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RESUMO

MOZZAQUATRO, Joseane de Oliveira. Residuos de pesticidas em maracuja e
produtos comerciais: validacdo de métodos, andlise e avaliagdo de risco. Tese de
Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Brasilia, Brasilia 2021.

Este estudo teve como objetivos gerais: 1) Validar métodos analiticos e
determinar os niveis de ditiocarbamatos e outros pesticidas em frutos e folhas de
maracujé (Passiflora edulis) produzido em diferentes regides do Brasil e seus produtos
comerciais; 2) Estimar fatores de processamento (FP) para lavagem e secagem da folha
e casca de maracuja e 3) Estimar a ingestao diaria e o risco da exposi¢do da populagéo
brasileira aos pesticidas pelo consumo de polpa de maracuja e farinha. No total, 55
amostras de maracuja e 53 amostras de folhas foram coletadas de produtores nos estados
da Bahia, Minas Gerais e Goias, e no Distrito Federal. Amostras de polpa congelada
(n=30) e farinha de maracuji (n=12) foram obtidas do comércio local. O método
espectrofotométrico para determinacdo de ditiocarbamatos foi validado com LOQ de
0,05 mg kg CS,. Cerca de 25% das amostras de cascas do fruto foram positivas (0,06
a 1,4 mg kgt CS;) e apenas uma apresentou residuos na polpa (0,09 mg kg™ CS>). 43,4%
das folhas continham residuos. O método multirresiduos validado para o fruto e farinha
incluiu extracdo com acetato de etila acidificado, particdo com sais, clean-up em fase
solida dispersiva, e determinacdo de 80 pesticidas por LC-MS/MS e GC-MS/MS, com
LOQ de 0,005 ou 0,01 mg kg. Dezenove analitos foram detectados nas amostras
analisadas, principalmente imidacloprido, carbendazim e metamidofés (até 0,1 mg kg
1). Cerca de 60% das cascas foram positivas para pelo menos um analito, e 40% das
polpas desses frutos continham residuos. Cerca de 60% das polpas comerciais e 30%
das farinhas analisadas foram positivas para pelo menos um pesticida. O mesmo método
foi validado para analise de 49 analitos nas folhas por LC-MS/MS (LOQ=0,05 mg kg
1): 60.4% das amostras foram positivas, principalmente para carbendazim,
difenoconazol e tebuconazol (até 12 mg kg™). Os resultados apontam que boas préticas
agricolas ndo tém sido aplicadas pelos produtores, que utilizaram pesticidas nao
autorizadas para a cultura do maracuja. No geral, a lavagem reduz os niveis dos analitos
detectados (até 90% para ditiocarbamatos) e a secagem aumenta esses niveis (até 9,3
vezes para tebuconazol em folha seca). O consumo de polpa e farinha de maracuja
contendo pesticidas ndo indicou um risco a saude dos consumidores brasileiros.

Palavras chave: pesticidas; maracuja; frutos, farinha; LC-MS/MS; GC-MS/MS



ABSTRACT

MOZZAQUATRO, Joseane de Oliveira. Pesticide residues in passion fruit and
commercial products: method validation, analysis, and risk assessment. PhD Thesis
in Pharmaceutical Sciences, University of Brasilia, Brasilia, Brazil 2021.

