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RESUMO

Titulo: DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM
PITAYA EMPREGANDO QUEChERS E GC-MS/MS

Autor: Taind Maria Saugo

Orientador: Prof. Dr. Fabio Ferreira Goncgalves

A pitaya, de nome cientifico Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhzius, vem sendo cada vez mais
consumida no Brasil. Contudo, a sua produgdo deve ser realizada de forma orgénica, pois atualmente
no pais ndo existem programas de monitoramento de residuos de agrotdxicos que englobem essa
espécie. O monitoramento de agrotdoxicos em alimentos é um processo essencial, tendo em vista que
diversos compostos apresentam efeitos deletérios a salde humana. O estabelecimento do Limite
maximo de Residuos (LMR) visa garantir que os niveis de residuos de agrotdoxicos em alimentos
estejam dentro dos limites considerados seguros para o consumo humano. Para a cultura de pitaya
sdo encontrados LMRs estabelecidos pelo Codex Aimentarius e pela Unido Europeia. Portanto, devido
a falta de métodos de preparo de amostras para a determinacdo de residuos de agrotéxicos em
amostras de pitaya, foi desenvolvido e validado um método multirresiduo de agrotéxicos, contendo 78
compostos validados. Para a extracdo destes compostos, empregou-se 0 método QUEChERS
utilizando um sorvente de limpeza ndo convencional, a quitosana. O sistema GC-MS/MS foi utilizado
para a determinagéo dos agrotéxicos e o método validado foi aplicado em amostras comerciais, sendo
17 amostras, onde 5 de polpa branca e 11 polpa rosa de 4 diferentes estados do Brasil, como Parana,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo. Das 17 amostras, apenas 2 apresentaram residuos
de agrotoxicos, sendo tebuconazol e metolaclor em concentrages abaixo do Limite de Quantificagao
do método de (5 ug kg?). Desta forma, ndo foi possivel quantificar os analitos, apenas detecta-los.
Devido ao Limite de Quantificacdo o método se mostrou adequado para todos 0s compostos em estudo
no presente trabalho que possuem LMRs preconizados pela Unido Europeia.

Palavras-Chave: Frutas tropicais, Quitosana, Biosorvente.
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ABSTRACT

Tite: MULTI-RESIDUE DETERMINATION OF PESTICIDES IN PITAYA
USING QUEChERS AND GC-MS/MS

Autor: Taind Maria Saugo

Orientador: Prof. Dr. Fabio Ferreira Goncalves

Pitaya, with the scientific names Hylocereus undatus and Hylocereus polyrhzius, has been increasingly
consumed in Brazil. However, its production must be carried out organically, as there are currently no
pesticide residue monitoring programs in the country that cover this species. Monitoring pesticides in
food is an essential process, considering that several compounds have harmful effects on human health.
The establishment of the Maximum Residue Limit (MRL) aims to ensure that pesticide residue levels in
food are within the limits considered safe for human consumption. For pitaya cultivation, MRLs
established by Codex Aimentarius and the European Union are found. Therefore, due to the lack of
sample preparation methods for the determination of pesticide residues in pitaya samples, a multi-
pesticide residue method was developed and validated, containing 78 validated compounds. To extract
these compounds, the QUEChERS method was used using an unconventional cleaning sorbent,
chitosan. The GC-MS/MS system was used to determine pesticides and the validated method was
applied to commercial samples, 17 samples, 5 of which were white pulp and 11 pink pulp from 4 different
states in Brazil, such as Parana, Rio Grande do South, Santa Catarina and Sdo Paulo. Of the 17
samples, only 2 showed pesticide residues, being tebuconazole and metolachlor in concentrations
below the Quantification Limit of the method (5 pg kg?). Therefore, it was not possible to quantify the
analytes, only to detect them. Due to the Limit of Quantification, the method proved to be suitable for all
compounds under study in the present work that have MRLs recommended by the European Union.

Keywords: Tropical fruits, Chitosan, Biosorbent.



1. INTRODUCAO

O crescimento populacional acarretou a necessidade de produzir alimentos
emgrande escala e, para que isso fosse possivel, as solu¢cdes tecnoldgicas adotadas
levaram a uma crescente utilizacéo de agrotdxicos no controle de pragas e de doencas
presentes nas culturas, sendo a efetividade de uma area produtiva diretamente

influenciada pela utilizagdo de agrotéxicos (LIANG, et al., 2022).

No entanto os agrotéxicos sdo substancias quimicas toxicas e algumas
apresentam efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos, podendo causar
danos a saude humana, mesmo nas baixas concentracdes remanescentes nos
alimentos cultivados, preservados ou contaminados com estas substancias. Para
controle da exposicdo pela via alimentar a agrotoxicos, sdo estabelecidos limites
maximos de residuos (LMRSs) para as principais culturas e de acordo com o agrotoxico
registrado e autorizado para uso na respectiva safra (CONCHA-MEYER, et al.,2019;
ANVISA, 2022).

Uma cultura que vem ganhando destaque e possui grande valor comercial é
aPitaya cuja variedade alimenticia tem sido associada a efeitos benéficos a saude.
Mas até o ano de 2023 ndo ha LMRs estabelecidos no Brasil para as espécies de
Pitaya (ANVISA, 2022), o que significa que esta cultura ndo € monitorada e controlada

oficialmente no Brasil quanto apresenca de residuos de agrotoxicos.

O controle ou monitoramento de agrotéxicos em alimentos requer
geralmente técnicas analiticas de separacao, identificacdo e quantificacéo, taiscomo
a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas em série (GC-MS/MS)
e a cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas em série (LC-
MS/MS), que propiciem determinacdes analiticas com alta sensibilidade, seletividade
e confiabilidade. No entanto, essas técnicas requerem etapas de preparo da amostra
efetivas, a fim de assegurar altas sensibilidades analiticas e, consequentemente,
baixos limites de deteccdo (KAUR, et al.,2021). Métodos aprimorados de preparo de
amostra sdo necessarios para extrair de forma eficiente as baixas concentracdes de
agrotoxicos observados em alimentos e para produzir extratos purificados,
necessarios para monitorar os alimentos quanto a presenca de agrotoxicos de

acordo com os respectivos LMRs por método instrumentais (ZAIDON, et al.,2019).



Os procedimentos de preparo mais utilizados sdo baseados na extracdo em fase
sélida, na extracao liquido-liquido, na extracédo liquido-liquido dispersivo e no método
QUEChERS (KAUR, et al.,2021).

Desta forma, objetivou-se desenvolver e validar uma metodologia analitica
para a determinacao de residuos de agrotéxicos em amostras de pitaya empregando
GC-MS/MS, bem como estudar as condi¢cbes de extracdo aplicando o método
QUEChERS,reduzindo ao méximo o consumo de sorventes e demais reagentes. Por
fim, apds validacdo do método analitico, avaliar a presenca destes compostos em
amostras para confirmar a efetividade do método, visando contribuir no aumento do
conhecimento quanto as praticas de cultivo em relagcdo ao uso de substancias
quimicas para o controle de pragas e doencas e para sua preservacdo até o

consumao.



2. OBJETIVOS

Objetivo Principal

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver e validar um método
multirresiduo para determinacéo de residuos de agrotoxicos em amostras de polpa
de pitaya de polpa utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de

massas.

Objetivos Especificos

e Comparar as diferentes versdes do método QUEChERS para a determinacéo
de residuos de agrotoxicos em amostras de polpa de pitaya;

e Desenvolver e otimizar o preparo de amostra para extragdo de residuos de
agrotoxicos em pitaya utilizando método QUEChERS em amostras de polpa
pitaya,

e Avaliar a diluicdo do extrato ap0s a etapa de particdo do método QUEChERS
em diferentes proporcoes;

e Validar metodologia analitica utilizando cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas;

e Aplicar o método validado em amostras comerciais de polpa de pitaya.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pitaya (Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhzius)

A pitaya de polpa branca e de polpa rosa cujos nomes cientificos séo
Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhzius, respectivamente, pertencem a familia
Cactaceae e possuem diversas propriedades farmacoldgicas. Essas espécies sao
facilmente produzidas, se adaptando a ambientes com baixa disponibilidade hidrica,
caracteristica que atrai grande interesse na sua producédo. Essa fruta € originaria do
México e América central, desenvolvendo-se em climas tropicais e subtropicais, sendo
produzida também no Brasil (DE SOUSA ANTUNES, et al., 2021; DEY, et al., 2022).

A pitaya possui pequenas sementes pretas em seu interior e sua casca
atipicafoi o motivo dela ser conhecida também com fruta do dragdo. Além destes
nomes em buscas cientificas, ela pode ser encontrada também como pitahaya (DEY,
et al., 2022; LE, et al., 2021). Consumo da pitaya no Brasil teve um grande aumento
nos ultimos anos, sua polpapode ser consumida in natura ou utilizada na producao
de doces, bebidas e sorvetes (GEORGIN, et al., 2022). Na Figura 1 estéo ilustradas
as espécies Hylocereus undantus e Hylocereus polyrhzius e na Figura 2 suas flores
e cladddios responsaveis pela sustentacdo da planta.

Figura 1. Pitaya de polpa branca e polpa rosa, A - Hylocereus undatus, B - Hylocereus polyrhzius.

Fonte: Autor



Figura 2. A — Cladédios da pitaya, B — Flor da pitaya

Fonte: Autor

Em sua parte comestivel (polpa) sdo encontrados compostos que possuem
atividade antioxidante, citotdxica e anti-inflamatéria. Sua casca é fonte de agentes
antibacterianos, sendo que, estas caracteristicas podem ser atribuidas a presenca
de flavonoides, &cidos fendlicos e betacianinas (GEORGIN, et al., 2022). Outra
espécie de pitaya que ndo é comumente encontrada em mercados e fruteiras sdo de
casca amarela e polpa branca de nome cientifico Selenicereus megalanthus. Essa
espécie é considerada um hibrido natural entre o género Hylocereus e Selenicereus,
podendo pertencer a um género distinto, mas ainda fazendo parte da familia
cactaceae (LE, et al., 2021).

3.1.1 Composicdo Quimica da Pitaya

Tanto sua polpa como sua casca possuem grande quantidade de agua, sao
ricas em fibras e vitaminas, possuem minerais, antioxidantes e carboidratos, por outro
lado, os teores de proteinas e gorduras séo relativamente baixos (LE, et al., 2021).
Para formulagdo da Tabela 1 foi necessario recorrer a sites como o da TBCA (Tabela

Brasileira de composicédo de Alimentos) que € desenvolvida pela Rede Brasileira de



Dados de Composicao de Alimentos (Brasilfoods), Universidade de Sao Paulo (USP)
e Food Research Center (FORC/CEPID/FAPESP). Na Tabela TACO nao foram
encontrados dados sobre a pitaya. A tabela TACO é desenvolvida pelo Nucleo de
Estudos e Pesquisas em Alimentacdo — NEPA Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP. E mesmo na TBCA so0 foram encontrados dados da pitaya de polpa

branca, ndo sendo encontrado da pitaya de polpa rosa.

Tabela 1. Propriedade nutricionais da Pitaya de polpa branca.

Componente Concentragdo em 100 g de polpa
Agua (g) 84,4
Carboidratos Totais (g) 13,2
Proteinas (g) 1,40
Lipidios (Q) 0,40
Fibra (g) 1,80
Colesterol (mg) 0,00
Célcio (mg) 10,0
Ferro (mQ) 1,30
Fésforo (mg) 26,0
Vitamina C (mg) 8,00

Fonte: TBCA (2023).

Uma caracteristica fisica muito marcante da pitaya é sua coloracdo purpura
que se da pela presenca de pigmentos naturais, sendo o0s principais as betalainas,
compostos heterociclicos sollveis em agua. As betalainas sao divididas em dois
grupos, as betaxantinas e as betacianinas. As betaxantinas conferem coloracao
amarelo-laranjado para os frutos e as betacianinas conferem coloracdo vermelho-
puarpura. As betalainas sdo considerados compostos antioxidantes devido as
caracteristicas de sua estrutura quimica (NUNES, et al., 2014).

Dentre as betalainas que estdo presentes nas frutas do género Hylocereus o
grupo encontrado em frutas da casca ou polpa rosa séao as betacianinas, ndo sendo
encontrado as betaxantinas. Os pigmentos presentes nas frutas de polpa ou casca
rosa sdo a betanina, filocactina e a hilocerenina (betalaina do acido 3-hidroxi-3-
metilglutarico) (GONCALVES, et al., 2015). Na Figura 3 esta apresentada a estrutura

quimica das betalainas presentes na pitaya.



Figura 3. Estrutura quimica dos pigmentos presentes na pitaya.
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Fonte: Autor

3.1.2 Producéao de Pitaya no Brasil

No Brasil a pitaya de polpa branca (Hylocereus undatus) comecou a ser
produzida a partir de 1990, no estado de Sao Paulo, principalmente na regido de
Catanduva. Na década 2000, a pitaya de polpa rosa (Hylocereus polyrhzius) tambéem
comecou a ser produzida e comercializada na regido. Na mesma década, no estado
da Paraiba foi identificado uma espécie nativa de pitaya, hoje conhecida como pitaya
do Cerrado (Selenicereus setaceus). A principal regido produtora de pitaya no Brasil
€ 0 Sudeste, onde ela se aclimatou muito bem, sendo que a época de producao € de
dezembro a maio e a média da producéo nessa regido € de 14 toneladas por hectare
(NUNES, et al., 2014).



No sul do Brasil, o estado que se destaca na producdo da pitaya é Santa
Catarina, sendo o segundo estado no pais com maior producédo, atras apenas de sdo
Paulo. A plantacdo desta cultura no estado iniciou a cerca de 10 anos atras, como
uma alternativa a plantagéo de tabaco. Na safra de 2019/2020, cerca de 600 toneladas
de pitaya foram produzidas em Santa Catarina, enquanto em 2021 a safra gerou em
torno de 1000 toneladas da fruta, em média 40% a mais que na safra anterior. Toda
essa producdo € orientada pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensédo Rural
de Santa Catarina (Epagri), que auxilia os produtores em um manejo sustentavel
(Epagri SC. 2023). Na Tabela 2 estdo apresentados os 10 estados com maior
producdo de pitaya no Brasil, segundo o Censo Agro de 2017, desenvolvido pelo
IBGE.

Tabela 2. Ranking dos estados produtores de pitaya no Brasil

Ranking Estado Toneladas de Pitaya
1° S&o Paulo 586
2° Santa Catarina 350
3° Minas Gerais 181
4° Para 152
5° Rio Grande do Sul 41
6° Parana 34
7° Rio de Janeiro 27
8° Goias 23
9° Espirito Santo 10
10° Bahia 5

Fonte: IBGE (2017).

