagentes (procedimento realizado
em matriz e sem a adicdo dos analitos). Em seguida, procedeu-se a injecdo das
solucdes analiticas preparadas em solvente e em extrato “branco” da matriz, em
ordem crescente de concentracdo, onde as solucdes em solvente e em extrato
“‘branco” na mesma concentracdo foram injetados alternadamente a fim de evitar
carryover ® na coluna cromatografica. Esta sequéncia de injecdo foi repetida 7
vezes.

A partir dos dados obtidos foi realizado o calculo da média das areas e dos
valores de RSD (%) das injecdes. Os valores de area e concentracdo foram
colocados em gréfico a fim de obter a equacéo da reta y = ax + b para a obtencao
dos parametros das curvas analiticas para cada agrotoxico, bem como os valores de

coeficiente de determinacéo (r?), coeficiente angular (a) e coeficiente linear (b).

3.10.3 Limites de deteccao e de quantificacao

A partir dos dados do estudo de linearidade para cada um dos 9 agrotoxicos
estudados, procedeu-se a determinacdo da estimativa do limite de deteccdo do
instrumento (LOD;) e do método (LODy), bem como o limite de quantificacdo do
instrumento (LOQ;) e do método (LOQn,).

% Carryover, no idioma inglés, é o fendmeno conhecido como sendo o sobrecarregamento da amostra
na coluna cromatografica.
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Através das &reas e RSD (%), sete replicatas, de cada analito, presente nas
sete solugBes analiticas estudadas, aplicando-se a Equacdo 3, obteve-se a
estimativa do LOD;, em ug L™.

LOD, (19.L ") =3xRSD%XC (Equac&o 3)

Onde:
RSD: Desvio padrao relativo das areas obtidas;
C: Concentracédo da solucao analitica;

Multiplicando-se o valor estimado do LOD; pelo fator de diluicdo obtido para o
método de extracéo (fator cinco), obteve-se a estimativa do LOD, em pg kg™.
A partir do LOD; aplicando-se a Equacéao 4, obteve-se o LOQ..

LOQ, (1g.L™") = LOD,x3,33 (Equagio 4)

O LOQn estimado foi obtido multiplicando-se o LOQ; pelo fator de diluicdo do
método de extracdo. No entanto, considera-se o valor real do LOQy, (ug kg™), como
sendo a menor concentracdo que, ao ser fortificada na matriz, apresenta
recuperacdes entre 70 e 120%, com RSD menor ou igual a 20% (P1ZZUTTI, 2006).

3.10.4 Ensaios de fortificacdo e recuperacéo

Os ensaios de fortificacdo e recuperacao tem por objetivo avaliar a exatidao
do método, que representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Normalmente séo utilizados para avaliar a exatiddo de um método em
materiais de referéncia, em compara¢des interlaboratoriais € em ensaios de
recuperacdo (INMETRO, 2003).

Para este estudo, fortificou-se a amostra “branco” com quantidade conhecida
da solucdo mistura 1 mg L™ nos niveis de concentracdo 10, 20 e 50 ug kg™

adicionando-se, respectivamente, 150, 300 e 750 pL da solucdo. Imediatamente
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apos a fortificacdo das amostras, procedeu-se a extracdo, como descrito no item
3.9.1. O procedimento foi realizado 7 vezes (n=7), para cada concentracdo de
fortificacdo (3 concentracdes), e também para a amostra “branco” (sem adi¢gao dos
pesticidas), para a verificacdo da auséncia desses compostos na matriz e em
seguida cada extrato foi injetado uma vez no sistema cromatografico.

As informacfes necessérias para os ensaios de fortificacdo encontram-se no

Apéndice 2.
3.10.5 Efeito matriz

Avaliou-se o efeito matriz para determinacdo de agrotoxicos em sucos de
laranja de duas maneiras distintas, sendo uma delas a comparacéo entre as areas
obtidas a partir das solugdes preparadas em solvente organico e em extrato “branco”
da matriz, conforme a Equacéo 5, possibilitando a determinacéo do efeito matriz em

cada ponto da curva analitica.

Efeito matriz% = (%) %100 (Equagéo 5)

Onde:

A; = Média das areas de cada agrotoxico da solucédo analitica, preparada em
matriz, numa dada concentracao;

A, = Média das areas de cada agrotoxico da solucédo analitica, preparada em

solvente, numa dada concentracao;

A outra maneira de avaliacdo do efeito matriz foi através da comparacédo das
inclinacBes das curvas analiticas preparadas em solvente organico e em extrato

“branco” da matriz, de acordo com a Equacao 6
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Efeito matriz% :(1_Ssm j x100 (Equacéao 6)

S

Sm = Inclinacdo da curva preparada em extrato “branco” da matriz;

Ss = Inclinag&o da curva preparada em solvente organico;

3.11 Analise cromatografica

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas no sistema UPLC-MS/MS, foram as

seguintes:

Para o cromatografo a liquido:

Volume de injecédo: 2 pL no modo de injecao partial loop with needle
overfill;

Temperatura do forno da coluna: 60 °C;

Fase mével A: solucdo aquosa de formiato de aménio 0,3 g L™:;

Fase movel B: metanol;

Gradiente da fase mével: o programa foi iniciado com 80% do eluente
A e levado diretamente a 15% em 11 minutos. Manteve-se essa
proporcao durante 1 minuto e, posteriormente, a composicao foi levada
a composicao inicial (80% do eluente A) em 0,5 minutos e manteve-se
essa proporcéo até o final da corrida cromatografica;

Vaz&o da fase mével: 0,45 mL min™;

Tempo total de corrida cromatogréfica: 14 minutos;

Para o espectrometro de massas:

lonizacdo a pressao atmosférica com ESI no modo positivo:
Voltagem do capilar: 3,00 kV;

Temperatura do gas de dessolvatacdo: 400 °C;

Vazdo do géas de dessolvatacdo: 500 L h™;

Vazdo do gas no cone de amostragem: 150 L h;

Vaz&o do gas de nebulizacéo: 7,0 L h;
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A voltagem do cone, bem como as energias de colisdo para cada

transicdo e duas transicobes MRM (Monitoramento de Reagles

Multiplas), sendo uma transi¢do para quantificacdo além de mais uma

transicdo (segunda maior abundéancia) para confirmacdo para cada

agrotéxico em estudo constam na Tabela 5.