This study aimed at: 1) to validate analytical methods and to analyze the levels
of dithiocarbamates and other pesticides in passion fruit (Passiflora edulis) and leaves
collected from Brazilian growers and commercial products; to estimate processing
factors for washing and drying of passion fruit leaves and peel; and 3) to estimate the
potential risks from the consumption of passion fruit commercial pulp and flour. In total,
55 samples of passion fruit and 53 samples of leaves were collected from growers in
the states of Bahia, Minas Gerais and Goids, and in the Federal District. Samples of
frozen pulp (n-30) and flour (n=12) were obtained from the local market. The
spectrophotometric method for the determination of ditiocarbamates was validated at a
LOQ of 0,05 mg kg™ CS.. About 25% of the peel samples were positives (0.06 to 1.4 mg
kg CS2) and only one pulp sample contained residues (0.09 mg kg™ CS2); 43.4 % of
the leaf samples contained residues. A multiresidue method was validated for 80
pesticides by LC-MS/MS and GC-MS/MS, which included extraction with ethyl acetate,
partition with salts and clean-up with dispersive solid phase. LOQ were 0.005 or 0.01
mg kg. Nineteen analytes were detected in the fruit samples, mainly imidacloprid,
carbendazim and methamidophos (up to 0.1 mg kg™). Residues were detected in 60%
of the peel samples and 40% of these fruits contained residues. About 60% of the
commercial frozen pulps and 30% of the flour also contained residues. The same method
was validated for the determination of 49 analytes in passion fruit leaves by LC-MS/MS
at a LOQ of 0.005 mg kg?; 60.4% of the samples contained residues, mainly
carbendazim, difenoconazole and tebuconazole (up to 12 mg kg™2). The results indicated
that the growers are not applying good agricultural practices and most pesticides
detected are not registered to be used in passion fruit in Brazil. In general, washing the
fruits and the leaves decrease residues levels (up to 90% for dithiocarbamates) and
drying increases considerably the pesticide residues (up to 9.3 times for tebuconazole
in dried leaves). The consumption of passion frozen pulp and flour containing pesticides
does not represent a health risk to consumers.

Keywords: pesticides; passion fruit; leaves; flour ; LC-MS/MS ; GC-MS/MS
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I. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de maracuja, e 0 maracuja-
amarelo (Passiflora edulis) é responsavel por 98% dos cultivos. A polpa do maracuja é
destinada a produgéo de suco, o principal produto industrial, e as folhas sdo utilizadas
para fins medicinais como droga vegetal, seja pela industria farmacéutica na producéao
de fitoterapicos ou em lojas de produtos naturais com produtos para preparo de chas.
Além disso, o uso diversificado das partes do fruto, como alimento funcional tem sido
amplamente estudado apresentando resultados positivos e benéficos a salde, gerando
interesse em fabricar outros produtos a base de maracuja, incluindo novas formulacdes,
utilizando além da polpa, as cascas e as sementes do fruto.

A cultura do maracuja requer cuidados ao longo da producdo, e 0 uso de
pesticidas é largamente utilizado para o controle e prevencdo de pragas e doencgas que
ocorrem no campo. Porém, quando utilizados de forma inadequada, estes produtos
podem deixar residuos em niveis altos nos frutos e, principalmente, nas folhas, ja que a
aplicacdo da maioria dos compostos com uso permitido nesta cultura € foliar.

Dados de residuos de pesticidas em maracuja e seus produtos sdo inexistentes no
Brasil e escassos no mundo. Esses dados sdo importantes para identificar se os niveis de
residuos estdo dentro daqueles previstos na legislacdo para as substancias autorizadas
no Pais, como também para identificar a aplicacdo de substancias proibidas e/ou com
uso ndo permitido nessa cultura. Adicionalmente, esses dados sdo essenciais para se
avaliar a seguranga do consumo da fruta e seus produtos, e das folhas utilizadas como
droga vegetal e no preparo de cha.

Este estudo tem como objetivos validar métodos analiticos para determinacéo de
pesticidas em Passiflora edulis (frutos e folhas) por LC-MS/MS e GC-MS/MS, analisar
amostras cultivadas em vérias regides do Brasil e seus produtos comercializados, e

avaliar a seguranca para fins alimenticio.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1. Maracuja: Passiflora edulis Sims

O género Passiflora pertence a familia Passifloreaceae, distribuida em
aproximadamente 530 espécies e 400 hibridos artificiais (Ulmer; Macdougal, 2004),
sendo a maioria localizada na América Latina (Faleiro et al., 2018). O Equador é o maior
exportador de polpa de maracuja-azedo e a Coldmbia tem a maior diversidade na cadeia
produtiva, com producdo e exportacdo de frutos de diferentes espécies de maracuja
(Faleiro et al., 2018).