A producéo de pitaya no Brasil € relativamente nova comparado com outras
espécies frutiferas. Contudo, devido ao aumento dessa espécie como uma
monocultura o surgimento de pragas ja é algo esperado. A ocorréncia de insetos em
plantacdes de pitaya pode variar de acordo com os vizinhos do pomar. Por exemplo,
no caso de um pomar de pitaya que esteja proximo a uma lavoura de milho, apds a
colheita as pragas irdo migrar para a regido vizinha. A cultura pode ser atacada por
insetos e fungos, e todas as formas recomendadas de combate sdo consideradas

organicas, ndo utilizando de agrotoxicos (DOS SANTOS, et al., 2022).

Dentre os insetos que atacam a pitaya estdo as abelhas, que causam lesbes

aos cladadios, flores e frutos. A solucdo para essas € a plantacdo de fragmentos de



mata ao redor do pomar, como alguns pés de bananeira. Pulgdes e Percevejos podem
atacar a espécie e o recomendado € a utilizacdo de agentes biolégicos por meio de
fungos entomopatogénicos que sédo fungos causadores de doencas em insetos,
dentre os quais estdo Beauveria bassiana e Metarhizium, ambas as pragas também
podem ser controladas com 6leo de neem. As cochonilhas que também atacam a
pitaya, podem ser controladas pela pulverizacdo de uma solucdo de 1% de dleo
mineral e 1% de detergente neutro em &gua. Para a formiga cortadeira, a
diversificacdo vegetal nesse caso é considerada a solucdo permanente (DOS
SANTOS, et al., 2022).

Ainda, a espécie pode ser atacada por doencas ocasionadas por fungos como
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum truncatum, Fusarium oxysporum,
Rhizopus sp e por bactérias como Pectobacterium carotovora e Erwinia carotovora
(DOS SANTOS, et al.,, 2022) ressalta que quando houver contaminacdes nos
cladédios esses devem ser retirados do pé, caso ocorra em frutas essas devem ser
descartadas. Ainda ressalta que, devido a auséncia de compostos sintéticos
registrados no Brasil para a espécie, nenhum tipo de agrotoxico deve ser aplicado nos

pés infectados.

3.2 Agrotoéxicos

Nas ultimas décadas, o sistema de plantio mais utilizado foi 0 da monocultura
em grande escala, sendo que esse sistema, por varias vezes, foi citado como a
solucéo para a fome mundial por possibilitar que grandes quantidades de alimentos
sejam produzidas. Contudo, hoje séo conhecidas consequéncias negativas causadas
por essa forma de produgcdo, como o desmatamento e a utilizacdo de agrotoxicos
(ZIMMERMANN, 2009). Com o crescimento populacional e o aumento tecnolégico, a
producao agricola foi ajustada, devido ao grande aumento na necessidade de produzir
alimentos. Inicialmente, o controle e prevencédo de pragas era realizado utilizando
compostos inorganicos e orgéanicos naturais. Porém, a partir da década de 1930,
compostos sintéticos comecaram a ser utilizados para esse fim. Durante o periodo da

Segunda Guerra Mundial, agentes sintéticos eram usados em campo de batalha e foi
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possivel observar que alguns compostos eram capazes de matar insetos (DE
OLIVEIRA SILVA, et al., 2019).

No Brasil, foi na década de 1960 que o uso de agrotoxicos sintéticos teve seu
crescimento devido ao surgimento de programas governamentais que visavam
modernizar a agricultura brasileira e torna-la atrativa para o mercado mundial
(CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003). Como almejado, a produc¢éo de alimentos cresceu
muito nas ultimas décadas no Brasil, inclusive exportando para inGmeros paises. No
entanto, o uso indiscriminado destes agentes quimicos gerou maior exposiCao aos
seres humanos e ao meio ambiente. (FINKLER; BATTISTI; ANASTACIO 2019).

No Brasil, a definicdo de agrotéxico é estabelecida pela Lei Federal n® 7.802,
de 11 de julho de 1989, definida como Lei dos Agrotdxicos e pelo decreto n® 4.047 de
janeiro de 2002 que atua sobre agrotoxicos e afins. Agrotoxicos sdo definidos como
produtos quimicos sintéticos utilizados para matar pragas como insetos e larvas,
controlar o crescimento de fungos, além de regular o crescimento da vegetacdo em

ambientes rurais e urbanos (INCA 2023).

Segundo o Instituto Nacional de Céancer (INCA) (2023) o Brasil € o maior
consumidor de agrotoxicos no mundo desde 2008. No ano de 2021 segundo o IBAMA,
foram comercializadas 720.869,00 mil toneladas de agrotéxicos no Brasil, 5% a mais
gue no ano de 2020. Dentre esses 0s mais comercializados sédo os herbicidas (IBAMA

2023). Na Tabela 3 estdo apresentados os 10 agrotéxicos mais vendidos no Brasil.

Tabela 3. Ranking da comercializacdo de agrotoxicos no Brasil no ano de 2021.

Ranking Ingrediente Ativo Vendas em Classe
Toneladas

10 Glifosato e seu sais 219.585,51 Herbicida
20 2,4-d 62.165,70 Herbicida
3° Mancozebe 50.340,24 Fungicida
40 Clorotalonil 38.320,40 Fungicida
50 Atrazina 37.298,57 Herbicida
6° Acefato 35.856,00 Inseticida
7° Malationa 13.291,23 Inseticida
8° Cletodim 9.750,70 Herbicida
9° Enxofre 9.434,95 Fungicida
10° S-metolacloro 9.374,02 Herbicida

Fonte: Adaptado de IBAMA (2023).


https://www.gov.br/inca/pt-br
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De acordo com dados do IBAMA, no ano de 2021 a regido mais consumidora
de agrotoxicos no pais foi o Centro-Oeste, com destaque para o estado de Mato
Grosso, sendo 258.192,86 mil toneladas consumidas. Como segunda regiao que mais
consumiu agrotoxicos no ano de 2021 tem-se o Sul com 205.431,27 mil toneladas de
ingrediente ativo, e 0 estado da regido Sul que teve maior consumo foi 0 Rio Grande
do Sul, seguido pelo Parana e por fim Santa Catarina, sendo que a quantidade
consumida no Rio Grande do Sul foi cinco vezes maior que em Santa Catarina (IBAMA
2023).

3.2.1 Classificagao dos Agrotoxicos

A classificacdo dos agrotéxicos € realizada observando o grupo quimico de
cada composto bem como sua toxicidade e considerando as pragas que eles sao
capazes de inibir (MENDES, et al., 2019). S&do considerados inseticidas 0s compostos
letais a insetos; fungicidas os compostos letais a fungos, ferrugem e bolores;
herbicidas sdo compostos capazes de inibir o crescimento de ervas daninhas e
invasoras; bactericidas sdo compostos capazes de inibir o crescimento de bactérias;
acaricidas possuem acdao letal em acaros e parasitas; raticidas séo letais a roedores
e nematicidas séo letais a nematoides e parasitas (DE OLIVEIRA; FAVARETO,;
ANTUNES 2013).

Em julho de 2022, a ANVISA publicou no Diario Oficial da Unido a
reclassificacdo toxicolégica de agrotéxicos ja registrados no Brasil. Essa
reclassificacdo se deve a implantacdo de um novo marco regulatorio sobre 0s critérios
de avaliacédo e classificacdo toxicologica de agrotéxicos regulamentados no Brasil. O
namero total de compostos avaliados foi de 1.942, sendo distribuidos entre as
categorias: extremamente toxicos, altamente toxicos, moderadamente tdxicos, pouco

toxicos, improvaveis de causar dano agudo e ndo classificados (ANVISA 2022).

A reclassificacdo foi adotada observando os parametros de classificacéo
toxicologica estabelecidas pelo Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagcédo
e Rotulagem de Produtos Quimicos (Globally Harmonized System of Classification

and Labelling of Chemicals — GHS). Com isso o Brasil passou a estar de acordo com
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paises da Unido Europeia, da Asia e outros, possibilitando maior exportacio de
produtos alimenticios nacionais. O GHS alterou o nimero de classes, passando de
quatro para cinco categorias, além de incluir a categoria “ndo classificados”
empregado em produtos com baixissimo potencial de dano, sendo aplicado a produtos
de origem biologica (ANVISA 2022). Na Tabela 4 esta apresentada a classificacéo

dos agrotoéxicos.

Tabela 4. Classificacéo do grau de toxicidade dos agrotéxicos.

Categoria Toxicidade Roétulo
1 Extremamente Toéxico
2 Altamente Téxico -
3 Moderadamente Téxico
4 Pouco Téxico
5 Improvaveis de Causar Dano Agudo -
6 Nao Classificados _

Fonte: adaptado de ANVISA (2023).

3.2.2 Residuos de Agrotoxicos em Frutas e Vegetais

No Brasil existem dois programas oficiais de monitoramento de residuos de
agrotéxicos em amostras alimenticias: I) Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), que possui como objetivo monitorar a qualidade de produtos
de origem vegetal e animal produzidos em territério brasileiro, monitorando a
ocorréncia de residuos de agrotoxicos e medicamentos veterinarios (MAPA, 2023);
II) Programa de Analise de Residuos de Agrotdéxicos em Alimentos (PARA),
coordenado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com o objetivo
de avaliar continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos em alimentos de
origem vegetal (ANVISA, 2023). Contudo, ambos os programas realizados no Brasil
nao incluem a Pitaya, e dessa forma, ndo existem LMRs definidos para esta cultura

no Brasil.
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3.2.3 Limites Maximos de Residuos

Na bibliografia do Codex Alimentarius, e da Unido Europeia sao
estabelecidos LMR para diversos compostos. A pitaya esta classificada como frutas
de cactos junto da opuncia, fruta de coloracdo avermelhada que possui espinhos em
sua casca. Na Tabela 5 estdo apresentados alguns compostos que possuem LMR

na Unido Europeia e que estao presentes no método analitico desenvolvido.

Tabela 5. Compostos com LMR estabelecidos para a pitaya.

Compostos com LMR Estabelecidos Unido Europeia

(mg kg™)
Alaclor 0,01
Aldrin 0,01
Atrazina 0,05
Benalaxil 0,01
Bifentrina 0,01
Boscalida 0,01
Bromopropilato 0,01
Bupirimato 0,01
Buprofezina 0,01
Cadusafos 0,01
Clorfenapir 0,01
Clorprofam 0,01
Clomazona 0,01
Ciprodinil 0,02
DDT-o,p' 0,05
DDT-p,p' 0,05
Dieldrin 0,01
Difenoconazol 0,15
Dissulfoton 0,01
Endosulfan alfa 0,05
Endossulfan beta 0,05
Endosulfan sulfato 0,05
Endrin 0,01
Epoxiconazol 0,05
Etion 0,01
Etoprofos 0,01
Fenamidona 0,01
Fenarimol 0,02
Fenazaquina 0,01

Fenpropimorfo 0,01



Fipronil 0,005

Fluguinconazol 0,01
Flusilazol 0,01
Flutriafol 0,01
Heptacloro 0,01

Hexaclorobenzeno 0,01
Cresoxime-metil 0,01
Metconazol 0,02
Metiocarbe 0,02
Metoxicloro, p,p'- 0,01
Metolacloro 0,05
Miclobutanil 0,01
Oxadixil 0,01
Paration-metil 0,01
Penconazol 0,01
Forato 0,01
Picoxistrobina 0,01
Pirimicarbe 0,01

Pirimifos-metil 0,01

Propiconazol I+l 0,01
Pirazofos 0,01
Piridabeno 0,01
Pirimetanil 0,01
Quinalfos 0,01

Espiromesifeno 0,02

Tebuconazol 0,02

Tebufenpirade 0,01
Teflutrina 0,01
Terbufos 0,01

Tetraconazol 0,02

Triadimefon 0,01
Triazofos 0,01

Trifloxistrobina 0,01

Trifluralina 0,01
Vinclozolina 0,01

Fonte: Adaptado de Uniéo Europeia (2023).
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3.3 Métodos de Preparo de Amostra para Determinacdo de Residuos de
Agrotoéxicos em Pitaya

A determinacao de residuos de agrotoxicos € extremamente necessaria para
garantir a qualidade e seguranca dos alimentos (ALCANTARA, et al., 2019). Para
realizar a determinacéo de residuos de agrotoxicos em alimentos é necessario realizar
um prévio preparo de amostra, devido as caracteristicas da amostra, a fim de obter
uma solucdo adequada para a analise. Embora alguns métodos convencionais sejam
usados, nem sempre sao aplicaveis para todos os alimentos, resultando em extratos

com impurezas e baixos valores de recuperacéo dos analitos (TETTE, et al., 2016).

A partir da década de 1960 varias técnicas foram desenvolvidas e
aprimoradas para a determinacédo de residuos de agrotoxicos, visando melhorar o
desempenho analitico e menor utilizacdo de solventes organicos (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA 2011). O primeiro método empregado na extracao de residuos de
agrotoxicos em alimentos foi o0 método de Mills na década de 1960, no qual era
utilizado acetonitrila para a extragdo de compostos organoclorados apolares em
amostras gordurosas. Ja em 1975, o método de Luke foi desenvolvido para extracéo
de compostos mais polares utilizando acetona, seguido de uma particdo liquido-
liquido com solventes apolares. Além disso foi adicionado a presenca de cloreto de
sédio para auxiliar na recuperacao dos compostos (ZANELLA; PRESTES; ADAIME;
MARTINS 2015).

A partir da década de 1990, foram desenvolvidos diferentes métodos que
visavam a reducao do volume dos solventes utilizados na etapa de extracdo, entre
eles pode ser citada a Extracdo em Fase Solida (do inglés Solid Phase Extraction,
SPE) podendo ser empregando etapa de limpeza do extrato de matrizes alimenticias.
Outras técnicas também foram desenvolvidas nesta época, como a Dispersao da
Matriz em Fase Soélida (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD), Microextracdo em
Fase Sodlida (Solid Phase Microextraction, SPME), e métodos envolvendo extragdo
assistida por Microondas também foram aprimorados (PRESTES; ADAIME; ZANELLA
2011).

No ano de 2003 foi proposto por Anastassiades e colaboradores um método

de preparo de amostra para multiresiduo de agrotoxicos, que pode ser aplicado em
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uma imensa variedade de matrizes. Esse método leva o nome de QUEChERS,
acrdbnimo em inglés para Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (rapido,
facil, barato, eficaz, robusto e seguro), que ao passar dos anos se provou satisfatério
para analise de residuos de agrotoxicos (PERESTRELO, R. et al., 2019). Na Tabela
6 estdo apresentados meétodos de preparo de amostra ja utilizados para a
quantificacdo de residuos de agrotoxicos em pitaya e em outras frutas tropicais, tendo

em vista que seu consumo Comegou a crescer somente nos Ultimos 15 anos.