Tabela 5 - Agrotoxicos e seus respectivos ion precursor, tempo de retencao (tgr),
voltagem do cone, ion produto e energia de colisdo no sistema UPLC-
MS/MS nas condicdes de analise.

Agrotoxicos ion tr(mMin) | Voltagem Transicéo de Transicéo de
precursor do cone Quantificagcao Confirmacao
V) lon Energia lon Energia
produto de produto de
colisdo colisao
(eV) (eV)
Azoxistrobina 404,1 7,10 15 372,0 16 328,9 30
Carbendazim 192,0 2,81 25 159,9 30 132,0 16
Difenoconazol 406,1 9,66 35 250,9 25 187,8 40
Famoxadona 392,2 9,15 20 331,1 9 93,0 31
Piraclostrobina 388,1 911 25 163,0 25 193,9 12
Propoxur (P. 1.) 210,1 4,57 15 110,9 12 92,9 25
Tebuconazol 308,2 8,76 30 70,1 24 1249 40
Tiabendazol 202,0 3,48 45 174,9 25 130,9 30
Tiofanato- 343,0 4,48 25 151,0 23 311,0 10
metilico
Trifloxistrobina 409,2 9,87 25 185,9 14 145,0 40

3.12 Aplicacdo do método para amostras reais

O método validado neste trabalho foi aplicado para quatro tipos de suco de

laranja a fim de verificar a presenca de fungicidas em produtos que chegam na mesa

do consumidor.

Foram usados como amostras o suco de laranja natural, obtido diretamente

da fruta, suco de laranja concentrado, suco de laranja diluido a partir do suco

concentrado (como indicado no rétulo do frasco) e o suco integral.
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4. Resultados e discussao

4.1 Avaliagao da amostra “branco”

Todas as amostras de suco de laranja para selecdo da amostra “branco”
foram obtidos a partir de laranjas consideradas organicas, onde nao havia sido
aplicado nenhum tipo de agrotoxico propositalmente. No entanto, estas amostras
apresentaram contaminacdo pelos fungicidas carbendazim, piraclostrobina e
tiabendazol, todos estudados neste trabalho. Dessa forma, foi necessério descontar
essa contaminagao, para considerar o extrato como “branco”, e assim nao causar
comprometimento nos resultados finais.

O fato de ter sido encontrado os fungicidas na amostra “branco” pode ser
atribuido a contaminacdes cruzadas, ou seja, fatores como vento, agua e insetos
gue transportam agrotoxicos empregados em outras culturas até os laranjais.

A Figura 7 apresenta os cromatogramas, intensidades dos sinais analiticos e
transicbes dos ions precursor e produto, indicando a presenca de carbendazim e
auséncia de tiofanato-metilico na amostra “branco”. Verifica-se a contaminacéo por
carbendazim (tr de 2,81), uma vez que ha sinal cromatografico tanto para a
transicdo de quantificacdo (A) quanto para a transicdo de confirmacao (B). No
entanto, para o fungicida tiofanato-metilico (tr de 4,48) ha sinal analitico somente
para a transicdo de quantificacdo (C), ou seja, o sinal analitico ndo se confirmou
através da razdo massa/carga (m/z) estabelecida para confirmacdo (D). Assim, foi

possivel verificar somente a presenca de carbendazim.
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Figura 7 - Cromatogramas de amostra “branco” de suco de laranja in natura,
incluindo a intensidade dos sinais analiticos e transicbes dos ions
precursor e produto, os quais demonstram a presenca de carbendazim
(A) e (B) e a auséncia de tiofanato-metilico (C) e (D).



4.2 Validacéao intralaboratorial do método multirresiduo

4.2.1 Curva analitica e linearidade
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Através das areas obtidas foi possivel calcular as médias das areas bem

como os valores de RSD (%) das injecBes, coeficiente de determinacéo (r?),

coeficiente de correlacdo (r) e coeficientes angulares e lineares de cada reta

correspondente a cada analito.

A Tabela 6 apresenta a faixa linear de trabalho para cada fungicida, bem

como os coeficientes r? e r das curvas obtidas tanto em solvente quanto no extrato

“branco” da matriz.

Tabela 6 - Dados de linearidade para os agrotoxicos estudados, preparados em
metanol contendo 0,1% de acido aceético e em extrato “branco” da matriz.

Agrotoxicos

Azoxistrobina
Carbendazim
Difenoconazol
Famoxadona
Piraclostrobina
Tebuconazol
Tiabendazol
Tiofanato-
metilico
Trifloxistrobina

Solvente orgéanico

Extrato "branco" da matriz

Faixa linear
(ng mL™)
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0

0,1-100,0

r.2

0,9985
0,9981
0,9995
0,9969
0,9982
0,9985
0,9996
0,9964

0,9988

r

0,9992
0,9990
0,9997
0,9984
0,9990
0,9992
0,9997
0,9981

0,9993

Faixa linear
(ng mL™)
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0
0,1-100,0

0,1-100,0

r2

0,9975
0,9967
0,9988
0,9978
0,9970
0,9976
0,9995
0,9967

0,9986

r

0,9987
0,9983
0,9993
0,9988
0,9984
0,9987
0,9997
0,9983

0,9992

Com base nos resultados apresentados na Tabela 6, observa-se que as

solucdes preparadas em solvente organico e no extrato “branco” da matriz

apresentam-se lineares, visto que todos os analitos apresentam r? superior a 0,99.