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de maracuja (Faleiro et al.,
2018), com ao menos 140 espécies nativas (Ferreira, 2005; Cervi, 2006; Faleiro et al.,
2008), das quais 70 apresentam frutos comestiveis (Cunha et al., 2002), e mais de 50
possuem potencial comercial (Vieira; Carneiro, 2004). A Passiflora edulis f. flavicarpa
O. Degener, também denominada de Passiflora edulis Sims (Bernacci et al., 2008), é a
espécie nativa mais representativa do pais, responsavel por 98% da producao brasileira.
Possui varias denominacgdes populares (maracuja-azedo, maracuja-amarelo e maracuja-
roxo) e diferentes tonalidades na casca (amarelo-palido, amarelo, amarelo-alaranjado,
vermelho, roxo-avermelhado, roxo) (Bernacci et al., 2008). Em termos taxonémicos, a
Passiflora edulis Sims corresponde todas as variedades de maracuja-amarelo (Bernacci
et al., 2008).

Passiflora alata Curtis (maracuja-doce) é a segunda espécie mais produzida no
pais (Sousa; Melleti, 1997), enquanto as demais espécies (P. ligularis, P. tripartita, P.
tarminiana, P. cincinnata, P. edulis Sims f. edulis, P. maliformis, P. nitida, P. incarnata,
P. setacea e P. quadrangularis) sdo cultivadas e comercializadas em menor escala

(Faleiro et al., 2017). A Figura 1 ilustra algumas espécies de Passiflora spp.
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AT DR Y e T
Figura 1. A: P. edulis e variantes (maracuja-azedo de casca amarela, vermelha e roxa);
B: P. alata (maracuja-doce); C: P. quadrangularis; D: Hibrido de P. setacea (BRS
Pérola do cerrado); E: P. tarminiana; F: P. ligularis G: P. tripartita; H: Hibrido
ornamental (BRS Estrela do cerrado); I: P. cincinnata; J: P. incarnata.

A maior exploragdo comercial da P. edulis Sims é devido ao elevado rendimento
industrial (Meletti e Briickner, 2001; Vianna-Silva et al., 2008) e desconhecimento das
demais espécies comestiveis por parte dos consumidores (Jesus et al., 2018). A produgao
de maracuja-amarelo no Brasil em 2019 foi de 593 mil toneladas, obtida em uma area
aproximada de 42 mil hectares (IBGE, 2019). A regido Nordeste é responsavel por mais
da metade da producéo nacional (64,5%), sendo o Estado da Bahia, 0 maior produtor,
responsavel por 28% da producdo nacional, seguido do Ceara, com 24,5%. A segunda
regido de maior producdo € a Sudeste (15,1%), seguida das regides Sul (11,3%), com
maior produtividade média (20,5 t/ha), Norte (6,7%) e Centro-oeste (2,4%), esta Ultima
obtendo a segunda maior produtividade (19 t/ha) (IBGE, 2019).

Segundo estimativas do Tropical Fruit Compendium, a producdo mundial de
maracuja é de aproximadamente 900 mil toneladas e a brasileira préxima de 60% deste
valor (FAO, 2011). Apesar da elevada producdo, a exportacdo brasileira de maracuja
ainda é incipiente. O volume de fruta fresca e suco exportado pelo Brasil sdo pequenos
quando comparado com o de outras frutas (Faleiro, 2018), e 0 mercado interno absorve

quase a totalidade da producéo (Meletti, 2011).
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A participacdo da fruta fresca no total das exportagdes de maracuja do Brasil
corresponde a cerca de 5% da producdo nacional (apenas 28 toneladas). Portugal e
Espanha séo os principais destinos (46,3%), seguido de Australia (20,2%), Reino Unido
(12,2%) e Uruguai (8,7%) (Comexstat, 2019). O suco de maracuja ¢ o principal produto
industrial, e a exportagdo corresponde em volume cerca de 440 toneladas. O destino
principal sdo os Estados Unidos, que correspondem em volume a 75,5%, seguido da
Holanda (18%), Franca (3,3%), Portugal (2%) e Canada (0,7%) (Comexstat, 2019).