Tabela 6. Métodos analiticos descritos para determinacao de residuos de agrotéxicos em frutas tropicais.
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Compostos Matriz Método de Preparo de amostra Clean-up (sorvente) Deteccéo Recuperacédo Referéncia
11 agrotoxicos Mamao, QUEChERS Acetato — 15 g de amostra  d-SPE GC-MS 68 —139% (COELLO-
1 1 3 I i ici 0,
(multirresiduos) Meléo, Pitaya f0|- ad|C|ona-1do a 15 mL.de ACN 1% 8 mL do extrato foram adicionados de 400 mg VILLANUEVA, et
acido acético, apds agitacdo foram de PSA e 1200 mg de MgSOs. Posterior a al., 2017)
icion M 1 . . ~ .
adicionados 6 g de. 9SOse 1.5 g de agitacdo e centrifugacdo, 4 mL do extrato foi
acetato de sodio anidro, adicionado de 1 mL de tolueno e os extratos
foram evaporados usando corrente de
nitrogénio até volume de 0,5 mL. O volume foi
completado até 1 mL com tolueno e 0,10 g de
MgSO4 foi adicionada. Por fim apéds, a
centrifugacgéo, o extrato foi analisado.
ESPANA
QUEChERS Acetato — 15 g foram 68 —131% AI\S/IORTEGUI'
adicionadas a 15 mL de ACN 1% &cido GUERRERO
acético, ap6s a agitacdo foram d-SPE DALLOS. 2014)
icion 1 odi
adicionados 1,5 g de acetato de sodio QUEChERS Acetato — 2 mL do extrato foi
e 6 g de MgSOa. -
33 agrotéxicos Banana, adicionado a 300 mg de MgSOa4 e 100 mg de GC-MS
Pitaya, QUEChERS Citrato — 10 g de amostra PSA.
(multirresiduos) Fisalis foi adicionada a 10 mL de ACN, apés

agitacao o extrato foi adicionadoa 1 g
de NaCl, 1 g de C4HgNa,O,* 1,5H,0,
1,5 g de NasCeHs07 e 4 g de MgSOa.

QUEChERS Citrato — 2 mL do extrato foi
adicionado a 300 mg de MgSO4 e 50 mg de
PSA.
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QUECHERS Citrato — 10 g de amostra
foi adicionado a 10 mL de ACN, apo6s

(BOTERO-COY, et
al., 2015).

L itacdo 4 g de MgSO4, 1 g de NacCl, -
Maracuja, a agitacdo 4 g de MgSOa4, 1 g de Na d-SPE
*
Pitaya, 0.5 gde CeHeNazO7" 15H:0e 1gde ) 45 exirato foi adicionado a 150 mg de LOMSIMS 70 — 12000
. .- } _ b
19 agrotoxicos Goiaba, NasCsHsO7 foram adicionados ao MgSOs, 25 mg de PSA e 25 mg de C18.
(multirresiduos) mamao extrato.
QUEChERS Acetato — 5 g de amostra (-SPE (VARELA-
Graviola, foram adicionadas a 10 mL de ACN i
38 agrotoxicos . . i .. 1 mL do extrato foi adicionado a 150 mg de MARTINEZ, et
o Fisalis, 1% &cido acético. Apds a agitacédo GC-MS 70 —120% al., 2020)
(multirresiduos) . MgS0O4, 50 mg de PSA e 50 mg de C18. '
Pitaya foram adicionados 1,5 g de acetato de
sédio e 6 g de MgSOa.
Pitaya,
549 Carambola, . (SKRETTEBERG
) ) QUEChERS (o autor ndo apresenta LC-MS/MS
agrotoxicos Goiaba (e i . _ _ I 2014
o qual versdo do método foi utilizada). GC-MS/MS etal, )
(multirresiduos)  outros 60
commodities)
QUEChERS Acetato — 15 g foram , opp
2 agrotoxicos adicionadas a 15 mL de ACN 1% &cido (Noegrohati
(difenoconazol acético. Ap6s a agitagio foram QUEChERS Acetato — 8 mL do extrato foi '
e adicionados 1,5 g de acetato de sodio adicionado de 400 mg de PSA e 1200 mg de NOEGROHATI et
Pitaya MgSOsa. LC-MS/MS 75-119% g,

azoxystrobina)

e 6 g de MgSOa.

QUECHERS Citrato — 10 g de amostra
foi adicionada de 10 mL de ACN, apos
agitacao o extrato foi adicionadoa 1 g

QUEChERS Citrato — 6 mL do extrato foi
adicionado a 900 mg de MgSO e 150 mg de
PSA.

2018)
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Continuagdo do

autor anterior

de NaCl, 0,5 g de CgHgNa,O;*
1,5H,0, 1 g de NasCsHsO7 e 4 g de
MgSOa.

6 agrotoxicos

(piretroides)

Pitaya,
Manga, maca
(e outros 15
commodities)

Extracdo Solido-liquido — 5 g de
amostra foi adicionada de 10 mL de
diclorometano, sendo agitada e
deixada em banho ultrassénico por 5

min.

d-SPE

O extrato foi filtrado em filtros de papel e o
extrato foi eluido em cartuchos de carbono
grafitizado 250 mg, o extrato foi eluido com 8
mL de diclorometa9no e posteriormente foi
evaporado a 37 °C e seu volume final foi
completado até 1 mL com acetato de etila.

GC-ECD

PAKVILAI et al.,
2012
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3.3.1 Método QUEChERS

Anastassiades et al. (2003) desenvolveram o método QUEChERS com o
objetivo de superar limitacdes dos meétodos ja existentes. As principais caracteristicas
do método séo: rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e seguro. O método propde
a possibilidade de atender os Limites Maximos de Residuos estabelecidos por
legislacées nacionais e internacionais, e foi idealizado para produzir extratos que

pudessem ser analisados por Cromatografia Liquida e a Gas (PRESTES etal., 2011).

O método QUEChERS é dividido em trés etapas: extracdo, particdo e
limpeza. A etapa de extracéo € realizada com adi¢do de acetonitrila, onde a amostra
€ agitada manualmente ou com auxilio de vortex. A acetonitrila propicia a extragédo
de diversos analitos com polaridades diferentes e uma menor extracdo de
interferentes presentes na amostra, como ceras, gorduras e pigmentos, além de ser
adequada para sistemas de GC-MS/MS e LC-MS/MS (MUSARURWA, et al., 2019;
BORGES; FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015). A etapa de particdo é realizada
adicionando sais de particdo como o sulfato de magnésio (MgSOa) e cloreto de sodio
(NaCl). A adic@o desses sais propiciara o efeito salting out e diminuiré a solubilidade
dos compostos polares na fase aquosa e a remocdo da agua presente na fase
organica. Na etapa de limpeza do extrato sdo utilizados com a adi¢cao de sorventes
como PSA (amina primaria-secundaria do inglés primary secundary amine) que
possui efeito quelante, sendo responsavel por reter acidos graxos e compostos
polares presentes na matriz, e MgSOa4 que ird remover uma possivel fracdo aquosa
gue ainda esteja no extrato. Essa etapa é realizada por d-SPE do inglés: dispersive
Solid Phase Extraction (PRESTES et al., 2009).

A acetonitrila € amplamente utilizada devido a sua capacidade em extrair
compostos com diferentes polaridades. Utiliza-se de sais como o cloreto de sddio para
que o efeito salting out aconteca, esse consiste na precipitagdo das substancias
polares pela diminuicdo da solubilidade que é ocasionada pela solubilizacdo do sal.
Desta forma, quando NaCl é utilizado espera-se que os analitos polares sejam
extraidos com maior facilidade (ARIAS 2019; JING et al., 2023). A utilizag&o de sulfato
de magnésio ocorre pela sua capacidade de remover agua presente na amostra, além

de gerar uma reagdo exotérmica, que eleva a temperatura da mistura entre 40 e 45
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°C na etapa de extracao e particdo, favorecendo a extracdo de compostos apolares.
A limpeza com o sorvente PSA ira reter as interferéncias da matriz, e apos a agitacéo
e centrifugacdo a amostra estard adequada para inje¢cdo no sistema cromatografico
(PRESTES; ADAIME; ZANELLA 2011).

O método QUEChERS passou por diversas modificacdes que o tornaram
eficaz na analise multirresiduo de agrotéxicos em alimentos (MUSARURWA, et al.,
2019). Ao passar dos anos, notou-se que alguns compostos apresentavam
problemas de estabilidade ou recuperacao frente ao método original, devido ao pH
da matriz necessitando assim de ajustes no método para que as recuperacdes
fossem satisfatorias (PRESTES et al., 2009; PRESTES et al., 2011).

A primeira modificacdo realizada no método foi a adicdo do tamponamento
do extrato. A proposta foi desenvolvida por Lehotay e colaboradores 2005, adaptando
0 método criando o QUEChERS acetato. Nesse, utiliza-se acetonitrila acidificada a
1% (v/v) com acido acético (CHsCOOH) e acetato de sodio (NaO2CCHs) na etapa de
particdo. Esse tamponamento gera um extrato com pH 4,8. Em 2007, Anastassiades
e seus colaboradores desenvolveram o método QUEChERS Citrato, onde foi
adicionada uma mistura de citrato de sodio diidratado e hidrogenocitrato
sesquihidratado na etapa de particdo, gerando efeito tamponante ao extrato e pH
entre 5,0-5,5 (PRESTES et al., 2009; PRESTES et al., 2011). Na Figura 4 estéao
apresentadas as trés variacfes do método QUEChERS.

Figura 4. Variagbes do método QUEChERS.

QUEChERS QUEChERS QUEChERS
Original Acetato Citrato
™ e ™ e
Extraciio 10 g de amostra 15 g de amostra + 10 g de amostra
+ 15 mL de acetonitrila +
10 mL de acetonitrila (1% acido acético) 10 mL de acetonitrila
v " J " ,
. - i i\ i 4 g de MgSOy4 )
e sulfato de
4gdes s 6 g de sulfato de +1gdeNaCl+1gde
. magnesio (MgS0y) maonésio MasSO citrato de sadio
Particdo + eSSt (CoHsNagO7 2H;0)+
1g de cloreto de 1,5 g de acetato de 05gde
sodio (NacCl) 92 Hidrogenocitrato de
sodio (CH,COONa) sédio (CsHsNaz0+.1,5
- U . ke
(1 mLdo sofrenadanle\l 71 mL do sobrenadante /"1 mL do sobrenadante
Limpeza + +
—_— UElmg df R 150 mg de MgSO, 150 mg de MgSO,
+ +
\__ 25mgdePSA

\__ 90mgdePSA. \___ 90mgdePSA

Fonte: Adaptado de Zanella et al (2015).
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A adicao de sais como citrato ou acetato de sédio permite tamponar 0 meio
extrator, neutralizando a acidez ou basicidade da matriz e regulando pH do meio, o
gue aumenta a eficiéncia da extracao de determinados analitos ao manter a forma
nao ionizada da respectiva molécula. Na etapa de limpeza, o PSA pode ser associado
ao Octadecilsilano (C18) utilizado para extracéo de lipidios e coextrativos apolares,
carbono grafitizado (GCB) utilizado para extracao pigmentos, esterois, coextrativos
apolares, Quitosana, Florisil utilizado para extracdo corantes e lipidios entre outros
(MUSARURWA Herbert et al., 2019; BORGES; FIGUEIRED; QUEIROZ 2015). Em
outros trabalhos, como os apresentados no tépico anterior observa-se a utilizagéo de
diferentes sorventes de limpeza na remocéo de interferes frente a amostras de
pitaya, como o C18 utilizado por BOTERO-COQY, et al., (2015)

3.3.2 Quitosana como Sorvente de Limpeza

A quitosana € um polissacarideo linear e pode ser produzida a partir da
desacetilagdo da quitina presente no exoesqueleto de crustaceos. A quitina € o
segundo polissacarideo mais abundante no planeta, ficando atras apenas da
celulose. A quitosana tem como suas principais aplicacdes em industrias de
alimentos, bebidas, na agricultura, tratamento de agua e residuos e ainda pode ser
utilizada em cosméticos e biofarmacos (PERRIN, et al., 2022; CABRERA, et al.,
2016).

A primeira utilizacdo da quitosana como sorvente de limpeza foi descrita por
DE OLIVEIRA ARIAS et al., 2014. Neste trabalho os pesquisadores compararam a
eficiéncia de trés sorventes de limpeza a quitosana, terra de diatomacea e PSA para
a determinacao de agrotoxicos em amostras de solo. Nesse trabalho a quitosana foi
apresentada como material alternativo para ser usado na etapa d0002-SPE, sendo
uma boa opcdo para deixar o método mais barato e eficiente na remocdo de

interferentes. Na Figura 5, esta ilustrada a molécula da quitosana.
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Figura 5. Estrutura quimica da quitosana.

H OH
B HN

HO H
H.,-o—'-""':l - 1-'_']‘--.
{CI n
H 0
H NH,, CHj
OH
OH

H H

Fonte: Autor

A quitosana vem sendo eficiente na remocédo de metais pesados, moléculas
aromaticas e corantes presentes em agua, além de ser utilizada na remoc¢ao de
lipidios presentes em efluentes. A quitosana € considerada um sorvente verde devido
ao seu baixo custo de producéo e alta disponibilidade. Ela € um material atéxico e
biodegradavel, tornando-se uma Otima alternativa para métodos verdes e é
considerada um biosorvente (DE OLIVEIRA ARIAS, et al., 2018).

3.3.3 Diluicdo do Extrato em Acetonitrila

Entre as abordagens de Quimica Verde, merece destaque a técnica
conhecida como Dilute and Shoot (DnS). Nos ultimos anos, essa técnica tem
ganhado significativa relevancia e vem sendo empregada em uma variedade de
andlises, incluindo métodos multirresiduos. Contudo, para amostras sélidas, é
necessario realizar uma etapa de extracdo antes da aplicacdo do DnS (GREER et
al., 2021).

No ambito da Quimica Analitica Verde, o método de Dilui¢cdo e Solubilizagédo
(DnS) emerge como uma alternativa altamente atrativa para a preparacao de
amostras, especialmente em situacbes em que a rotina laboratorial demanda o
processamento de um grande numero delas. Este método, fundamentado na dilui¢do
de uma amostra liquida em um solvente apropriado, oferece uma abordagem
operacional simples, rapida e eficiente. Aléem disso, ele minimiza o consumo de
reagentes e proporciona resultados confiaveis para uma variedade de aplicacbes
analiticas. O principal objetivo do método DnS é reduzir a concentracdo dos
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componentes presentes na matriz, os quais poderiam interferir na analise (PRATA et
al., 2021).

3.4 Métodos Cromatograficos para Determinacdo de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos

As principais técnicas cromatograficas utilizadas para a determinacdo de

residuos de agrotéxicos em alimentos sdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés High-performance liquid chromatography) e a cromatografia a gas

(GC, do inglés gas chromatography). Para escolher um método analitico adequado
para quantificar residuos de agrotoxicos em amostras alimenticias, é necessario
observar as caracteristicas de cada matriz e dos analitos, levando em conta a
concentracdo de compostos como lipidios, carboidratos, pigmentos e outros. Outro
fator que influencia na escolha do método é a concentracdo em que 0s agrotoxicos
devem ser quantificados, observando-se a legislacdo vigente para cada matriz, onde
normalmente o LMR estad em mg kg ou até pug kg necessitando de técnicas com
baixo LOQ. A cromatografia liquida e a gas combinadas a deteccdo por
espectrometria de massas (MS) ou espectrometria de massas sequencial (MS/MS)
sdo as mais utilizadas, possuindo caracteristicas adequadas de especificidade e
sensibilidade (MEIRA, 2015).