Todos os coeficientes de determinacdo (r?) correspondem a coeficientes de
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correlacdo (r) que obedecem aos critérios recomendados pela ANVISA e pelo
INMETRO, de 0,99 e 0,90, respectivamente.
Para todos os fungicidas a faixa linear de trabalho foi de 0,1 — 100,0 ng mL™.

4.2.2 Limite de deteccéo e de quantificacéo

Os valores de LOD e LOQ foram obtidos conforme o procedimento descrito
no item 3.10.3.

Nas Tabelas 7 e 8 encontram-se os valores de LOD e LOQ do instrumento e
do método para cada fungicida em solvente organico e em extrato “branco” da
matriz, respectivamente.

Para o valor real do LOQn (ug kg™), considerou-se a menor concentracio
que, ao ser fortificada na matriz, apresentou tanto valores de recuperagéo (%)
guanto de RSD (%) dentro da faixa aceitavel, ou seja, entre 70 e 120% e < 20%,
respectivamente (item 4.2.3, Tabela 8).

Analisando os dados contidos nas Tabelas 7 e 8, percebe-se que o LOD;
obtido para a maioria dos fungicidas, preparados tanto em solvente organico quanto
em extrato “branco” da matriz foi de 0,1 ng mL™, que é o menor nivel de fortificac&o.
Ainda o difenoconazol e o tebuconazol apresentaram LOD; igual a 0,2 e a
famoxadona apresentou LOD; igual a 0,5 ng mL™.

Considerou-se, para o tiofanato-metilico, um LOQ, real de 50 pg kg™ (maior
nivel de fortificagdo), embora para este fungicida os valores de RSD para todos os
niveis de fortificacdo apresentem valores maiores que 20% (Tabela 8), o que pode
ser fundamentado na instabilidade do analito, que se degrada rapidamente a
produtos intermediarios ou a carbendazim. Em casos como este a legislacdo permite
considerar o valor real do LOQ, como sendo aquele que mais se aproxima dos
valores permitidos (SANCO, 2013).

Foi possivel determinar, para todos os analitos, o valor real de LOQn,. Estes
valores estdo em niveis iguais ou menores aos estabelecidos pelas legislacdes
nacional e internacional (Tabela 3) para os fungicidas estudados na cultura de citros,

sendo assim, o método pode ser empregado para a quantificacdo dos mesmos.
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Tabela 7 - Valores estimados dos LOD e LOQ, do instrumento e do método, obtidos
para os agrotoxicos determinados por UPLC-MS/MS, a partir das
concentracdes 0,1; 0,2; 0,5; 1,0, 5,0; 20,0 e 100,0 ng mL™ em metanol
acidificado com 0,1% de acido acético.

Agrotoxicos LOD; LODn, LOQi (ng LOQnm
(ngmL™)  (ug kg™ mL™) (Mg kg™)

Azoxistrobina 0,1 0,5 0,3 1,7
Carbendazim 0,1 0,5 0,3 1,7
Difenoconazol 0,2 1,0 0,7 3,3
Famoxadona 0,5 2,5 1,7 8,3
Piraclostrobina 0,1 0,5 0,3 1,7
Tebuconazol 0,2 1,0 0,7 3,3
Tiabendazol 0,1 0,5 0,3 1,7
Tiofanato-metilico 0,1 0,5 0,3 1,7
Trifloxistrobina 0,1 0,5 0,3 1,7

Tabela 8 — Valores estimados de LOD e LOQ para o instrumento e para o método e
de LOQ real do método, para os agrotoxicos determinados a partir das
concentracdes 0,1; 0,2; 0,5; 1, 5; 20 e 100 ng mL™ em extrato “branco” da

matriz.
Agrotoxicos LOD; LODm LOQ;i LOQm LOQm real
(ngmL™)  (ug kg™ (gmL™) (ugkg™)  (ug kg™)
Azoxistrobina 0,1 0,5 0,3 1,7 10
Carbendazim 0,1 0,5 0,3 1,7 20
Difenoconazol 0,2 1,0 0,7 3,3 20
Famoxadona 0,5 2,5 1,7 8,3 10
Piraclostrobina 0,1 0,5 0,3 1,7 10
Tebuconazole 0,2 1,0 0,7 3,3 10
Tiabendazol 0,1 0,5 0,3 1,7 10
Tiofanato-metilico 0,1 0,5 0,3 1,7 50

Trifloxistrobina 0,1 0,5 0,3 1,7 10




4.2.3 Ensaios de fortificag&o e recuperagcéao
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As amostras “branco” foram fortificadas nas concentragdes de 10, 20 e

50 ug kg™. Os resultados das recuperacdes médias (%) (n=7), RSD (%) e LOQnm,

para todos os agrotoxicos estudados, podem ser visualizados na Tabela 9.

Pode-se verificar que, dos nove fungicidas estudados, a azoxistrobina, a

famoxadona, a piraclostrobina, o tebuconazol, o tiabendazol e a trifloxistrobina

apresentaram valores aceitaveis de recuperacao para o nivel de fortificacdo de 10

ug kg, para o nivel de fortificacdo de 20 pg kg™ o carbendazim e o difenoconazol

apresentaram resultados aceitaveis e para para o nivel de fortificacdo de 50 pg kg™

somente o tiofanato-metilico apresentou valores aceitaveis.