A polpa representa aproximadamente 33% do peso total do fruto, da qual se
produz o suco, que apresenta alto teor de vitaminas, minerais e acido ascérbico (Medina
et al. 2017), e também serve de ingrediente na formulagdo de produtos, como bolo,
iogurte, sorvete e sobremesa. Durante o processamento industrial da polpa, os frutos séo
lavados, e cortados para a extracdo da polpa e das sementes, que sdo separadas por meio
de uma despolpadeira, que forca o fruto desintegrado a passar através de peneiras,
promovendo o seu esmagamento e posterior refinamento (Embrapa, 2016) (Figura 2).

1.1 Maracuja e subprodutos: uso como alimento funcional

De acordo com Oliveira et al. (2002), os subprodutos do maracuja correspondem
a cerca de 65 a 70% do peso do fruto, que ndo séo aproveitados normalmente. A casca
do maracuja tem sido foco de estudos por apresentar bom valor nutricional, incluindo
fibras solGveis (pectinas e mucilagens), vitamina B3, célcio e fésforo (Cérdova et al.,
2005). A casca pode servir de ingrediente de varios produtos, como iogurtes e sorvetes,
conferindo-lhes uma melhor textura e consisténcia, aléem da producédo de farinha para

uso culinario (Embrapa Cerrados).
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Figura 2. Esquema de obtengdo da polpa de maracuja. A: lavagem; B: separacao da
polpa com uso de uma despolpadeira de palhetas; C: Produtos industriais derivados da

polpa.

A farinha de maracuja, elaborada a partir da casca desidratada (umidade entre 7
e 10%), é o principal produto comercial derivado da casca, com patente estabelecida
desde 2003 (Srur, 2003). Pode ser utilizada na industria de panificagdo para melhorar a
qualidade nutricional dos produtos, principalmente com relacdo ao teor de fibras
(Ishimoto et al., 2007; Lima et al., 2007; Santana et al., 2011; Miranda et al., 2013), e
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até mesmo como doce em calda de maracujé, com elevada aceitabilidade por parte dos
consumidores, inclusive criancas (Oliveira et al., 2002). Utilizada como ingrediente, a
adicdo de 10% de farinha de casca de maracuja para producdo de massa fresca sem
gluten, proporcionou um aumento do valor nutricional, com aumento no teor de fibras
e cinzas, e uma reducdo de carboidratos e do valor energético, obtendo indice de
aceitabilidade acima de 70% (Ribeiro et al., 2018). A pectina, presente na casca, & um
ingrediente alimentar funcional altamente valorizado, e amplamente utilizado como
gelatina e agente estabilizante, e sua extracdo industrial eficiente envolve o uso de acido
citrico (Pinheiro et al., 2008).

O efeito anti-hipertensivo da casca do maracuja tem sido atribuido parcialmente
ao efeito vasodilatador dos polifenois, especialmente ao flavonoide luteolina (Ichimura
et al., 2006). Um estudo farmacoldgico “in vivo” com P. edulis Sims, descreveu efeitos
antioxidantes importantes da casca quando comparada aos extratos de polpa de P. edulis
e P. alata, 0 que torna a casca um potente alimento funcional e uma fonte natural de
flavonoides (Zeraik et al., 2011).

Jungueira-Guertzenstein; Srur (2002) mostraram efeito positivo do consumo de
farinha da casca de maracuja por ratos nos niveis de diabetes e obesidade. Salgado et al.
(2010) analisaram o efeito do consumo de farinha de maracuji na glicemia de ratos
diabéticos, a partir da administracdo de dietas balanceadas em concentragdes de 5, 10 e
15% de farinha. Os resultados foram significativos para a dieta de 5%, com reducéo da
glicemia em até 60% e aumento do glicogénio hepatico em 71%, atingindo niveis
similares ao grupo controle (ratos normais).