3.4.1 Cromatografia a Gas Acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia a gas € uma técnica fisico-quimica de separacdo de
compostos, utilizada em andalises ambientais e alimenticias. Na cromatografia a gas
tem-se a fase movel gasosa e a fase estacionaria um solido (cromatografia gas-solido)
ou um liquido (cromatografia gas-liquido). Na cromatografia gas-liquido ha a
passagem de um gas por uma coluna que contém um liquido de alta viscosidade
revestindo suas paredes internas (NASCIMENTO et al., 2018).

Na GC, substancias volateis ou gases podem ser separadas, e a separacao
baseia-se na diferente distribuicdo das substancias entre a fase estacionéria e a fase

movel, sendo um gas inerte o gas de arraste, como o Hélio por exemplo. O gas de
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arraste possui a funcao de eluir os componentes da amostra pela fase estacionaria.
Os compostos que possuem menor interacao pela fase estacionaria eluem anterior

aos que possuem maior afinidade por ela (NASCIMENTO et al., 2018).

Atualmente a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS/MS) vem sendo amplamente utilizada na determinacdo multirresiduo de
agrotoxicos em alimentos. Suas caracteristicas foram responsaveis por difundir a
técnica, como a facilidade do acoplamento, juntamente a disponibilidade de um banco
de espectros de massas adquiridos em modo ionizacdo por impacto de elétrons
(Electron lonization, EI). A GC-MS/MS é uma das principais técnicas utilizada na
andlise de residuos de agrotoxicos, por poder confirmar com grande certeza 0s
compostos em estudo, ainda podendo trabalhar com muitos compostos
simultaneamente. A técnica permite que baixos limites de deteccéo sejam alcancados,
devido a alta seletividade da (PRESTES et al., 2009).

Um espectrébmetro de massas é composto por trés principais partes, sendo
elas: fonte de ions, analisador de massas, e detector. Na fonte de ions, os ions séo
gerados, no analisador de massas, ocorre a separacao dos compostos previamente
ionizados de acordo com rua razdo massa/carga (m/z); e por ultimo, no detector,
ocorre o0 recebimento do sinal correspondente a cada composto, de acordo com sua
abundancia, para que através de um software esse sinal seja quantificado (WONG,;
SO; YAO 2016).

Os sistemas convencionais para a determinagcdo de agrotoxicos podem
utilizar GC-MS com um Unico quadrupolo trabalhando em monitoramento
selecionado de ions (SIM) ou triplo quadrupolos (QgQ) analisando multiplas reacdes
selecionadas (SRM), (PICO; ALFARHAN; BARCELO 2020). Em instrumentos do tipo
QQqQ, e no primeiro quadrupolo (Q1) que o ion de interesse € pré-selecionado e logo
apos na camara de colisdo (Q2) o ion é ativado, essa célula deve estar previamente
pressurizada com o gas de colisdo, sendo utilizado argdnio. Os fragmentos gerados
nessa etapa nao analisados no terceiro quadrupolo (Q3). Esse processo é
reconhecido por sua baixa energia, sendo denominado de dissociagao induzida por
colisdo (collision-induced dissociation, CID), onde o ion precursor ja € selecionado

antes que as colisdes ocorram (CALDAS et al., 2011).
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3.5 Validacdo de Métodos Cromatograficos

A validacdo de um método analitico possui como objetivo provar que um
método é adequado para sua finalidade, isso € que ele atende aos critérios e
parametros de aceitagdo recomendados. Por meio da validacéo é possivel definir se
este método é confiavel, rastreavel, permite comparacdo entre resultados e €

adequado para tomar decisGes baseadas nele (INMETRO, 2020).

Para a validacdo de um meétodo analitico, todas as variaveis devem ser
levadas em consideracéo, desde a amostragem até o processamento de dados apos
as analises. Para a validacdo de um método multirresiduo de agrotoxicos, os
parametros avaliados sdo os seguintes: Efeito matriz, exatid&o, linearidade, limite de
deteccao (LOD, do inglés limit of detection), limite de quantificacdo (LOQ, do inglés
limite of quantification), precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e
seletividade (INMETRO, 2020; SANTE, 2021). Na Tabela 7 estdo apresentados os

parametros avaliados na validagéo analitica.

Tabela 7. Parametros avaliados na validacéo.

Parametro Definicdo Referéncia
_ _ Influéncia dos componentes da matriz na SANTE, 2021
Efeito Matriz resposta (y).
Aproximagdo do resultado em relacdo a _
Exatiddo referéncia. INMETRO, 2020;
ANVISA, 2017

Intervalo de concentracdes no qual as
variaveis y e x apresentam uma correlacao

Faixa linear linear. INMETRO, 2020
Limite de deteccéo A conceqtragao I|m|t_e que pe,rmlte distinguir INMETRO, 2020
(LOD) entre o sinal do analito e o ruido.

A menor concentragdo a partir da qual é

- e - i X g INMETRO, 2020;
Limite de quantificagdo  possivel quantificar o analito com preciséo e

(LOQ) exatidao aceitaveis. ANVISA, 2017
Relacdo de correlacdo entre a resposta
Linearidade analitica e a concentracdo do analito. ANVISA, 2017

Proximidade dos resultados obtidos por
Preciséo diferentes repeticbes nos ensaios de
repetitividade e precisao intermediéria.

INMETRO, 2020;
ANVISA, 2017



Capacidade do método de medir com

Seletividade precisdo o analito em uma amostra, sem a
interferéncia de outros componentes
presentes na matriz.

SANTE, 2021
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Fonte: ANVISA (2017); INMETRO (2020); SANTE (2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de Residuos de

Contaminantes Orgéanicos (LARCO) da Escola de Quimica e Alimentos da (FURG) e

no Laboratério de Analises de Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

4.1 Instrumentacao

Abaixo estdo listados os equipamentos utilizados no desenvolvimento do

presente trabalho:

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct 3UV® (Millipore, Franca)
Centrifuga refrigerada para tubos de 15 mL (NT 825 Novatécnica, Brasil)
Centrifuga refrigerada para tubos de 50 mL (NT 825 Novatécnica, Brasil)
Agitador Vortex — Modelo VX-38 (IONLAB, Brasil)

Agitador Giroscépio modelo MJ 51.3 (Junqueira, Brasil)

Agitador multi turbo vortex (Fisher Scientifc, EUA)

Balancas analiticas modelo UX-420H e APX-200 (Shimadzu, Japao)
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha e
Eppendorf, Canada)

Mixer vertical — Black+Decker modelo Sb55 (Black & Decker, EUA)
Sistema GC-MS/MS equipado com:

Cromatdgrafo a gas, modelo Intuvo 9000 B (Agilent Technologies, EUA)
Detector MS triplo quadrupolo, modelo 7010 B (Agilent Technologies, EUA)
Amostrador automatico (Agilent Technologies, EUA)

Espectrofotdmetro modelo UV-1800 (Nova Instruments)

4.2 Reagentes e Materiais Utilizados

Os reagentes e materiais utilizados no desenvolvimento do presente trabalho

estdo listados a seguir:
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Acetato de sodio anidro p.a. (J. T. Baker, EUA)

Acetonitrila, grau HPLC (Supelco, Alemanha)

Acido acético glacial 100% (J. T. Baker, EUA)

Agua ultrapurificada em sistema Milli-Q Direct 3UV® resistividade de 18,2 MQ
cm (Millipore, Franca)

Alumina 100-125 mesh (Sigma Aldrich, EUA)

Amina primaria e secundaria (PSA), particula de 50 ym (Supelco, Alemanha)
Bondesil C18 (octadecilsilano) com tamanho de particula de 40 um (Supelco,
EUA)

Carvao ativado (Agilent Technologies, EUA)

Carvao grafitizado (GCB), Supelclean ENVI-Carb, ndo poroso, area superficial
100 m?/g; tamanho de particula 120/400 mesh (Supelco, EUA)

Celite® 521 Terra diatomacea (Sigma Aldrich, EUA)

Citrato de sddio diidratado, pureza = 99% (Sigma-Aldrich, EUA)

Cloreto de sodio (Sigma-Aldrich, EUA)

Extran® neutro (Merck, Brasil)

Filtros de nylon de 13 mm e porosidade de 0,22 pm (Nova Analitica, Brasil)
Florisil® (Sigma-Aldrich, Brasil)

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Analitica, Brasil)

Frascos de vidro, capacidade de 4 mL (Agilent, EUA)

Gas Hélio grau de pureza 6,0

Hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado, pureza = 99% (Sigma-Aldrich, EUA)
Metanol, grau HPLC (Merck, Alemanha)

Microtubos tipo Eppendorf, capacidade de 2 mL (Labcon, EUA)

Oasis HLB (Waters, Irlanda)

Padrbdes solidos dos compostos em estudo

Poliamino (NH2) (Agilent Technologies, EUA)

Quitosana de casca de camaréao (Sigma-Aldrich, Islandia)

Quitosana de casca de caranguejo (Sigma-Aldrich, Japao)

Strata-X (Phenomenex, EUA)

Sulfato de magnésio anidro p.a. (J. T. Baker, EUA);

SupelTM QuE Z-Sep+ (Sigma Aldrich, EUA)
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e Tubos de polipropileno, com tampas de rosca, de 50 e 15 mL (Sarstedt,
Alemanha);

¢ Vidraria comum de laboratorio.

e Zeolita (Sigma Aldrich, EUA)

4.3 Amostras de Pitaya

As amostras “branco” utilizadas no presente trabalho foram adquiridas
comercialmente e previamente analisadas, para avaliar se existia a presenca de
algum dos agrotoxicos avaliados. As frutas tiveram sua espessa casca retirada e
apenas sua polpa foi processada, com auxilio de mixer (processador de alimentos).
Em seguida, as amostras foram armazenadas em frascos de polipropileno e mantidas
em freezer (< - 10 °C) até o momento da extracdo. Para a aplicabilidade do método,
foram adquiridas no total 17 amostras comerciais de pitaya branca e rosa de diferentes
cidades dos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e S&o Paulo,
conforme mostrado na Figura 6. Na Tabela 8 estdo apresentadas o cddigo das
amostras e as localidades onde foram adquiridas e a cor da sua polpa. Para a
realizacdo dos ensaios, as amostras foram retiradas do freezer e deixadas

descongelar a temperatura ambiente.



Figura 6. Mapa da cidade de onde as amostras de pitaya foram adquiridas.
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Tabela 8. Cédigo, localidade e tipo de polpa das amostras.

Cdbdigo da Amostra Localidade Tipo de Polpa
P1173 Chapeco - SC Rosa
P1174 Erechim - RS Rosa
P1175 Palmitos — SC Rosa
P1176 Mondai — SC Rosa
P1177 Cascavel — PR Rosa
P1178 Mondai — SC Rosa
P1179 Séo Carlos — SP Rosa
P1180 Canoas - RS Rosa
P1181 Frederico Westphalen - RS Rosa
P1182 Santo Antonio da Patrulha - RS Branca
P1183 Gravatai — RS Branca
P1184 Santo Antdnio da Patrulha - RS Branca
P1185 Santa Maria - RS Rosa
P1186 Santa Maria - RS Branca
P1187 Santa Maria - RS Rosa
P1188 Santa Maria - RS Rosa
P1189 Santa Maria - RS Branca

Fonte: Autor.
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4.4 Padrao de controle

Segundo SANTE 2021, o Padrdo de Controle (PC) é definido como
substancias quimicas estaveis que se comportam de forma semelhante aos analitos,
com alto teor de pureza, ndo devem estar presentes naturalmente na amostra em
estudo e ndo devem interagir com 0s compostos presentes na amostra. Para verificar
a eficacia na etapa de extracao dos analitos, foi adicionada a atrazina-d5 como padréo
de controle. As recuperacdes aceitas segundo SANTE 2021 séo de 70-120% e RSD=<
20%. Na Figura 7 esté ilustrado o processo de adi¢do do Padrao de Controle.

Figura 7. Adicdo de Padréo de Controle em matriz de pitaya

:: m/ Extracdo

Analise em GC-MS/IMS
Adicdo de PC
|

J — /] "

=

v

Amostra

Fonte: Autor

A solucdo de atrazina-d5 foi preparada em acetonitrila na concentracdo de 10
mg L e armazenada em um frasco ambar, refrigerada a (< -10 °C). O Padréo de
Controle foi adicionado a matriz antes da etapa de extracdo nas mesmas
concentragbes que os demais compostos avaliados em niveis de fortificagbes
diferentes. Os quatro niveis de fortificacdo do Padrdo de Controle e dos agrotoxicos
em estudo foram 5; 10; 25 e 50 pug kg*. A curva analitica foi preparada nas
concentracdes de 1; 2,5; 5; 10, 25, 50, 75 ug kg™.



33

4.5 Compostos Selecionados e Preparo das Solucdes Analiticas

Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados 91 agrotdxicos de
diferentes classes. Essa escolha se deu a partir dos compostos liberados para pitaya
pela Unido Europeia e Codex Alimentarius, pois no Brasil ndo ha legislacdo que
contemple a cultura. Além disso, outro critério utilizado para a escolha dos compostos
foi a possibilidade de serem analisados por GC-MS/MS, bem como a frequéncia de
agrotoxicos que sdo encontrados nas analises realizadas pelo LARP em outras

culturas, com o intuito de enriquecer o método.

Os padrdes analiticos dos agrotéxicos selecionados foram adquiridos das
empresas Dr. Ehrenstofer (Alemanha), Sigma-Aldrich (EUA) e ChemService (EUA) e
estdo listados na Tabela 9, juntamente com algumas propriedades fisico-quimicas,
massa molecular, classe agronémica e grupo quimico. Os padrdes utilizados possuem

pureza maior que 90%.