Tabela 9 - Média dos percentuais de recuperacao (%) e RSD (%), nos niveis de
fortificacdo de 10, 20 e 50 pg kg™ e 0 LOQ do método.

Agrotoxicos Niveis de fortificac&o (ug kg™) LOQ n
10 20 50 (g kg™)
Rec Média RSD | Rec Média RSD Rec RSD
(%) (%) (%) (%) | Media (%) (%)
Azoxistrobina 116,7 51 105,9 3,0 100,3 5,8 10
Carbendazim 141,2 11,0 112,9 3,7 99,4 11,3 20
Difenoconazol 89,1 35,5 102,3 2,4 99,8 5,9 20
Famoxadona 109,7 4.8 104,8 4.6 102,8 5,8 10
Piraclostrobina 112,9 2,7 106,3 3,9 100,6 6,0 10
Tebuconazol 1111 4.4 105,1 2,7 101,4 5,8 10
Tiabendazol 118,3 2,6 108,9 2,6 100,8 6,0 10
Tiofanato- 7,7 55,1 41,6 27,6 74,5 22,1 50
metilico
Trifloxistrobina 112,9 2,7 107,8 2,6 102,5 6,3 10

n=7 (7 extracdes x 1 injecdo de cada extrato)

A partir dos resultados obtidos para os ensaios de fortificacdo e recuperacéao,

percebe-se que o método empregado mostrou-se exato e preciso, uma vez que a
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maioria dos analitos forneceram valores de recuperacdes e RSD aceitaveis para o
menor nivel de fortificagdo estudado.

O fungicida tiofanato-metilico foi o analito que apresentou valores de
recuperacdo mais baixos. Para o nivel de 10 pg kg*, o analito apresentou
recuperacdo menor que 70%; jA o valor de recuperacdo para o carbendazim
ultrapassou 120%. A medida que os niveis de fortificacdo aumentaram, as
recuperacdes para o tiofanato-metilico também aumentaram e para o carbendazim,
os valores diminuiram. Este fato pode ser explicado pela degradagao do tiofanato-
metilico a carbendazim.

Desta forma, optou-se por um LOQ, de 50 pg kg™ para o tiofanato-metilico,
pois neste nivel de fortificacdo, apesar de apresentar RSD maior que 20% (22,1%),
o valor de recuperacéo ficou dentro da faixa aceitavel. Salienta-se que conforme o
SANCO, valores de recuperacdes na faixa de 60 a 140%, bem como valores de
RSD acima de 20%, podem ser considerados para alguns casos, como para o
tiofanato-metilico que se degrada facilmente (SANCO, 2013).

FERNANDEZ et al. (2001), também determinaram a presenca de alguns
fungicidas na matriz de laranja empregando UPLC-MS/MS e encontraram baixas
recuperacfes para o agrotoxico tiofanato-metilico, no entanto o carbendazim foi
recuperado dentro da faixa esperada. Os autores justificaram que os baixos valores
de recuperacao para o tiofanato-metilico se devem a degradacéao deste a produtos
intermediarios diferentes do carbendazim, como por exemplo, 0 composto 2-
aminobenzimidazole.

Neste estudo, em virtude dos altos valores de recuperacdo para O
carbendazim acredita-se que o tiofanato-metilico se degradou a carbendazim,
principalmente pelo fato de que no método de extracdo empregou-se aquecimento, o
gue poderia acelerar a degradacdo. HIEMSTRA & De KOK (2007), relatam que
baixos valores de recuperacdo e altos de RSD estdo relacionados a agrotoxicos
instaveis, que se decompdem durante o procedimento de extracao.

De acordo com a legislacdo brasileira, residuos de benomil e tiofanato-
metilico sdo expressos como carbendazim em virtude de sua instabilidade.

HIEMSTRA & DE KOK (2007), também aplicaram o método de extracdo mini-
Luke modificado e determinaram, por UPLC-MS/MS, 171 agrotoxicos e seus
metabodlitos de degradacgdo. Através do estudo, perceberam que para a matriz de

alface o tiofanato-metilico apresentou valor de recuperacdo menor que 50%,
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enquanto que o carbendazim alcangou recuperacdes superiores a 100%, no entanto
qguando utilizaram a matriz de laranja valores permaneceram nas faixas aceitaveis.
Os autores relatam que a explicagcdo mais provavel para o comportamento do
tiofanato-metilico na matriz de alface, € a degradacédo deste para carbendazim, ja
que o tiofanato-metilico é instavel em meio &cido.

Os resultados de recuperacdo e RSD obtidos neste trabalho demonstram que
o fato da amostra empregada (suco de laranja) apresentar pH acido nao foi o
suficiente para evitar a degradacédo do tiofanato-metilico a carbendazim. Um estudo
da estabilidade do analito na matriz de suco de laranja antes de iniciar o
procedimento experimental, conforme recomendado pela ANVISA e pelo SANCO,
pode ser uma alternativa para se entender se o comportamento do tiofanato-metilico
seja devido a alguma instabilidade na matriz.

O tiofanato-metilico também foi o fungicida que apresentou valores de RSD
acima de 20% para os trés niveis de fortificacédo, ja para o carbendazim os valores
de RSD se mantiveram dentro da faixa para todos os niveis de fortificacdo. Este fato
foi responsavel pela escolha do valor real do LOQ., de 20 pg kg™, ou seja, o menor
nivel de fortificacdo com valor de recuperacdo dentro da faixa entre 70 a 120%.
Salienta-se que o ideal seria encontrar valores de LOQ, igual ao menor nivel de
fortificacdo para o carbendazim, quando se sabe que a legislagdo americana nao
permite o emprego desta substancia em frutas citricas e bebidas a base de laranja,
assim quanto menor o LOQn,, menores concentracdes poderiam ser quantificadas.