Efeitos semelhantes também foram observados em humanos, a partir de ensaio
clinico fase Il com 43 pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo Il com a ingestao
de 30g/dia durante 60 dias. Os resultados mostraram atividade hipoglicémica da farinha
da casca de maracuja, com reducdo significativa na glicemia de jejum e hemoglobina
glicada. Também houve redugdo nos niveis de triglicerideos e aumento dos niveis de
colesterol transportado por HDL (high density lipoprotein) (Janebro et al., 2008).
Resultados semelhantes com reducdo na glicemia de jejum e hemoglobina glicada
também foram observados por Queiroz et al. (2012).

Ramos et al. (2007) demonstraram em humanos que a farinha de maracuja foi
capaz de reduzir os niveis de colesterol total e colesterol transportado por LDL (low
density lipoprotein), sem alterar os valores do colesterol transportado por HDL. Estudos

clinicos conduzidos com voluntarios saudaveis com suplementacéo de farinha da casca
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de P. edulis na dieta indicaram reducéo da glicemia (5%), e de colesterol total, LDL e
triglicerideos totais (15 a 19%) (Medeiros et al., 2009).

O ¢6leo da semente de maracuja € rico em compostos emolientes e atuam na
reposicdo e restauracao das fracOes lipidicas da pele, sendo encontrado em formulagdes
de cremes hidratantes para aumento da sedosidade da pele (Pereira, 2011). Além disso,
as sementes sdo potenciais fontes de fibras insolUveis e mostraram ter acdo no controle
da glicose (Chau e Huang, 2004).

1.2 Maracuja: uso medicinal
O uso da P. edulis na medicina tradicional é bastante comum em varios paises,
com indicagOes sedativas, diuréticas, analgésicas, vermifugas e antitumorais (Costa &
Tupinambd, 2005), assim como no tratamento de dependéncia a benzodiazepinicos
(Dhawan et al, 2003), ansiedade e depressdo (Gutiérrez , 2014), e controle de tremores
e disturbios nervosos diversos (Zeraik et al 2010; 2011).
Segundo a Farmacopeia Brasileira, droga vegetal é definida como
“a planta medicinal, ou suas partes, que contenham as
substancias, ou classes de substancias, que causam a
acdo terapéutica, apOs processos de coleta,
estabilizacdo, quando aplicavel, e secagem, podendo
estar na forma integra, rasurada, triturada ou
pulverizada” (BRASIL, 2011).

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da
Saude incluiu 71 plantas na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
SUS (Renisus), das quais trés sdo espécies de Passiflora spp. (P. alata, P. incarnata e
P. edulis) (Ministério da Saude, 2009). Estas espécies constam também no Formulério
de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira, 12 edicdo (BRASIL, 2011). A Passiflora
edulis Sims encontra-se na Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro
simplificado, como ansiolitico leve, com recomendacdo de uso do extrato das partes
aereas da planta, na dose de 30 a 120 mg de flavonoides totais expressos em vitexina
por via oral (ANVISA, 2014).

A RDC n° 26 de 13 de maio de 2014 (BRASIL, 2014) regulamenta o registro de
Medicamentos Fitoterapicos (MF) e o registro e a notificacdo de Produtos Tradicionais
Fitoterapicos (PTF) (BRASIL, 2014). Além disso, a RDC n° 26/2014 incluiu a
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necessidade de apresentacdo de resultados de anélises de residuos de pesticidas nesses
medicamentos, estipulando um prazo de dois anos para que as empresas apresentassem
os resultados dessas analises (BRASIL, 2014). O prazo previsto nesta foi prorrogado
pela RDC n°® 235/2018, que estipulou que todas as empresas fabricantes de fitoterapicos
deveriam apresentar 8 ANVISA, até 25 de junho de 2019, testes de analise de residuos
de agrotdxicos para todos 0os medicamentos registrados no pais.