Tabela 9. Informac6es dos analitos em estudo, pKa, férmula molecular, classe quimica, acdo agronémica,
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Massa Molecular

Analito pKa Formula molecular Classe Quimica Acao Agronémica (g mol¥)

1 Alacloro 16,6 C14H20CINO2 Cloroacetanilida Herbicida 269,77
2 Aldrin - Ci12HsCls Organoclorado Inseticida 364,91
3 Atrazina 1,6 CsgH14CINs Triazina Herbicida 215,68
4 Azoxistrobina - C22H17N3Os Estrobilurina Fungicida 403

5 Benalaxil 1,52 C20H23NO3 Acilalaninato Fungicida 325,4
6 BHC-alfa - CsHsCles Organoclorado Inseticida e rodenticida 290,83
; BHC-gama - CsHsCles Organoclorado Inseticida, acaricida e 290,82

rodenticida

8 BHC-beta - CsHsCls Organoclorado Inseticida 290,82
9 Bifentrina - C,3H,2CIF;0, Piretroide Inseticida e acaricida 422,88
10 Boscalida - C4gH12CILN,O Anilida Fungicida 343,21
11 Bromopropilato - C17H16Br,04 Benzilato Acaricida 428,1
12 Bupirimato 4,4 Ci3H.uN,O5S Pirimidinol Fungicida 316,42
13 Buprofezina - C16H23N30S Tiadiazinona Inseticida e acaricida 305,44
14 Cadusafos - C1oH230,PS, Organofosforado Inseticida e nematicida 270,39
15 Carbofenotiona - C11H16ClO2PS3 Organofosforado Inseticida e acaricida 342,9
16 Clorofenapir - C15H11BrCIFsN20 Pirazol Inseticida e acaricida 407,62
17 Cloroprofam 14,5 C10H12CINO2 Carbamato Herbicida 213,66
18 Clorpirifés - CoH;1CIzNO3PS Organofosforado Inseticida e acaricida 350,58
19 Cloropirifés-metil - C7H7CIsNO3PS Organofosforado Inseticida, acaricidae 322,53

Formicida
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21
22
23
24
25

26

27

28
29
30
31
32
33
34
35

36

37
38
39
40
41

Clomazona
Clflutrina
Ciprodinil
DDT-o,p'
DDT-p,p’

Dicloran

Diclorvos

Dieldrin

Difenoconazol
Dissulfoton
Endosulfan alfa
Endossulfan beta
Endosulfan sulfato
Endrin
Epoxiconazol
Esfenvalerato

Etiona

Etofenprox
Etoprofés
Etrimfos
Fenamidona

Fenarimol

C12H14CINO2
C,2H15CIFNO3
C14H15N2
C14HoCls
C14HoCls
CsH4CI;N,0,
C4H,C1,0,4P

C12HsClcO

C19H17ClI;N30;
CgH1902PS3
CoHsClsO3S
CoHsClsO3S
CoHsClsO4S
C12HsClsO
C17H13CIFN3O
C25H22CINOs
CoH2,04P,S,

CasH25803
C8H1902PS2
C10H17N20PS
C17H17N30S

C17H12CI2N20

Isoxazolidinona
Piretréide
Anilinopirimidina
Organoclorado
Organoclorado
Clorofenil

Organofosfato

Hidrocarboneto
clorado
Triazol

Organofosforado

Organoclorado

Organoclorado

Organoclorado

Organoclorado
Triazol

Piretréide

Organofosfato

Piretréide
Organofosforado

Organofosforado
Imidazol

Pirimidinilcarbinol

Herbicida
Inseticida
Fungicida
Inseticida
Inseticida
Fungicida
Inseticida, acaricida e
Metabdlito

Inseticida e metabdlito

Fungicida
Inseticida e acaricida
Inseticida e acaricida
Inseticida e acaricida
Inseticida e acaricida

Inseticida

Fungicida

Inseticida
Inseticida, Acaricida,

Metabdlito

Inseticida

Inseticida e nematicida

Inseticida

Fungicida

Fungicida

239,70
434,29
225,29
354,48
354,48
207,01
220,98

380,91

406,26

2744
406,93
406,93
422,93
380,91
329,76
419,91
384,48

376,5
242,3
292,29
3114
331,2
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43
44
45

46

47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

58

59
60
61
62
63

Fenazaquina
Fention
Fenvalerato
Fempropimorfe

Fipronil

Fluazifope-p-butilico

Fluquinconazol
Flusilazol
Flutriafol

Heptacloro
Hexaclorobenzeno
Hexaconazol

Cresoxim-metil

Malationa
Metconazol
Metidation

Metiocarbe

Metoxicloro
Metolacloro
Mirex
Microbutanil

Nuarimol

2,44

6,98

0,9
2,5

C2oH22N,0
C10H1505PS;
C25H22CINO3

C,0H33NO
C12H4Cl2FsN4OS

C19H20F3NO4

Ci6HsCI2FNsO
C16H15F2N3Si
CoH1sNO3PS2
Ci0HsClz
CeHs
C14H17CI2N30O
Ci8H19NO4
C10H1906PS2
C17H22CINsO
C6H11N204PS3
C11H15NO2S

C16H15Cl30;
Ci15H22CINO2
C10Cl12
C15H17CIN4
C17H12CIFN20

Quinalzolina
Organofosforado
Piretréide
Morfolina

Pirazol

Acido
arilofenoxipropibnico
Triazol
Organosilicado
Organofosforado
Organoclorado
Organoclorado
Triazol
Estrobilurina
Organofosforado
Triazol
Organofosforado

Carbamato

Organoclorado

Cloroacetamida

Organoclorado
Triazol

Pirimidina

Inseticida, acaricida
Inseticida
Inseticida
Fungicida

Inseticida, formicida e
cupinicida

Herbicida

Fungicida
Fungicida
Inseticida e nematicida
Inseticida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Inseticida e acaricida
Fungicida
Inseticida e acaricida
Inseticida, moluscicida e
repelente de passaros
Inseticida
Herbicida
Inseticida
Fungicida

Fungicida

306,4

278,33
419,91
303,48
437,15

383,36

376,17
315,39
301,29
373,32
284.8

314,21
313,35
330,36
319,83
302,3

225,31

345,65
283,8
545,54
288,78
314,7
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65
66
67
68
69
70
71
72
73

74

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Oxadixil
Parationa-metilica
Penconazol
Forato
Picoxistrobina
Pirimicarbe
Pirimifés-metil
Prometrina
Propiconazol
Protiofés

Pirazofos

Piridabem
Pirimetanil
Quinalfos
Espiromesifeno
Tebuconazol
Tebufenpirade
Teflutrina
Terbufos
Tetraconazol
Tetrametrina
Transflutrina

Triadimefon

1,09

9,0

0,6

C14H8N204
CsH10NOsPS
C13H15CI2N3
C7H1702PS3
CigH16F3NO,
C11H18N402
C11H20N303PS
C10H19N5S
Ci15H17,CI:N30,
C11H15CI202PS2
C14H20N305PS

C19H25CIN,OS
C12H13N3
C12H15N203PS
Ca23H3004
C16H22CIN3O
C18H24CINsO
C17H14CIF;0,
CoH;210,PS;
C13H11CI2F4N30
C19H25NO4
C15H12Cl;F,0,.
C14H16CIN302

Fenilamida
Organofosforado
Triazol
Organofosforado
metoxiacrilato
Dimetilcarbamato
Organofosforado
Triazina
Triazol
Organofosforado
Fosforotioato de
heterociclo
Piridazinona
Anilinopirimidina
Organofosforado
Butenolide
Triazol
Pirazol
Piretréide
Organofosfato
Triazol
Piretréide
Piretréide
Azol

Fungicida
Inseticida
Fungicida
Inseticida e acaricida
Fungicida
Inseticida
Inseticida e acaricida
Herbicida
Fungicida
Inseticida

Inseticida e fungicida

Inseticida, acaricida
Fungicida
Inseticida e acaricida
Inseticida
Fungicida
Inseticida e acaricida
Inseticida
Inseticida, nematicida
Fungicida
Inseticida
Inseticida

Fungicida

278,3

263,21
284,18
160,36
367,32
238,39
305,33
241,36
342,22
345,25
373,36

364,93
199,28
298,3
370,48
307,82
333,8
418,73
288,4
372,15
331,40
371,15
293,8
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88
89
90

Triazofés

Trifloxistrobina
Trifluralina

Vinclozolina

C12H16N3030S

C20H19F3N204
C13H16F3N304
C12HoCI2NOs3

Organofosfato

Estrobilurina
Dinitroanilina

Oxazol

Inseticida, acaricida,
nematicida
Fungicida
Herbicida

Fungicida

313,3

408,37
335,28
286,11

38
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4.6 Condi¢cdes Cromatograficas do Sistema GC-MS/MS para Determinacédo de
Residuos de Agrotéxicos em Pitaya

As condi¢des de operacao do GC-MS/MS, modelo Agilent Intuvo 9000, sdo
sugeridas pelo fabricante do equipamento, sendo apresentadas a seguir:

e Vazao/Presséo: Vazao constante de 1,2 mL/min

e Gas Carreador: Hélio 99,999%

e Temperatura do Injetor: 280 °C

¢ Volume e Modo de Injecao: 1 uL - Splitless

e Presséo: 12,4 psi

e Temperatura do Forno: Mantido por 1 min a 60 °C, 40 °C/min até 170 °C e 10
°C/min até 310 °C

e Coluna Capilar: HP-5 MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)

e Temperatura do "Guard-Chip": 150 °C

e Temperatura do "Bus Temperature": 280 °C

e Temperatura da Transfer Line: 300 °C

e Temperatura da Fonte: 300 °C

e Modo de lonizacdo: Impacto por Elétrons (High Efficiency Source- HES)

e Modo de Aquisi¢do: Monitoramento de Reag6es Multiplas Dinamico (AMRM)

e Gas de Colisdo e Vazao: Nitrogénio: 1,5 mL/min de pureza 99,9999%

e Temperatura dos Quadrupolos MS1 e MS2: 150 °C

4.7 Desenvolvimento de Método de Preparo de Amostra para Determinacdo de
Residuos de Agrotéxicos em Pitaya por GC-MS/MS

4.7.1 Testes Iniciais de Preparo de Amostra

O preparo de amostra pode ser um processo moroso e talvez a parte mais
critica da analise, uma vez que caso esse processo nao seja eficaz todo o resultado
sera comprometido. Desta forma, inicialmente foram utilizadas as trés variagdes do

método QUEChERS para avaliar a extracao multirresiduo de agrotoxicos em pitaya de
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polpa rosa. Os testes foram realizados em triplicata avaliando-se a recuperacao dos
compostos na concentracdo de 25 ug kgt. Em paralelo, os extratos foram submetidos
a analise em modo varredura de 40 a 500 m/z a fim de avaliar a presenca de

coextrativos presentes no extrato.

Para extracdo segundo QUEChERS original, seguiu-se o0 seguinte
procedimento: 10 g de polpa de pitaya foi transferida para um tubo de polipropileno
(50 mL) e adicionada de 10 mL de acetonitrila. O tubo foi agitado em vortex (1 min) e
entdo 1 g de NaCl e 4 g de MgSOa4 foram adicionados. O tubo foi agitado em vortex (1
min) e centrifugado (6000 rpm, 5 min) & temperatura ambiente. Uma aliquota (1 mL)
do sobrenadante foi transferida para um tubo de polipropileno (15 mL) contendo 150
mg de MgSOa e 25 mg PSA. O tubo foi agitado em vortex (1 min) e centrifugado (5.000
rpm, 2 min) a temperatura ambiente. O extrato foi filtrado com filtro de seringa de nylon
de 0,22 pym.

Para extracdo segundo QUEChERS acetato, seguiu-se 0 seguinte
procedimento: 15 g de polpa de pitaya foi transferida para um tubo de polipropileno
(50 mL) e adicionada de 15 mL de acetonitrila contendo acido acético 1% (v/v). O tubo
foi agitado em vortex (1 min). Nos tubos foram adicionados 1,5 g de CH3COONa e 6
g MgSO4 e a amostra foi agitada em vortex (1 min) e centrifugada (6000 rpm, 5 min)
a temperatura ambiente. Uma aliquota (1 mL) do sobrenadante foi transferida para um
tubo de polipropileno (15 mL) contendo MgSOa4 (150 mg) e PSA (50 mg). O tubo foi
agitado em vortex (1 min) e centrifugado (5000 rpm, 2 min) a temperatura ambiente.

O extrato foi filtrado com filtro de seringa de nylon de 0,22 pym.

Para extracdo segundo QUEChERS citrato, seguiu-se 0 seguinte
procedimento: 10 g de polpa de pitaya foi transferida para um tubo de polipropileno
(50 mL) e foi adicionado 10 mL de acetonitrila. O tubo foi agitado em vortex (1 min) e,
em seguida, 1 g de NaCl, 1 g de CsHsNaz07.2H20, 0,5 g de CsHsNa2071,5H20 e 4 g
de MgSO4 foram adicionados para a etapa de particdo. A amostra foi agitada em
vortex (1 min) e centrifugada (6000 rpm, 5 min) a temperatura ambiente. Uma aliquota
(1 mL) do sobrenadante foi transferida para um tubo de polipropileno (15 mL) contendo
150 mg de MgSOas e 50 mg de PSA. O tubo foi agitado em vortex (1 min) e centrifugado
(5000 rpm, 2 min) a temperatura ambiente. O extrato foi filtrado com filtro de seringa

de nylon de 0,22 um.
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4.7.2 Avaliacdo da Presenca de Coextrativos no Extrato da Matriz

Inicialmente 15 sorventes foram testados a fim de avaliar visualmente a
remocao dos pigmentos presentes nos extratos de pitaya. Para realizacdo desta etapa
seguiu-se o procedimento descrito pelo método QUEChERS original, alterando
apenas o sorvente na etapa de limpeza. Na Tabela 10 estdo apresentados os 15

sorventes avaliados.

Tabela 10. Identificacdo dos sorventes

NuUmero Nome do Sorvente NUmero Nome do Sorvente
do Vial do Vial
1 Sem Clean Up 9 Terra de Diatomacea
2 Carvéao Ativado 10 Florisil
3 Strata X 11 Quitosana Comercial
4 Oasis HLB 12 Quitosana FURG
5 GCB 13 Silica
6 PSA 14 Alumina
7 C18 15 Poliamino
8 Z-sep+ 16 Zedlita

Fonte: Autor

Ap0s andlise visual, 6 sorventes dentre os 15 foram escolhidos para serem
avaliados quantitativamente, em termos de recuperagdes dos compostos em estudo.
O preparo de amostra seguiu 0 método QUEChERS original e as fortificacdes foram
realizadas na concentracdo de 25 pg kg*. Na figura 8 esta ilustrado o procedimento

de extracao de polpa de pitaya com os diferentes sorventes.



Figura 8. Procedimento de extracdo com diferentes sorventes de limpeza utilizados na etapa de

clean up para avaliacdo dos compostos em estudo no nivel de 25 ug kg

10 g de amostra
+
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1 mL do Extrato
Adicionado aos
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25 mg de Qasis
HLE +150 mg
Mg50,
25 mg de PSA
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25 mg de C18
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4 g de Mg S0,
+
1 g de NaCl Sorventes 25 mg de Florisil
+150 mg Mg50y
25 mg de
Quitozana
Comercial +150

mg Mg50,
25 mg de
Alumina +150

mg MgS0,
| S S

Acetonitrila

Fonte: Autor.