Os resultados de recuperacdo e RSD também podem ser visualizados nas

Figuras 8 e 9.
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Figura 8 - Grafico contendo os valores de recuperacao (%) obtidos para os 3 niveis
de fortificacao.
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Figura 9 - Grafico contendo os valores de RSD (%) obtidos para os 3 niveis de
fortificacéo.
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4.2.4 Efeito matriz

O efeito matriz tem sido amplamente estudado e reconhecido como uma fonte
de erros na andlise quantitativa de amostras de alimentos por LC-MS/MS (NIESSEN
et al., 2006; GARRIDO FRENICH et al., 2009).

Em LC-MS/MS este efeito € normalmente causado pela interferéncia dos
componentes da matriz que eluem na mesma banda ou tempo de retencéo que o
analito e competem com ele durante o processo de ionizagdo. Em baixas
concentragbes, o efeito matriz pode se tornar significativamente relevante, pois
ocorre um decréscimo ou um aumento na ionizacdo do analito devido a baixa
concentracdo desse na matriz (P1ZZUTTI, 2006). Quando ha um decréscimo na
ionizacgédo, diz-se que ocorreu uma supressao na ionizagao e a intensidade do sinal
do pico cromatografico diminui.

Através da Figura 10, que mostra dois exemplos de curvas analiticas, sendo
gue um agrotoxico (azoxistrobina) ndo teve o sinal analitico afetado, enquanto que o
outro agrotoxico (tiabendazol) apresentou um decréscimo no sinal cromatografico,
ou seja, houve uma supressédo do sinal. No entanto, as Figuras 11 e 12 mostram 0s
cromatogramas referentes aos mesmos agrotéxicos quando analisados em solvente
e em extrato “branco” da matriz. Pode-se observar que o formato dos picos para
ambos agrotéxicos, nao sofreu diferenca. Contudo, quando analisadas as
intensidades dos sinais cromatograficos, percebe-se que para o fungicida
azoxistrobina a diferenca foi de -0,59% e para o tiabendazol foi de -13,01%, quando
comparadas as intensidades dos picos correspondentes a solu¢cdo em solvente
organico e em extrato “branco” da matriz. Para o fungicida tiabendazol o efeito
matriz foi bem mais pronunciado, entretanto, nao interferiu na exatiddo e precisao
dos resultados, ja que os valores permaneceram na faixa aceitavel.

Na Tabela 10 encontram-se 0s percentuais para efeito matriz obtidos para
cada agrotoxico, em cada concentracdo das solucfes da curva analitica e na Tabela
10 estdo apresentados os valores de efeito matriz determinados a partir da
inclinacdo das curvas analiticas em solvente organico e em extrato “branco” da

matriz.
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Figura 10 - Curvas analiticas preparadas em solvente e no extrato “branco”
da matriz para os fungicidas (A) azoxistrobina e (B) tiabendazol.
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Figura 11 — Cromatogramas demonstrando as transicfes para 0s ions precursor e
produto utilizadas para quantificar a azoxistrobina em solvente organico
(A) e em extrato “branco” da matriz (B) na concentragéo de 100 ng mL™ e
as intensidades dos sinais analiticos
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Figura 12 — Cromatogramas demonstrando as transicées para 0s ions precursor e
produto utilizadas para quantificar o tiabendazol em solvente organico (A)
e em extrato “branco” da matriz (B) na concentracdo de 100 ng mL™ e as
intensidades dos sinais analiticos

A partir dos resultados apresentados na Tabela 10 € possivel observar que
todos os fungicidas estudados apresentaram percentuais de efeito matriz aceitaveis,
ou seja, na faixa entre +20 e -20%, sem comprometer o resultado da analise.
Também pode-se observar que o efeito matriz € em sua maioria negativo, isto é, é
exercido um efeito de supresséao do sinal analitico, diminuindo a intensidade do sinal
através da interferéncia dos componentes da matriz.

Em casos onde o método analitico ndo esta isento do efeito matriz e seja de
objetivo quantitativo, aconselha-se que a constru¢do das curvas analiticas sejam
feitas na matriz em estudo (SANCO, 2013).
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Tabela 10 - Percentuais obtidos para o efeito matriz calculado em cada nivel de
concentracdo da curva analitica.

Agrotéxicos Nivel 1  Nivel 2 Nivel 3 Nivel Nivel5 Nivel6 Nivel7 Média

(%) (%) (%) 4 (%) (%) (%) (%) (%)

Azoxistrobina -2,7 1,4 0,1 0,6 1,8 -1,8 -0,3 -0,1

Carbendazim -215 21,9 10,7 -3,3 6,7 -2,1 -3,7 1,2
Difenoconazol -4,7 -17,0 5,2 1,2 1,0 -0,9 0,9 -21
Famoxadona - -27,6 -3,7 -10,8 -9,7 -9,3 -9,6 -11,8
Piraclostrobina -17,5 - 13,9 -4,6 -1,9 -0,9 -4,6 -2,5 - 6,6

Tebuconazol 11,2 5,6 51 -1,2 -3,2 -2,2 -0,9 21
Tiabendazol -22,2 -17,9 -13,2 -11,5 -12,4 -12,5 -11,9 -14,5
Tiofanato- -24 -4,0 -9,0 -7,9 25,9 -7,2 -3,9 -1,2

metilico

Trifloxistrobina -19,1 -1,6 -0,1 1,3 2,6 0,6 -0,9 -2,4

4.2.5 Aplicagédo do método

Dos nove fungicidas avaliados neste trabalho, seis sdo permitidos pela lista
da Producéo Integrada dos Citros (PIC) para exportacdo de suco de laranja, os
demais fungicidas, ou seja, carbendazim, tiofanato-metilico e famoxadona nao sao
permitidos.