A RDC 105/2016 (ANVISA, 2016) estabelece que a analise de residuos de
pesticidas deve ser realizada apenas para fitoterapicos registrados, ficando isentos os
que comprovadamente foram obtidos de espécies vegetais cultivadas por agricultura
organica. Ademais, nessa mesma resolucdo, foi incluida uma lista de 250 agrotoxicos
selecionados para andlise, pertencentes a diferentes grupos quimicos, incluindo
ditiocarbamatos (CS>), organofosforados, carbamatos e piretrdides.

No caso do maracuja e demais plantas medicinais que também sdo utilizadas
como alimento, o uso de agrotdxicos é permitido, respeitando os Limites Maximos de
Residuo (LMR) para cada espécie vegetal. Para as demais plantas, residuos de
agrotoxicos ndo devem ser encontrados (ANVISA, 2019a).

A parte vegetal com agéo terapéutica ou a droga vegetal séo as folhas secas para
P. edulis Sims e P. alata curtis, e as partes aéreas secas para P. Incarnata. A partir destas
pode-se fazer preparacfes extemporaneas por infusdo de acordo com a proporgéo
indicada (3g da droga vegetal e 150 mL de agua fervente) (BRASIL, 2011). O processo
de infusdo consiste em verter agua fervente sobre a droga vegetal e, em seguida, tampar
ou abafar o recipiente por tempo determinado (BRASIL, 2011). Além de infusdes, P.
edulis Sims é indicada no preparo de tinturas, que necessita de uma etapa prévia de
secagem da parte vegetal em estufa a 40° C por 48 horas (Rocha et al., 2008).

As variedades de Passiflora edulis mais conhecidas s&o P. edulis ‘edulis’
(maracuja-roxo) e P. edulis ‘flavicarpa’ (maracuja-amarelo) se diferenciam
principalmente pela coloragdo da casca, mas atualmente padroniza-se como P. edulis
Sims, sem distingdo para a tonalidade da casca para todo fruto de maracuja-azedo
(Bernacci et al., 2008). Um estudo recente indicou diferencas nos perfis cromatograficos
(HPLC-DAD) de extratos de folhas de dez espécies do género Passiflora e duas
variedades de P. edulis, inclusive dentro de uma mesma espécie (Wosch et al., 2017).
Li et al. (2011) também evidenciaram diferencas significativas no perfil cromatogréfico
de seis compostos majoritarios em extratos etandlicos das folhas de P. edulis

‘flavicarpa’ e P. edulis ‘edulis’. Os autores inferiram que a parte aérea de P. edulis
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‘flavicarpa’ apresenta potencial terapéutico em distarbios do SNC, e a acdo ansiolitica
e sedativa descrita por Deng et al. (2010) foi confirmada (Li et al., 2011).

Um estudo recente observou efeitos antidepressivos de extratos organicos
(acetato de etila e n-butanol) de folhas de P. edulis ‘edulis’ em camundongos pelo teste
de natacdo forcada, com poténcia similar a de antidepressivos ja conhecidos, o que foi
atribuindo aos flavonoides presentes nas folhas (Ayres et al., 2017). Demais pesquisas
também comprovaram ac¢des ansioliticas com P. edulis (Barbosa et al., 2008; Otify et
al., 2015; Ayres et al., 2015).

A atividade anti-inflamatoria das folhas de maracuja-amarelo foram
evidenciadas por Montanher et al. (2007) em camundongos tratados com extrato
liofilizado de P. edulis (250 mg/kg, i.p.). Efeitos anti-inflamatérios também foram
demonstrados por Zucolotto et al (2009) em fra¢Ges butandlicas (50 e 100 mg/kg; i.p.)
de folhas de maracuja-amarelo, provavelmente devido a compostos C-glicosil-flavonas.
Outro estudo também comprovou acéo anti-inflamatdria nesta espécie (Vargas et al.,
2007) e também foram descritas acdes anti-hipertensivas (Konta et al., 2014).