4.7.3 Avaliacdo da Recuperacdo dos Compostos ApoOs Etapa de Diluicdo (sem
d-SPE)

Outra variacdo do método QUEChERS testado foi sem a etapa de d-SPE, o
extrato obtido apds extracdo e particdo foi diluido em acetonitrila em diferentes
proporcdes. A fase organica foi separada e diluida em ACN completando volume final
de 1 mL. Para isso, as fortificagOes (antes da extracao) foram feitas de acordo com o
fator de diluicdo, levando em conta que a concentracdo que deve chegar no
equipamento é de 25 pg L. (50 pg kg?, 75 pug kg?, 100 pg kgt e 125 ug kg?). Desta
forma o extrato foi diluido 2, 3, 4 e 5 vezes e a recuperacdo dos compostos foi

avaliada. Na Figura 9 esta ilustrado o processo de extracado sem a etapa de clean up.
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Figura 9. Procedimento de extracdo com diferentes fatores de diluicdo apos etapa de particao.

P ——
Fator de
Diluigdo 5 vezes

Fator de
10 g de mostra Diluigdo 4 vezes

+ 4 g de MgS0O, Diluigdo do Extrato
x = M
10 mL de » * » Apos Partigio em Fator de

Acetonitrila 1 g de NaCl Acetonitrila Diluigio 3 vezes

Fator de
Diluigdo 2 vezes

—

Fonte: Autor.

Posteriormente, novos testes foram realizados com as diluicdes de 3 e 4
vezes, a fim de observar se o comportamento das recuperacdes iria se manter, bem
como calcular efeito matriz através das curvas analiticas (curva na matriz e no
solvente), onde o angulo das retas foi comparado. As curvas foram produzidas
observando as diluicbes finais em ACN.

4.7.4 Avaliacao Visual da Mudanca de pH no Extrato de Pitaya e Avaliacdo da
Limpeza dos Extratos por UV-Vis e Modo Full Scan em GC-MS/MS

Apbs a etapa de particdo, o extrato da polpa de pitaya rosa foi submetido a
ajuste de pH, a fim de observar a mudanca da cor dos extratos. O ajuste de pH foi
realizado com solucéo de Hz3POsa 10% e NaOH a 0,1 mol L*em 1, 3,5,7,9 e 12
para verificar possiveis mudancas no aspecto visual do extrato oriundo da etapa de
extracdo. Foram adicionadas algumas gotas das soluc¢des de ajuste de pH (suficiente
para atingir o valor de pH desejado), as amostras foram agitadas manualmente e a
leitura foi realizada com fita de pH. Em paralelo, o extrato de particdo foi submetido
ao clean up com 25 mg de PSA e outra extragdo com 25 mg de quitosana e 150 mg
de MgSO4 em duas extracdes diferentes, e seu pH foi ajustadoem 1, 3,5,7,9 e 12
com as solugdes de de H3POsa 10% e NaOH a 0,1 mol L, para comparar a diferenca

entre os extratos finais.

A fim de confirmar a limpeza dos extratos ocasionada pela etapa de clean up,

as amostras apds clean up com PSA e quitosana e amostra sem limpeza foram
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avaliadas em um espectrofotbmetro de UV-Vis. Foram realizadas varreduras nos
comprimentos de onda do ultravioleta e do visivel de 200 a 800 nm, para observar
onde haveria menor absorcdo de radiacdo eletromagnética, devido a menor
concentracéo de coextrativos presentes nos extratos. O equipamento foi zerado com
acetonitrila e a varredura foi realizada com uma aliquota de cada amostra, utilizando

cubetas de quartzo para a analise.

Os extratos sem limpeza e com limpeza empregando PSA e quitosana apos
extragcdo com método QUEChERS original também foram avaliados apds injecao no
sistema GC-MS/MS em modo varredura (40 a 500 m/z) para verificacdo da presenca
dos interferentes da matriz pitaya. Ambos os extratos foram filtrados utilizando filtros

de seringa de nylon 0,22 um antes da inje¢cdo no GC-MS/MS.

4.8 Validacdo do método de preparo de amostra empregando QUEChERS para
determinacéo de residuos de agrotéxicos em pitaya

A validacdo de um método tem como finalidade demonstrar a confiabilidade e
a reprodutibilidade dos resultados obtidos. Esse processo engloba conjuntos de
experimentos planejados para caracterizar a metodologia desenvolvida (ZANELLA et
al., 2015). Para orientar e regulamentar a validacdo dos métodos analiticos, existem
diversas normas nacionais e internacionais. Os parametros de validacdo avaliados
foram: lineridade, seletividade, exatidao, preciséo, efeito matriz, limite de deteccao e
quantificacdo. No contexto brasileiro, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) e 0
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) sao alguns dos 6rgaos
oficiais encarregados de conceder credenciamento a laboratérios de ensaios. A
ANVISA, através da Resolugcdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 estabelece
critérios para a validagdo de métodos analiticos (BRASIL, 2017). Na Tabela 11 estado

listados os parametros de validac&o e seus critérios de aceitacao.
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Tabela 11. Parametros de validacdo do método e seus critérios de aceitacdo

Parametro Aplicacédo Critério
Extracdo da matriz (branco) e Branco reagente Auséncia de picos interferentes nos
Seletividade tempos de reteng&o dos analitos
Branco fortificado
Linearidade Curva analitica (y = ax + b) Em 7 niveis de r*>0 990
concentragéo 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 jg L
Comparacdo das respostas das curvas de +20%
Efeito Matriz calibragdo no solvente e na matriz (extrato B
branco de Pitaya)
Repetibilidade 7 replicatas e precisao
. intermediaria em dois dias diferentes 6 RSD <20%
Preciséo :
replicatas
Ensaios de fortificagdo em 4 niveis de
Exatiddo fortificacéo: 70 a 120%

5,10, 25 € 50 pg kg~
daln=7edia2n=6

Limite de Detecgao
(LOD)

LOQ/3,33

Limite de Quantificagédo
(LOQ)

LOQ o menor nivel de fortificagdo (ug kg l)
que obteve sinal/ruido >10 e no qual a
precisdo e exatidao dos compostos em estudo
encontram-se dentro dos niveis aceitaveis de
recuperacéo e RSD

Fonte: INMETRO (2020); ANVISA (2017); SANTE (2021).
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Condig¢8es do Sistema Cromatografico GC-MS/MS

Os parametros utilizados, como tempo de retencéo, transi¢cdes ibnicas e

energia de colisdo, para a determinacdo dos agrotoxicos que foram validados no

estudo empregando sistema GC-MS/MS estéo descritos na tabela 12. As condi¢des

selecionadas foram as sugeridas pelo equipamento.

Tabela 12. Tempo de Retencéo (TR), Transi¢cfes Idnicas e Energia de Colisdo (EC, eV) dos Compostos

analisados e Padrdo de Controle.

1°Transicao
Quantificacao

2°Transicédo
Confirmacé&o

N° Composto TR fon Precursor EC fon Produto EC
(eV) (ev)
1 Alacloro 885 1881 — 160,1 10 160,1—132.1 15
2 Aldrin 948 2549 52200 20 262.9-5192.9 35
3 Atrazina 762 2149 — 581 10 214.9-5200.2 5
4 Atrazina d5 758  205.0 —»105.0 15 205.0- 127.0 10
5 Azoxistrobina 17,8 3441 —-182.9 25 3441 — 156 35
6 Benalaxil 123’3 148,0 —105,1 20 2661481 5
7 BHC-alfa 735 1809 - 1450 15 216,9-181 5
8 BHC-gama 782 18101450 15 218.9-5183,1 5
9 BHC- Beta 782 18101450 15 218.9-5183,1 5
10 Bifentrina 13;’3 18121662 10 181,2-5165,2 25
11 Boscalid 165’0 140,0 > 1120 10 140—76,0 25
12 Bromopropilato B3 18301550 15 185->157,0 15
13 Bupirimato 11’3 272,9 — 193 1 5 272.9-108.0 15
14 Buprofezina 117’2 104,0 —» 77,0 10 104—51,0 35
15 Cadusafos 714 1588 — 1310 5 158,8—597.0 15
16 Carbofenotiona 121’3 153,0 — 96,9 10 342-,157.0 10
17 Clorfenapir S 43701020 15 2471227 1 20
18 Clorprofam 691  127.0 — 65,1 25 1531251 10
19 Cloropirifés 952 19691690 15 198,9171.0 15
20 cloropirifos-metil 8,19 124,9 — 47,0 15 78,9—47,0 10
21 Clomazona 7,67 125,0 — 89,0 15 125—99,0 15
22 Clflutrina 157 16295900 15 162.9 — 1270 5
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Na Figura 10 esta apresentado o cromatograma de ions totais (TIC, do
inglés total ion chromatogram). Esse cromatograma foi obtido de uma solucao
padrdo preparada em extrato branco de pitaya, na concentragcdo de 10 pg kg2,

contendo todos os agrotoxicos validados neste estudo.
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Figura 10. Cromatograma de ions totais obtido por GC-MS/MS a partir de uma solugdo padrdo 10 ug L1 preparada na matriz de pitaya.
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O sistema cromatogréfico (GC) possibilitou a separacdo dos compostos,
enquanto a espectrometria de massas em série (MS/MS) identificou e quantificou
compostos. O tempo total de analise foi de 20,75 min para cada corrida

cromatografica.

5.2 Preparo de Amostra

5.2.1 Testes Iniciais de Preparo de Amostra

Na Figura 11 esta apresentado o método de preparo de amostra validado. Na
Figura 12 esta ilustrada a extracdo com as trés variacdes do método apés a etapa de
extracao e particdo para a polpa de pitaya rosa; (a) para o processo de extracdo da
pitaya de polpa branca foi registrado apenas o método original. (b) devido a falta de
amostras de pitaya de polpa branca, a metodologia foi validada para pitaya de polpa
rosa e ter sido aplicada em polpa branca. Pode ser observado que ja na etapa de
extracao e particdo o extrato possui pouca coloracédo, onde os principais pigmentos
da pitaya que conferem a coloracéo rosa estédo na fragcdo aquosa do extrato.

Figura 11. Método de preparo de amostra validado no presente estudo.

10 g de Pitaya

EXTRACAO —]

:

10 mL de ACN

gitacdo no vortex (1min)

;

i 1 g de NacCl
PARTICAO — 4 MgSO,
gitacdo no Agitador Giroscopio (1min)
entrifugacdo (6000 RPM, 5 min)

-

1 mL do Extrato

150 mg MgS0O,
LIMPEZA — 25 mg de

Quitosana

I Agitacdo no vortex (1min)
Centrifugacdo (5000 RPM, 2 min)
—
Filtrac&o
GC-MS/MS

| S—

Fonte: Autor.
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Figura 12. Extracé@o utilizando as trés versdes do método QUEChERS para matriz polpa de pitaya
rosa(a) e original para polpa de pitaya branca (a).

Fonte: Autor

Para avaliar a eficiéncia da limpeza dos extratos de cada variacdo do método
QUEChERS foram realizadas analises em modo Varredura. Nesse modo € possivel
verificar todas a razdes massa/carga presentes nas amostras podendo-se identificar
a presenca de interferentes. Na Figura 13 estdo ilustrados os cromatogramas que
foram obtidos com diferentes métodos, a sobreposi¢cdo permite observar onde ha

maior presenca de coextrativos.

Figura 13. Cromatogramas sobrepostos de brancos em modo Full Scan, acetato (cromatograma preto),
citrato (cromatograma vermelho), original (cromatograma verde).

‘‘‘‘‘

Fonte: Autor.
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No Grafico 1, estdo apresentados o numero de compostos recuperados para
as fortificagbes de 25 pg kg? em 3 replicatas observando RSD < 20% em cada
variacao do método QUEChERS. Para o método original observa-se que 3 compostos
nao foram recuperados, sendo eles o esfevalerate (recuperacdo de 136%, RSD =
11%), o fevalerate (recuperacédo de 142% RSD = 14) e o flutriafol (recuperacéo de
124%, RSD = 7). No método citrato observou-se que o flutriafol teve recuperacao
inadequada (recuperacao de 129% RSD = 275=%). Para o método acetato apenas 1
composto apresentou RSD inadequado, o flutriafol (recuperacdo de 109% RSD =
27%).

O pH da polpa da pitaya rosa segundo CORDEIRO et al., 2015 é de 5,32.
Considera-se que no método QUEChERS original, que utiliza de acetonitrila pura como
solvente de extracdo sem etapa de tamponamento apresentara pH da extracao final
muito proxima ao valor do pH no extrato inicial. O QUEChERS citrato possui o pH de
tamponamento entre 5,0 e 5,5 na etapa de particdo (ANASTASSIADES et al., 2007).
O QUECHhERS acetato por sua vez utiliza acetonitrila acidificada com acido acético
para a extracao, sendo que o efeito de tamponamento ir4 ocorrer na etapa de particao
com a adicdo do acetato de sodio. O pH desse processo estara proximo a 4,8
(LEHOTAY et al., 2005).

Grafico 1. Recuperagéo entre 70 — 120% dos compostos nas trés variagdes do método QUEChERS
com fortificagdes no nivel de 25 pg kg* com RSD < 20%.
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Fonte: Autor
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Contudo, a diferenca do numero de compostos obtidos com recuperacéo e
RSD aceitaveis é muito pequena e o0 método QUEChERS original também pode ser
considerado eficiente. O método QUEChERS acetato além de ser mais custoso que o
original demanda mais tempo do analista, assim como o citrato. Devido ao pH do
extrato apos particdo ser modernamente acido néao se faz necessario o tamponamento
do meio. Dessa forma foi escolhido o método original para dar sequéncia no trabalho,
onde o numero de compostos recuperados foi aproximado entre as trés versdes do

método.

5.2.2 Avaliacéo da Presenca de Coextrativos no Extrato da Matriz

Diferentes sorventes de limpeza foram selecionados para que sua capacidade
de limpeza fosse avaliada. Para a escolha desses sorventes foi observada a
disponibilidade de materiais no LARP e outros trabalhos jé realizados utilizando de
diferentes sorventes. Como no trabalho descrito por AMARAL et al., (2023) que
utilizou de Alumina, C18, Florisil, Oasis HLB, Quitosana (casca de camardo e
caranguejo), Strata-X e Poliamino para avaliar a recuperacdo de agrotoxicos em
amostras de batatas. Em seu trabalho o autor apresenta que todos os sorventes
citados acima recuperaram mais de 60 agrotdéxicos com recuperacdes entre 70-120%
e RSD< 20%.

Na tabela 13 estdo apresentados os sorventes utilizados para essa etapa do
trabalho. Observando a Figura 14 percebe-se que ndo houve grande diferenca na
tonalidade da coloracdo das amostras. Contudo, pode-se observar durante o
experimento que 6 sorventes removeram por completa a coloracao do extrato. A partir
disso, estes foram escolhidos para serem avaliados quantitativamente por analise em
modo de varredura (full scan) e quantitativamente em termos de recuperagédo dos

compostos de estudo no nivel 25 ug kg por GC-MS/MS.