O método analitico validado foi aplicado para a determinacdo de fungicidas
em 20 amostras reais, ou seja, de bebidas a base de laranja. Do total, 15 amostras
foram de suco natural obtidos de frutas adquiridas em uma feira livre de produtos
organicos e dois mercados (identificados como 1 e 2), sendo que foram coletadas
cinco amostras de cada local e as coletas, realizadas semanalmente, durante cinco
semanas.

Para os sucos processados, foi coletada uma amostra de suco concentrado
em dois mercados diferentes (identificados como 3 e 4). As amostras de suco diluido
foram preparadas a partir do suco concentrado. Também foi coletada uma amostra
de suco integral, adquirida no mercado 4. Desta forma, foi possivel efetuar uma

investigacdo preliminar acerca da possivel presenca de residuos dos fungicidas
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estudados, tanto em sucos naturais quanto nos sucos processados que chegam a
mesa do consumidor da cidade de Santa Maria/RS.

Nas amostras analisadas, foram encontrados residuos dos fungicidas
azoxistrobina, carbendazim, piraclostrobina, tebuconazol, trifloxistrobina e tiofanato-
metilico em concentracbes abaixo do LOQ, (< LOQ) Destes fungicidas, o
carbendazim, o tebuconazol e o tiofanato-metilico ndo tem uso permitido para a
cultura de citros segundo a legislagdo americana, e a sua presenca em laranjas e/ou
sucos de laranja podem comprometer a exportagcdo e, consequentemente, a
economia brasileira.

Todas as analises foram realizadas em duplicata.

Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 11, 12, 13, 14 e 15.
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Tabela 11 — Resultados das amostras de suco de laranja natural obtido a partir das
frutas, adquiridas em feira livre de produtos organicos.

Amostras
Agrotoxicos semanal semana2 semana3 semana4 semanab
Azoxistrobina n.d n.d n.d n.d n.d
Carbendazim n.d n.d n.d <LOQ <LOQ
Difenoconazol n.d n.d n.d n.d n.d
Famoxadona n.d n.d n.d n.d n.d
Piraclostrobina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Tebuconazol <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Tiabendazol n.d n.d n.d n.d n.d
Tiofanato-metilico n.d n.d <LOQ n.d n.d
Trifloxistrobina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

LOQ = Limite de quantificacdo

LOQ para azoxistrobina, famoxadona, piraclostrobina, tebuconazol, tiabendazol e
trifloxistrobina = 10 pg kg™; carbendazim e difenoconazol = 20 pg kg™*; tiofanato-metilico = 50 ug kg™.

n.d.= ndo detectado

Tabela 12 — Resultados das amostras de suco de laranja natural obtido a partir das
frutas, adquiridas em mercado 1.

Amostras
Agrotéxicos semanal semana2 semana3 semana4 semanab

Azoxistrobina n.d n.d n.d n.d n.d
Carbendazim n.d n.d n.d <LOQ n.d
Difenoconazol n.d n.d <LOQ n.d n.d
Famoxadona n.d n.d n.d n.d n.d

Piraclostrobina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Tebuconazol <LOQ n.d <LOQ n.d <LOQ
Tiabendazol n.d n.d n.d n.d n.d
Tiofanato-metilico n.d n.d n.d n.d n.d

Trifloxistrobina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

LOQ = Limite de quantificac&@o

LOQ para azoxistrobina, famoxadona, piraclostrobina, tebuconazol, tiabendazol e
trifloxistrobina = 10 pg kg™*; carbendazim e difenoconazol = 20 pg kg'™*; tiofanato-metilico = 50 ug kg™.

n.d.= n&o detectado
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Tabela 13 — Resultados das amostras de suco de laranja natural obtido a partir das
frutas, adquiridas em mercado 2.

Amostras
Agrotoxicos semanal semana2 semana3 semana4 semanab
Azoxistrobina n.d <LOQ n.d n.d n.d
Carbendazim n.d n.d <LOQ n.d n.d
Difenoconazol n.d n.d n.d n.d n.d
Famoxadona n.d n.d n.d n.d n.d
Piraclostrobina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Tebuconazol <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Tiabendazol <LOQ n.d n.d n.d n.d
Tiofanato-metilico n.d n.d n.d n.d n.d
Trifloxistrobina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

LOQ = Limite de quantificacdo
LOQ para azoxistrobina,

famoxadona,

piraclostrobina,

tebuconazol,

tiabendazol e

trifloxistrobina = 10 pg kg™*; carbendazim e difenoconazol = 20 pg kg™*; tiofanato-metilico = 50 ug kg™.

n.d.=ndo detectado

Tabela 14 — Resultados das amostras de suco de laranja concentrado e diluido a
partir do concentrado, adquiridos em mercado 3.

Amostras
Agrotéxicos concentrado diluido
Azoxistrobina n.d n.d
Carbendazim n.d n.d
Difenoconazol n.d n.d
Famoxadona n.d n.d
Piraclostrobina <LOQ <LOQ
Tebuconazol <LOQ <LOQ
Tiabendazol n.d n.d
Tiofanato-metilico n.d n.d
Trifloxistrobina <LOQ <LOQ
LOQ = Limite de quantificac@o
LOQ para azoxistrobina, famoxadona, piraclostrobina, tebuconazol,

tiabendazol e

trifloxistrobina = 10 pg kg™*; carbendazim e difenoconazol = 20 pg kg'™*; tiofanato-metilico = 50 ug kg™.

n.d.=ndo detectado
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Tabela 15 — Resultados das amostras de suco de laranja concentrado, diluido a
partir do concentrado e integral, adquiridos em mercado 4.