Devido a grande variedade de espécies do género Passiflora, o uso popular pode
incluir espécies que nao constem na Farmacopeia Brasileira para uso fitoterapico, pois
muitas vezes a espécie ndo é descrita no rotulo do produto. Adicionalmente, pode-se
esperar também o uso equivocado de partes da planta sem indicacdo de uso pela
Farmacopeia Brasileira. A Figura 3 mostra alguns medicamentos produzidos a partir das

trés espécies para uso medicinal: P. edulis, P. incarnata e P. alata.
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Figura 3. Medicamentos fitoterdpicos que utilizam partes de Passiflora sp. O produto
Florien € uma droga vegetal

A cultura do maracuja, assim como de outras frutas tropicais, requer cuidados
ao longo da producdo, devido a incidéncia de doengas causadas por fungos e bactérias,
além do ataque de insetos. Entre as doencas que acometem 0 maracujazeiro estdo a
Fusariose, causada pelo patdgeno Fusarium oxysporum f. passiflorae, a podriddo do pé,
causada por fungos do género Phytophthora e a Antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides Penz, que ocorre em quase todos os cultivos de
maracujé do Brasil (EMBRAPA, 2000). O combate destas doencas e outras pragas do
maracujazeiro demanda medidas fitossanitarias, incluindo o uso de pesticidas, para
garantir a saide da planta e a produtividade e qualidade de seus produtos (Fischer et al.,
2007).

Desta maneira, ndo se descarta a possibilidade de se encontrar no mercado
plantas medicinais com niveis elevados de pesticidas, principalmente aquelas que séo
cultivadas como alimento, uma vez que a aplicacdo é do tipo foliar. Sendo assim, uma
avaliacdo das partes aéreas da droga vegetal quanto a presenca de pesticidas se faz

necessaria para garantir seguranca do consumo destes produtos.
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2. Pesticidas
Os pesticidas, ou agrotdxicos, no Brasil sdo regidos pela Lei n® 7.802 de 11 de
julho de 1989, regulamentada pelo Decreto n® 4.074 de 4 de janeiro de 2002, que
estabelece em seu Artigo 1° as defini¢des para agrotdxicos e afins, residuo de pesticida
e limite méximo de residuo (LMR), respectivamente como
Art. 1°
[.]
IV - sdo produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producéo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa
de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(Brasil, 2002).
[.]
XLIV- substancia ou mistura de substancias
remanescente ou existente em alimentos ou no meio
ambiente decorrente do uso ou da presenca de
agrotoxicos e afins, inclusive, quaisquer derivados
especificos, tais como produtos de conversdo e de
degradacdo, metabolitos, produtos de reacdo e
impurezas, consideradas toxicologica e
ambientalmente importantes (Brasil, 2002).
[...]
XXII - LMR é a quantidade maxima de residuo de
agrotoxico ou afim oficialmente aceita no alimento, em
decorréncia da aplicagdo adequada numa fase
especifica, desde sua produgdo até o consumo,

expressa em partes (em peso) do agrotoxico e afim ou
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seus residuos por milhdo de partes de alimento (em
peso) (ppm ou mg/kg) (Brasil, 2002).

O registro de pesticidas no Brasil é realizado mediante avaliacdo de trés esferas
governamentais: Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
Ministério do Meio Ambiente, por meio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), e o Ministério da Saude (MS), através da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Cabe ao IBAMA avaliar os
impactos do pesticida no meio ambiente e em outros organismos vivos, a0 MAPA
avaliar a eficiéncia agronémica do produto no campo, e 8 ANVISA fazer a classificacéo
toxicoldgica dos produtos formulados, estabelecer o LMR, a Ingestdo Diaria Aceitavel
(IDA) e realizar estudos de avaliacao de risco ocupacional e na dieta (Brasil, 2002). No
total, 494 ingredientes ativos de pesticidas estavam registrados no Brasil em mar¢o de
2021, incluindo feromonios e produtos bioldgicos, que ndo possuem LMR (ANVISA,
2021).