Tabela 13. Identificacdo dos sorventes

NUmero Nome do Sorvente NUmero Nome do Sorvente
do Vial do Vial
1 Sem Clean Up 9 Terra de Diatoméacea
2 Carvéao Ativado 10 Florisil
3 Strata X 11 Quitosana Comercial
4 Oasis HLB 12 Quitosana FURG
5 GCB 13 Silica



55

6 PSA 14 Alumina
7 C18 15 Poliamino
8 Z-sep+ 16 Zedlita

Fonte: Autor

Figura 14. Pigmento dos extratos de pitaya para os diferentes sorventes de limpeza.

—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fonte: Autor

Os sorventes que apresentaram remocao total da coloragéo do extrato foram,
Oasis HLB, PSA, C18, Florisil, Quitosana comercial e Alumina. Na Figura 14, o vial
enumerado 1 é o extrato da amostra sem a etapa de limpeza, os demais seguem a
seguinte enumeracao: 2 (Oasis HLB); 3 (PSA); 4 (C18); 5 (Florisil); 6 (Quitosana
comercial); 7 (Alumina). Outro fator que influenciou na escolha destes sorventes foi a
utilizacdo deles como sorventes de limpeza relatada por outros autores. BOTERO-
COY et al., 2015 utilizou C18 como sorvente de limpeza para remoc¢ao de agrotdxicos
em amostras de pitaya. CABRERA et al., (2016) relata a utilizacao de florisil, quitosana
e alumina na etapa de limpeza de extratos de arroz, onde foram avaliados 21
agrotoxicos. Dentre esses 3 sorventes que 0s autores utilizaram a quitosana foi a que
apresentou maior nimero de compostos recuperados (recuperacdo entre 70 -120%),
sendo 18 agrotoxicos, a alumina proporcionou a recuperacao de 17, e o florosil 16. A
Figura 15 apresenta 7 vials sendo que o niumero 1 é o extrato sem clean-up, 2-Oasis
HLB, 3-PSA, 4-C18, 5 Florisil, 6-Quitosana e 7-Alumina.

Figura 15 Melhores condic8es de limpeza visual apds etapa de clean up com diferentes sorventes.

Fonte: Autor.
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Os 6 sorventes que apresentaram extrato de pitaya rosa incolor foram
testados quantitativamente e a recuperacdo dos compostos foi avaliada no nivel de
fortificagcdo 25 pg kgt (n=3). No Gréfico 2 esta ilustrado o nimero de compostos
recuperados em cada variacdo do método, tendo como critério de aceitagédo valores
de recuperacao 70% a 120% e RSD < 20%. Os sorventes que apresentaram melhores
recuperacdes, em ordem decrescente, foram a Quitosana, PSA, C18, Oasis HLB,
alumina e florisil. A alumina e especialmente o Florisil ndo forneceram resultados

promissores.

Grafico 2. Numero de compostos recuperados com diferentes sorventes de limpeza.

100
90
&S 80
g 70
§ 60
e 50
o 40
g 30
2 20
10
0
Oasis HLB Florisil Quitosana Alumina

Fonte: Autor.

Além da quitosana ser considerada um bio-sorvente, existem poucos
trabalhos que a utilizam como sorvente de limpeza para analise de residuos de
agrotéxicos em amostras alimenticias. Além disso, é importante ressaltar que nao foi
encontrado nenhum trabalho que utiliza quitosona como sorvente de limpeza para
extratos de polpa de pitaya em bases de dados consultadas. Considerando as
recuperacdes e a avaliacdo qualitativa a quitosana foi utilizada como sorvente de

limpeza para a validagdo do método analitico.



57

5.2.3 Avaliacdo da Recuperacdo dos Compostos Apds Etapa de Diluicdo (sem
d-SPE)

Como forma de minimizar os custos do método QUEChERS bem como reduzir
0 tempo de preparo de amostra, avaliou-se a possibilidade de incluir a técnica Dilute
and Shoot — DnS ap0s a etapa de extragdo do método QUEChERS. A utilizag&o dessa
técnica possibilita a eliminacdo da etapa de limpeza. Essa técnica ganhou muita forca
nos ultimos anos tem sido utilizada em diversos tipos de analises, como métodos
multiresiduos. No entanto, para amostras solidas, uma etapa de extracdo deve ser
realizada antes do DnS (GREER et al., 2021). O procedimento é baseado na diluicao
de uma amostra liquida em solvente apropriado. O principal objetivo do DnS é reduzir
a concentracdo de componentes presentes na matriz, o que pode interferir na andlise
(PRATA. R. et al., 2021).

A partir dos preceitos citados acima e do autor DOS REIS, et al., 2022, a
técnica de Dns ap0s extracao e particdo baseada em QUEChERS original com diluicdo
do extrato pode-se obter resultados satisfatorios de recuperacédo. O autor obteve 99
agrotoxicos com recuperacao entre 70 e 120% e RSD < 20% diluindo o extrato de

abobrinha 5x em agua antes da injecado em sistema UHPLC-MS/MS.

Esta técnica de Dns foi aplicada no presente trabalho como forma de avaliar
se resultados promissores seriam observados para 0s 91 compostos em estudo. Na
diluicdo de 5 vezes apenas 20 compostos apresentaram recuperacoes entre 70 e
120%, para diluicdo 4 vezes 90 compostos apresentaram recuperagdes dentro da
faixa aceitavel, para diluicdo de 3 vezes 90 compostos apresentaram recuperacoes
dentro da faixa aceitdvel e para a diluicdo de 2 vezes apenas 40 compostos
recuperaram entre 70 e 120%. No Grafico 3 estdo apresentadas as recuperacdes dos
compostos, de 70 a 120% no nivel de 25 pg kg
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Gréfico 3. Recuperacdo dos compostos no nivel de 25 pg L sem etapa de d-SPE.
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Fonte: Autor.

A partir desses resultados, novos experimentos foram realizados para avaliar
a linearidade e efeito matriz desses compostos. O efeito matriz foi calculado como
descrito na equacédo 3. Na Tabela 14 estédo apresentados os resultados da linearidade

e efeito matriz (EM) dos compostos em estudo.

Tabela 14. Linearidade e efeito Matriz 2 e 3 vezes.

Compostos Linearidade EM Linearidade EM
(r>) 2vezes (r3) 3 vezez

1 Alacloro 0,996 -29 0,999 -5
2 Aldrin 0,993 -25 0,998 -2
3 Atrazina 0,996 -31 0,998 -7
4 Atrazina-d5 0,996 -27 0,999 -2
S Azoxistrobina 0,995 -45 0,996 -22
6 Benalaxil 0,996 -28 0,999 -4
7 BHC-alfa 0,997 -27 0,998 -4
8 BHC-beta + gama 0,997 -26 0,998 -3
9 Bifentrina 0,995 27 0,999 -2
10 Boscalid 0,997 -37 1,000 -14
11 Bromopropilato 0,994 -27 1,000 -5
12 Bupirimato 0,995 -27 0,999 0
13 Buprofezina 0,997 -27 0,998 0
14 Cadusafos 0,996 -23 1,000 4
15 Carbofenotion 0,997 -30 0,998 -3
16 Clorfenapir 0,995 -28 0,998 -2
17 Clorprofam 0,996 -29 0,996 -2
18 Clorpirifés 0,997 -32 0,999 -8
19

Clorpirifos-metil 0,996 -31 0,999 -5
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36
37
38
39
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42
43
44
45
46
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52
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62
63
64
65

Clomazona
Ciflutrina
Ciprodinil
DDT-o,p'
DDT-p,p'
Dicloran
Diclorvos
Dieldrin
Difenoconazol
Dissulfoton
Endosulfan alfa
Endossulfan beta
Endosulfan sulfato
Endrin
Epoxiconazol
Esfenvalerato
Etion
Etofenprox
Etoprofos
Etrimfos
Fenamidona
Fenarimol
Fenazaquina
Fenpropimorf
Fentiona
Fenvalerato
Fipronil
Fluazifop-p-butil
Fluquinconazol
Flusilazol
Flutriafol
Heptacloro
Hexaclorobenzeno
Hexaconazol
Cresoxim-metil
Malationa
Metconazol
Metidation
Metiocarbe
Metoxicloro, p,p'-
Metolacloro
Mirex
Miclobutanil
Nuarimol
Oxadixil
Paration-metil

0,996
0,997
0,996
0,995
0,996
0,994
0,997
0,991
0,996
0,996
0,992
0,996
0,995
0,994
0,994
0,996
0,997
0,997
0,995
0,997
0,997
0,997
0,997
0,996
0,996
0,997
0,996
0,996
0,996
0,993
0,995
0,997
0,997
0,997
0,997
0,971
0,997
0,997
0,995
0,997
0,996
0,995
0,996
0,995
0,996
0,996

0,998
0,997
0,999
0,999
1,000
0,997
0,994
0,997
0,999
0,998
0,998
0,999
1,000
0,996
1,000
1,000
0,998
1,000
1,000
0,998
0,999
1,000
0,997
0,998
0,998
0,999
0,999
0,999
0,999
0,998
0,999
0,997
0,998
0,989
0,998
0,322
0,998
0,998
0,998
0,998
0,999
1,000
0,999
0,999
0,998
0,999

59
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66 Penconazol 0,995 -10 0,999 20
67 Phorato 0,996 -28 0,999 -3
68 Phosmet 0,997 -59 0,994 -45
69 Picoxistrobina 0,996 27 0,999 -1
70 Pirimicarbe 0,997 -33 0,999 -9
1 Pirimifos-metil 0,996 -31 0,997 -7
2 Profenofos 0,997 -47 0,998 -22
73 Prometrina 0,995 -26 0,999 -2
74 Propiconazol 0,996 -30 0,999 -7
75 Protiofos 0,996 -30 0,998 -3
76 Pirazofos 0,997 41 0,999 17
o Piridaben 0,996 -37 1,000 -14
78 Pirimetanil 0,997 -27 0,993 5
79 Quinalfos 0,998 -18 0,998 7
80 Espiromesifen 0,997 -43 0,999 -21
81 Tebuconazol 0,997 -27 0,998 1
82 Tebufenpirade 0,997 -27 0,995 4
83 Teflutrina 0,996 -32 0,998 -7
84 Tetraconazol 0,211 -81 1,000 -4
85 Tetrametrina 0,827 -31 0,997 -4
86 Triadimefon 0,995 -31 0,999 -6
87 Triazofos 0,997 -35 0,997 -9
88 Trifloxistrobina 0,997 27 0,998 1
89 Trifluralina 0,986 -30 0,999 -4
90 Vinclozolina 0,996 -28 0,998 -2

Fonte: Autor

A linearidade foi realizada utilizando extrato branco de pitaya de polpa rosa
enriquecido e os coeficientes de determinacgéo (r?) estdo acima de 0,990. As excec¢bes
foram tetraconazol, tetrametrina, malationa e trifluralina (2 vezes) e hexaconazol e
malationa (3 vezes). A partir do efeito de matriz foi possivel estimar a presenca de
supressao de sinal (sinal negativo) em ambos os procedimentos. Porém, na dilui¢cdo
1:2 esse efeito foi maior. Para diluicdo 1:3, a supresséao de sinal foi superior a 20%

para apenas 13 compostos.

5.2.4 Avaliagéo Visual da Mudanca de pH no Extrato de Pitaya e Avaliacdo da
Limpeza dos Extratos por UV-Vis e Modo Full Scan em GC-MS/MS

Para o ajuste de pH utilizou-se acido fosférico HsPO4 e hidréxido de sodio
NaOH. A partir do pH 6 pode-se observar que houve a precipitacdo de coextrativos
ainda presentes no extrato. O comportamento da formacéo de precipitado se repetiu

de pH 7 a 12 como em pH 6. Em pH 5 n&o se observa precipitado, apenas uma leve
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coloracdo amarelada. Na Figura 16 estao ilustrados os extratos sem etapa de clean

up com diferentes ajustes de pH.

Figura 16. Extrato sem etapa de clean up com diferentes ajustes de pH.

Fonte: Autor.

Apoés, o mesmo extrato coletado da etapa de particdo foi submetido ao clean
up com PSA e Quitosana e seu pH foi ajustado da mesma forma que anteriormente.
Apés a etapa de clean up com PSA observou-se visualmente uma leve coloragéo
amarelada em pH 5, ja com a quitosana ndo se observa mais coloracdo alguma. Na
Figura 17 estao ilustrados os extratos apos clean up com PSA e Quitosana e ajuste
de pH.

Figura 17. Ajuste de pH ap0s etapa de clean up, A: PSA, B: Quitosana.

Fonte: Autor.
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Pode-se observar que apos o clean up o ajuste de pH néo ocasionava mais a
formacéao de precipitados em pH acima de 5, e em pH abaixo de 5 ndo houve formacéo
de precipitado em nenhum extrato, tanto sem clean up como com clean up. Desta
forma é possivel observar visualmente a influéncia do clean up na remocao de
coextrativos presentes no extrato de pitaya. O extrato apos a etapa de extracdo se

encontra em pH entre 5,0 e 5,5.

Na Figura 18 estéo ilustrados os espectros de UV-Vis para o extrato sem clean
up, e apoés clean up com quitosana e com PSA. Onde observa-se maior absorcéo de
luz no extrato que passou pelo clean up com quitosana ao se comparar com PSA,
mas isso apenas ocorre na regiao do ultravioleta, no visivel ndo se observa absor¢ao

de luz, tanto para o extrato sem e com clean up.

Figura 18. Comparacao dos extratos sem Clean up (espectro vermelha) e apos Clean up com
quitosana (espectro azul) e PSA (espectro verde).
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Fonte: Autor.

Compostos como as betalainas tem sua maior absor¢cdo em comprimentos de
onda entre 390 e 610 nm (DRUNKLER, D. A; FETT, R; LUIZ, M. T. B. 2006). Desta

forma, vemos que ambas as etapas de clean up foram satisfatorias para remocéo dos
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pigmentos presentes na pitaya. A solubilidade das betalainas € maior em solventes
aguosos e sao pouco soluveis em solventes como ACN, MeOH, EtOH e DMSO. Desta
forma as betalainas ndo sé@o extraidas pela ACN, sendo removidas na etapa de

particao.

Na Figura 19 estao ilustrados os cromatogramas sobrepostos, onde compara-
se a limpeza do extrato apos clean up com PSA e quitosana, e sem clean up. Observa-
se gque todos os extratos apresentam a presenca de coextrativos em intensidade muito
préxima. Apenas no tempo de retencdo de 15 minutos, observa-se a presenca de um
coextrativo em maior intensidade no extrato de quitosana, quando comparado aos

demais.