Amostras
Agrotoxicos concentrado diluido integral
Azoxistrobina n.d n.d n.d
Carbendazim <LOQ n.d <LOQ
Difenoconazol n.d n.d n.d
Famoxadona n.d n.d n.d
Piraclostrobina <LOQ <LOQ <LOQ
Tebuconazol <LOQ <LOQ <LOQ
Tiabendazol n.d n.d n.d
Tiofanato-metilico n.d n.d n.d
Trifloxistrobina <LOQ <LOQ <LOQ

LOQ = Limite de quantificacdo

LOQ para azoxistrobina, famoxadona, piraclostrobina, tebuconazol, tiabendazol e
trifloxistrobina = 10 pg kg™*; carbendazim e difenoconazol = 20 pg kg™*; tiofanato-metilico = 50 ug kg™.

n.d.= ndo detectado

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 11, 12 e 13,
percebe-se que os fungicidas piraclostrobina e trifloxistrobina foram encontrados em
todas as amostras de suco de laranja natural, contudo nao foi possivel quantificar os
niveis de contaminacao, pois a concentracao encontrada foi inferior ao LOQn,. Ainda
em algumas amostras de sucos de laranja natural foram encontrados os fungicidas
carbendazim, tebuconazol, difenoconazol e tiofanato-metilico, que n&o sao
permitidos para a cultura de citros, conforme a legislacdo americana.

Ao analisar os sucos industrializados dos tipos concentrado, diluido e integral
(resultados apresentados nas Tabelas 14 e 15) foram encontrados os fungicidas
piraclostrobina, trifloxistrobina e tebuconazol em todas as amostras, em
concentragfes abaixo do LOQn. Ainda foi possivel verificar a presenca de
carbendazim nos sucos concentrado e integral oriundos do mercado 5, ou seja, ao
preparar o suco a partir do concentrado como indicado no rétulo do produto, suco
concentrado:agua (1:2, v/v), o consumidor estara ingerindo quantidades pequenas
do fungicida carbendazim para dentro do seu corpo.

Considerando o0s aspectos econbmicos, a grande preocupacdo esta
relacionada a presenca de carbendazim no suco concentrado, ja que trata-se da

principal forma em que o suco é exportado para os EUA. Conforme jA comentado
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anteriormente, o carbendazim ndo € permitido pela lista PIC e no ano de 2013 foi
substituido por outro principio ativo, que atua da mesma maneira, porém é permitido
pela legislacdo americana.

Atualmente, alimentos ou bebidas integrais sdo escolhidos pelo consumidor
por serem, aparentemente, mais saudaveis, contudo no caso do consumo de sucos
percebe-se que 0 suco integral apresentou contaminacdes em proporcdes
semelhantes para os tipos de suco concentrado. Se fosse alcancado LOQn, igual a
10 pg kg™t (menor nivel de fortificacdo), seria possivel quantificar os niveis de
carbendazim e seria notério que o suco integral apresentasse concentracdes mais
elevadas do fungicida quando comparado com o suco concentrado.

CHIARADIA (2009), ao aplicar o método de extracdo QUEChERS e a técnica
analitica de UPLC-MS/MS para determinar oito agrotoxicos, em sucos de laranja e
tangerina, ndo encontrou quantidades detectaveis para os agrotoxicos estudados em
amostras reais.

RIZZETTI (2013), apds desenvolver um método analitico para determinar 76
agrotoxicos em suco de laranja integral empregando o método de QUEChERS e
UPLC-MS/MS também aplicou o método para amostras reais. Das 14 amostras
analisadas, 10 amostras apresentaram concentracdes do fungicida carbendazim
acima do LOQ, porém abaixo do LMR estabelecido pela legislacédo brasileira. Neste
trabalho, também foi encontrado carbendazim em 5 amostras, contudo néao foi
possivel quantificar, pelo fato desses valores estarem abaixo do LOQp,.

Através do método validado, foi possivel verificar a presenca ou auséncia dos
fungicidas estudados em diferentes tipos de sucos a base de laranja. Tendo em vista
gue as legislacBes vigentes nos paises que importam sucos de laranja aceitam
diferentes limites destes fungicidas, percebe-se a importancia em desenvolver
métodos e aplica-los a fim de verificar a qualidade do suco que esta sendo
produzido e, assim, preservar a saude do consumidor, evitar problemas relacionados
a barreiras fitossanitarias e atender as exigéncias requeridas pelo pais que importa

os produtos brasileiros.
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5. CONCLUSAO

Devido ao alto indice da incidéncia de pragas na cultura de citros, € comum o
emprego de agrotoxicos para maximizar a produtividade. No entanto, ao aplicar
estas substancias, € possivel que as mesmas permanecam, mesmo que em niveis
residuais, na fruta in natura, bem como em produtos processados. Desta forma, € de
extrema importancia desenvolver e validar métodos analiticos a fim de controlar a
qualidade dos produtos com relacdo a presenca de agrotéxicos, uma vez que as
legislacdes dos paises importadores podem diferir entre si.

O método de extracdo mini-Luke modificado mostrou-se eficaz para a
extracdo dos nove fungicidas na matriz estudada.

Para os testes de linearidade, todos os analitos apresentaram equac¢des com
coeficiente de determinacéo (r?) e coeficiente de correlacao (r) maior que 0,99, para
as curvas analiticas preparadas em solvente e em extrato “branco” da matriz,
correspondendo aos criterios recomendados pelo INMETRO e pela ANVISA.

Através do preparo das solugbes analiticas em solvente organico e no extrato
“branco” da matriz, foi possivel verificar que a maioria dos fungicidas estudados
apresentou efeito matriz negativo, mas todos os valores permaneceram entre -20 e
+20%, n&o influenciando os resultados.

O tiofanato-metilico apresentou percentuais de recuperacdo dentro da faixa
aceita somente para o maior nivel de fortificacdo (50 pg kg?) enquanto que o
carbendazim apresentou valores de recuperacdo maiores que 100%, justificando a
conversao do tiofanato-metilico a carbendazim.

Os valores estimados para LOD e LOQ tanto para o instrumento quanto para
0 método, bem como os valores reais do LOQy, para todos os agrotéxicos foram
iguais ou menores que os estabelecidos pelas legislacdes brasileira, americana e
européia. Dessa forma, o método validado poderda ser utilizado para os fins
propostos a nivel mundial.

Através dos resultados obtidos nos ensaios de fortificacdo e recuperacéo,
pode-se dizer que o método é exato e preciso, uma vez que a maioria dos fungicidas
apresentaram valores aceitaveis tanto para recuperacao quanto para RSD.

O método validado foi aplicado para a determinagdo de fungicidas em

amostras de diferentes tipos de suco. Todas as amostras apresentaram
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contaminacdo por piraclostrobina e trifloxistrobina, no entanto, os niveis foram
inferiores ao LOQm, ndo sendo possivel, dessa forma, a quantificacdo destes
agrotéxicos. Ainda, algumas amostras apresentaram contaminagdo por
difenoconazol, carbendazim, tebuconazol e tiofanato-metilico, sendo que alguns
destes podem vir a comprometer a exportacao do produto, uma vez que a legislacao
americana néo permite o uso destas substancias.

Através deste trabalho foi possivel constatar que estes sucos ndo estdo em
condi¢cOes adequadas para serem exportados para os EUA.

Por fim, conclui-se que o método de extragdo mini-Luke modificado aliado ao
moderno sistema UPLC-MS/MS é uma importante ferramenta para andlise de
residuos de fungicidas em sucos de laranja naturais e processados, podendo ser

empregado em analises de rotina.
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6. DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados no desenvolvimento deste trabalho foram encaminhados
ao almoxarifado do Departamento de Quimica da UFSM e sua destinagdo final
ficaram sob responsabilidade de empresa terceirizada.

Foram gerados residuos liquidos e residuos sélidos. Os liquidos foram
armazenados em frascos identificados como halogenados, né&o-halogenados e
residuos de acetona, enquanto que os residuos sdlidos foram colocados em sacos
plasticos, devidamente identificados.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Miniaturizar o método de extracao mini-Luke modificado e assim diminuir
0 gasto de solventes e a quantidade de residuos gerados;

e Aumentar o escopo dos agrotéxicos;

e Utilizar outro P.l., uma vez que o agrotdxico propoxur é permitido na
cultura de citros conforme a legislacao europeia;

e Aplicar o0 método desenvolvido para determinar agrotdéxicos em outras
frutas citricas como tangerinas, limdes e limas, bem como em produtos
processados a base destas frutas, além de aumentar o nimero de cada
amostra analisada;

e Otimizar o método a fim de alcancar valores de LOQ inferiores a 20 ug
kg™, tornando possivel a quantificacdo do fungicida carbendazim em
trabalhos de monitoramento, bem como diminuir o tempo de corrida
cromatografica a fim de analisar um maior nimero de amostras em um

curto intervalo de tempo.
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9. APENDICE

APENDICE 1 — Estrutura quimica, formula e massa molecular de cada um dos
agrotoéxicos utilizados.

. Férmula Massa
Agrotoxicos Estrutura Molecular Molecu_llar
(g mol™)
o
(6]
Azoxistrobina f JN C2oH17N30s5 403,39
O N
HaCO.__A\__OCH;
O
_ N, § OCHs
Carbendazim N>/ e CoHgN3O 191,19
o)
H
N
QN_,\\N 0
Difenoconazol % \©\c. C19H17CI,N3053 406,26
Cl
CHj
o N
Hic ) N
Famoxadona @ OAO CoH1sN20, 374,39
(@]
o]
_ _ [ N tco N~ OCHs
Piraclostrobina N" HsCO \lg C19H15CIN3O, 403,80
Cl




Formula Massa
Agrotbxicos Estrutura Molecular
Molecular 1
(g mol™)
cl
HaG CHs
o
Tebuconazol ke W C16H25CIN3O 307,8
N
A
NQ/N
N
N\
Tiabendazol ©:N>2/;N C10H7N3S: 201,2
H{D
S
—0 —_—
Tiofanat SN
iofanato- 0 NH HN 0
adivis ] 4 CizH1NJOS: | 3424
(0]
HaCO™ S ~OCH
Trifloxistrobina | 7 @ CaoH19F3N204 408,3
07 S CFs
CHs
o]
HsCo Al g
Propoxur (P.1.) H C11H15NO3 209,2

©/OYCH3
CHa
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APENDICE 2- Avaliac&o da exatiddo do método analitico.

89

Concentracéo
Volume Massa dos
Concentragdo | adicionado | absoluta de Volume de | agrotoxicos
Nivel de da solucdo | dasolugdo | agrotéxico |Quantidade |solvente de antes da Fator
fortificacdo mistura mistura adicionado a | de amostra | extracao injecdo do
(ug kg™ (mg LY (uL) amostra (ng) (9) (mL) (hgmL™") | método
10 1 150 150 15 90 2 5
20 1 300 300 15 90 4 5
50 1 750 750 15 90 10 5