Figura 19. Avaliacdo da Limpeza do Extrato em Modo Full Scan por GC-MS/MS, cromatograma verde
(sem limpeza) cromatograma preto (PSA) cromatograma vermelho (quitosana)

Fonte: Autor
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5.3 Validacéo do método

5.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi confirmada ao comparar os extratos do branco
da matriz de pitaya, branco reagente (composto por agua ultrapura e os reagentes
utilizados no preparo de amostra, a fim de observar possiveis contaminacdes nos
reagentes) e o branco fortificado na concentragéo de 25 ug kg. Na Figura 20 observa-
se que nédo hé interferentes no branco reagente, contudo observa-se interferentes no
branco da matriz de pitaya. E para assegurar que esses ndo afetam a quantificacao
dos compostos de interesse, na Figura 21 esta ilustrado o cromatograma do composto
atrazina, junto ao branco reagente e branco da matriz, os principais interferentes
presentes no branco de matriz estdo no tempo de retencédo de 10,1 a 10,2 min, que

sao tempos de retencao diferente dos analitos.

Figura 20. Cromatograma de ions totais obtidos do branco, branco reagente e fortificacdo de 25
Hg kg™
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Fonte: Autor.’
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Figura 21. Cromatograma MRM de atrazina obtidos do branco, branco reagente e fortificacdo do
extrarto de pitaya de 25 ug kg
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Fonte: Autor.

5.3.2 Linearidade e Curva Analitica

A linearidade do método foi verificada por meio da equacéo da reta e valor do
r? da curva analitica de cada agrotéxico em estudo, sendo aceito como adequado r?
>0,990. Compostos que nao apresentaram linearidade adequada n&o foram
considerados validados. As curvas analiticas foram construidas a partir de no minimo
5 niveis de calibracdo nas concentracdes de 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 ug L realizada
em triplicata como descrito em Anvisa 2017. Foram realizadas em extrato de matriz e
em solvente nas mesmas concentragoes, e o r? aceito foi sempre superior a >0,990.

No grafico 4 estdo apresentadas as curvas de atrazina no solvente e na matriz.
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Gréafico 4. Curvas de atrazina para comprovacéo da linearidade.
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Fonte: Autor.

5.3.3 Limites de Deteccao e Quantificacéo

O limite de quantificacéo € definido como a mais baixa concentracdo em que
um analito pode ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis (INMETRO,
2021) ele foi definido a partir dos ensaios de fortificagédo, onde foi considerado LOQ o
menor nivel de fortificagdo (ug kg) que obteve sinal/ruido >10 e no qual a preciséo e
exatiddo dos compostos em estudo encontram-se dentro dos niveis aceitaveis de
recuperacao ne desvio padréo relativo - RSD. O limite de detecc¢éo € definido como a
mais baixa concentracdo de um analito que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, € o ponto em que o sinal analitico se difere do ruido de
fundo, podendo ser identificado como um sinal real, embora ndo seja possivel
determinar com precisdo sua quantidade (INMETRO, 2021). O valor do limite de

deteccdo do método foi definido a partir do valor do LOQ dividindo por 3,33.

Como pode ser visualizado na Tabela 13, os valores de LOQ do método estao
no nivel de 5 ug kg?* e o LOD em 1,5 ug kg esses valores podem ser considerados
satisfatérios para o método desenvolvido e validado, uma vez que os compostos que

possuem limites estabelecidos pela Unido Europeia e Codex Alimentarius (0,005 —
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0,05 ug kgt) presentes no método foram atendidos. Ou seja, o limite de quantificacdo

esta abaixo da concentracdo dos LMRs.

5.3.4 Exatidao e Precisao (Repetibilidade e Preciséo Intermediaria)

Para avaliar a exatidao (recuperacao) e a preciséo (desvio padrao relativo) do
meétodo, os valores aceitos como adequados foram os recomendados pela norma
internacional (SANTE, 2021) valores entre 70 e 120% para recuperacdo e RSD < 20%.
A Exatiddo do método foi avaliada observando a recuperacdo dos compostos em
quatro niveis de fortificacdo 5, 10, 25, 50 ug kg (n=7) com as replicadas foi avaliada
a repetibilidade no primeiro dia de validacdo. Os resultados de recuperacdo dos
compostos foram calculados a partir da curva analitica preparada no extrato da matriz
(extrato branco) e expresso em porcentagem (%) e calculado conforme as equagdes
1 e 2. Aprocissao intermediaria foi avaliada por meio de novas fortificacdes realizadas
em um segundo dia de validac&o, onde n=6 e outro analista foi responsavel por essas

fortificagOes.

A recuperacdo dos compostos foi calculada com descrito na equacgéo 1. Os
resultados da recuperacao dos compostos estao apresentados na Tabela 13.

- média da drea das fortificagbes—B intercepgio da reta
(1) Concentragao real = ( fortis < L )
Ainclinacgao da reta

concentracao real

(2) Recuperagioem % = ( ) * 100

concentracgao estimada

5.3.5 Efeito matriz

Para calcular o efeito matriz (EM) levou-se em consideracao a inclinagao das
curvas analiticas, no extrato da matriz (polpa de pitaya) e em solvente (acetonitrila)
como descrito na equacédo 3 como descrito por (CHAWLA et al., 2017). Para que o
efeito matriz seja considero significativo seu valor deve ser superior a 20 %, desta

forma pode ser considerado que a matriz forneceu efeito significativo no sinal
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cromatografico dos compostos, ou seja o incremento de sinal (SANTE, 2021). Os

resultados para o efeito matriz estdo apresentados na Tabela 15.

(3) Efeito Matriz % = xlx—xz * 100

2

Onde:
x1 é a inclinacdo da curva de calibracdo no extrato de matriz;
X2 a inclinagdo no solvente.

Dentre os 78 compostos avaliados 13 deles tiveram efeito matriz abaixo de
20%. Contudo o numero de compostos que teve efeito matriz relevante foi
significativo, dessa forma as curvas analiticas foram realizadas no extrato da matriz
(extrato branco), a fim de obter resultados mais exatos, diminuindo a ocorréncia de

erros.
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Tabela 15. Resultados de validacédo para o método de determinacéo de agrotéxicos em pitaya empregando QUEChERS e GC-MS/MS desenvolvidos nesse

trabalho.
Exatiddo, Recuperacgdo % Preciséo Intermediaria Recuperacéo % EM
N° Analitos r2 LOQ LOD (Preciséo, RSD %) (Preciséo, RSDpi %) (%)
(ug kg?) 5 10 25 50 5 10 25 50
Hg kg™t Hg kg™

1 Alachlor 0,9991 5 1,50 73 8 84 11 93 6 90 8 9% 6 93 2 97 4 95 5 27
2 Aldrin 0,9999 5 1,50 75 10 81 5 87 5 86 8 92 5 80 10 90 4 91 5 0
3 Atrazina 0,9995 5 1,50 75 9 81 11 87 7 87 9 90 5 91 3 91 3 91 4 24
4 Benalaxyl 0,9989 5 1,50 82 10 92 10 97 6 % 7 % 7 93 4 101 4 9 5 26
5 BHC-alpha 0,9991 5 1,50 71 7 73 79 7 76 9 85 4 85 3 89 3 86 5 -3
6 BHC-beta + gama  0,9982 5 1,50 71 7 76 7 83 8 81 10 |90 4 88 3 92 3 88 5 -5
7 Bifenthrin 0,9993 5 1,50 86 12 94 9 9% 6 92 9 97 6 92 9 107 6 105 7 41
8 Boscalid 0,9966 5 1,50 70 8 76 10 74 6 70 7 74 6 7% 2 82 8 78 5 53
9 Bromopropilato 0,9988 5 1,50 87 11 90 11 88 7 83 9 95 5 94 5 103 6 98 7 48
10  Bupirimato 0,9990 5 1,50 87 11 95 12 99 6 97 8 9% 2 91 4 98 5 98 6 29
11  Buprofezina 0,9991 5 1,50 80 10 89 10 9% 6 9% 8 94 3 91 4 100 4 101 5 23
12  Cadusafos 0,9995 5 1,50 77 7 8 9 93 6 91 7 94 6 93 1 100 4 98 5 52
13  Carbofenotiona 0,9988 5 1,50 87 12 95 17 92 8 87 9 87 7 83 8 94 6 91 6 46
14  Clorfenapir 0,9990 5 1,50 81 11 86 12 93 7 92 8 91 5 83 7 98 7 9% 6 26
15 Clorprofam 0,9993 5 1,50 78 9 84 9 89 7 89 8 93 2 93 2 98 4 % 4 48
16  Cloropirifos 0,9993 5 1,50 72 8 76 10 83 7 83 9 84 6 80 5 91 4 89 5 16
17  Cloropirifos-metil 0,9994 5 1,50 81 8 85 10 92 6 91 8 90 4 89 2 93 4 92 4 29
18 Clomazone 0,9992 5 1,50 77 9 84 8 92 5 93 8 98 3 97 2 105 5 98 4 37
19  Ciprodinil 0

,9986 5 1,50 7% 9 85 10 91 6 92 7 93 5 92 5 103 4 100 5 69
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5.4 Aplicacdo do Método em Amostras Reais

O método desenvolvido e validado no presente trabalho foi aplicado em 17
amostras de pitaya rosa e branca. Apesar do método ter sido validado em amostra de
pitaya rosa também foi aplicado em amostras de pitaya branca. Foram detectados 2
compostos em duas amostras como apresentado na Tabela 16.

Tabela 16. Residuos de Agrotoxicos encontrados em amostras de pitaya empregando o método
validado neste estudo. As amostras que contém nd ndo foram detectadas nenhum dos agrotéxicos.

Amostra Tebuconazol Metolaclor
P1173 nd. nd.
P1174 nd. nd.
P1175 nd. nd.
P1176 <LOQ <LOQ
P1177 nd. <LOQ
P1178 nd. nd.
P1179 nd. nd.
P1180 nd. nd.
P1181 nd. nd.
P1182 nd. nd.
P1183 nd. nd.
P1184 nd. nd.
P1185 nd. nd.
P1186 nd. nd.
P1187 nd. nd.
P1188 nd. nd.
P1189. nd. nd.

Fonte: Autor.

A amostra P1176 apresentou tebuconazol em concentracéo abaixo do LOQ,
este € um fungicida de toxicidade grau IV, considerado pouco toxico e possui
aplicacéo liberada para culturas como arroz, aveia, batata, beterraba, cacau, cafe,
entre outros. Segundo o relatério do PARA de 2017- 2018 o tebuconazol foi um dos 3
compostos mais detectados nas amostras analisadas, ele foi detectado em 570
amostras, sendo 12% das amostras monitoradas. As culturas que ele mais foi
detectado foram a cenoura, arroz, goiaba, laranja, chuchu, alho e beterraba (ANVISA,
2022).
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As amostras P1176 e P1177 apresentaram metolaclor em concentracfes
abaixo do LOQ. Este € um herbicida de toxicidade grau lll, considerado de média
toxicidade. Sua aplicacdo € liberada para culturas como milho, soja, trigo, sorgo e
outros. Diferente do tebuconazol o metolaclor foi pouco detectado nas amostras
monitoradas no relatério do PARA de 2017 - 2018, sendo encontrado em apenas uma
amostra de uva (ANVISA, 2023). Aos cromatogramas dos residuos de tebuconazol e
metolaclor est&o ilustrados nas Figuras 22 e 23.

Figura 22. Amostra P1176 com presenca de Metolaclor e Tebuconazol.

=
43

! 1 Metolacloro Tebuconazol
b

\‘ E:> LOQ=5

g kg

B <100

P EEEEE R M P P e PR R s p e e EE

Fonte: Autor.

Figura 23. Amostra P1177 com presenca de Metolaclor.

Metolacloro

|::> LOQ= 5 g kg”!
|:> < L0Q (Amostra P1177)

Fonte: Autor.
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No Brasil, atualmente ndo existe uma legislacdo especifica que estabeleca
limites para residuos de pesticidas em pitaya (PARA, 2023; PNCRC, 2020). No
entanto, € importante ressaltar que os compostos detectados estdo abaixo do limite
de quantificacédo (LOQ), ou seja, eles podem ser identificados, mas n&o podem ser
quantificados. E de grande importancia ressaltar que os produtores de pitaya no Brasil
desenvolvem sua plantacdo de forma organica e o presente trabalho comprova a

eficiéncia do plantio organico de pitaya, principalmente na Regido Sul do pais.
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6. CONCLUSOES

A inclusdo da etapa de limpeza do extrato empregando a quitosana comercial
foi muito eficiente e compativel com o método QUEChERS original selecionado para
0 presente trabalho, apresenta boas recuperacées. E importante ressaltar seu baixo
valor comercial devido ao fato de ser produzido a partir de residuos de casca de

crustaceos. A quitosana é, portanto, considerada um biosorvente.

Além disso ao comparar 0s extratos de quitosana e PSA em modo varredura
Full scan em GC-MS/MS nao se observa grande diferenca na presenca de
coextrativos, sendo que a quitosana apresentou capacidade de limpeza semelhante
ao PSA (sorventes convencional do método). Ao comparar os extratos em varredura
no UV-Vis observa-se pequena diferenca na absorcédo de energia nos extratos que

passaram por limpeza com quitosana e PSA.

Ao final 78 agrotoxicos foram validados de diferentes classes. Durante a etapa
de validacao alguns compostos ndo apresentaram recuperacdes adequadas, sendo
estes azoxistrobina, ciflutrina, esfenvalerate, fenvalerate, tetrametrina, paration,
fosmet, hexaconazol, dicloran, diclorvos, fention, malation, metidation tetrametrina e
profenofos. Observa-se que grande parte dos compostos que nao foram validados

sao piretroides.

Os parametros de validacdo demostram que o método € adequado para
analise de 78 agrotdxicos em amostras pitaya. O método apresentou boa
linearidade r? > 0,990), exatiddo (recuperacdes entre 70 e 120%) e precisdo (RSD
< 20%), com valores de (LOQ 5 pug kg?) abaixo dos LMRs estabelecidos pela Unido
Europeia e Codex Alimentarius para o composto difenoconazol, para a cultura de
pitaya. A deteccdo dos compostos utilizando GC-MS/MS foi satisfatoria

apresentando excelente detectibilidade, seletividade e precisao.

Quando o método foi aplicado a amostras reais de pitaya adquiridas nos
estados de Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, o método permitiu a
deteccdo de 2 agrotoxicos em duas diferentes amostras, porém abaixo do LOQ.
Das 17 amostras analisadas apenas duas apresentam a presencga de agrotoxicos
em concentracdo menor a 5 pg kg'. Pode-se considerar, que a incidéncia de

agrotoxicos nessa cultura foi baixissima, sendo consequéncia da produgdo sem



agrotoxicos da cultura. O método proposto é adequado para determinacdo de

residuos de agrotdxicos em amostras pitaya e polpa rosa e polpa branca.

As vantagens do método proposto € ser um procedimento simples, de custo
reduzido devido a utilizacdo da quitosana, podendo ser utilizado em rotina

laboratorial, visto que ele se mostrou adequado aos parametros de validacao.
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