Os pesticidas sdo substancias que podem oferecer risco para o homem,
dependendo da toxicidade, da dose e do tempo de exposicdo (Castro e Confalonieri,
2005), podendo causar efeitos adversos ao sistema nervoso central e periférico, ter acéo
imunodepressora, entre outros efeitos (Casida e Durkin, 2013). Alimentos contendo
residuos de pesticidas abaixo do LMR néo representam risco a salde humana, porém,
deficiéncias na aplicacdo das boas préticas agricolas (BPA), com o desrespeito as
instrucBes de uso descritas na bula do fabricante, podem gerar residuos acima do LMR,
0 que pode causar um risco a saude humana pelo consumo de alimentos tratados com
esses compostos (Jardim e Caldas, 2012).

Existem dois programas nacionais para monitoramento de pesticidas em
produtos de origem vegetal no Brasil: o Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA), de responsabilidade da ANVISA, e o Plano
Nacional de Controle de Residuos de Contaminantes em produtos de origem vegetal
(PNCRC/Vegetal), sob responsabilidade do MAPA. Ambos apresentam como
objetivos principais monitorar o cumprimento da legislacdo quanto ao uso adequado do
pesticida, tanto no que se refere aos niveis de residuos estarem dentro do LMR, como
também se o ingrediente ativo utilizado é devidamente registrado no pais e se foi
aplicado nas culturas para as quais é indicado (ANVISA, 2018; MAPA, 2017).
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Entre as classes de compostos mais toxicos com uso autorizado na agricultura e
com maior incidéncia nos alimentos no Brasil encontram-se 0s inseticidas com agao
neurotdxica, os organofosforados e carbamatos. Os ditiocarbamatos sdo os fungicidas
mais utilizados no Brasil, e seus residuos foram os mais detectados em amostras de
alimentos analisadas pelos programas de monitoramento (Jardim e Caldas, 2012;
ANVISA, 2019b). Os agrotdxicos mais detectados nas 4616 amostras de 14 alimentos
analisadas pelo PARA durante o ciclo 2017/2018 foram imidacloprido, tebuconazol,
carbendazim, piraclostrobina, ditiocarbamatos, difeconazol e acefato (ANVISA,

2019b). O maracuja néo foi incluido nesses programas de monitoramento.

2.1 Toxicidade dos pesticidas

O mecanismo de acdo dos inseticidas organofosforados e carbamatos, tanto nos
insetos quanto nos mamiferos, inclusive no homem, se da pela inibi¢cdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina.
Essa inibicdo gera um aumento do neurotransmissor acetilcolina e uma estimulacao dos
receptores muscarinicos, consequentemente atinge o sistema nervoso autdbnomo
parassimpatico, seguida da estimulacdo dos receptores nicotinicos, atingindo também,
0 sistema simpatico e o sistema nervoso central (Casida e Durkin, 2013).

Os inseticidas piretréides também sdo muito utilizados na agricultura, e o
mecanismo de ac¢do nos insetos e mamiferos pode ser similar, inclusive 0 homem, esta
relacionado com o bloqueio dos canais de sodio, célcio e cloreto (Soderlund et al., 2012).
Esses compostos se ligam aos receptores dos canais de sodio e diminuem sua taxa de
inativacdo aumentando o influxo de fons Na* no neurdnio (Shafer et al., 2005), podendo
prejudicar a atividade motora de mamiferos (EPA, 2011).

Outra importante classe de pesticidas amplamente utilizada sdo os fungicidas
triazGis. Este grupo corresponde a uma das maiores classes de fungicidas do mercado
mundial, com 11 compostos registrados no Brasil (ANVISA, 2021). Sua acao fungicida
é desempenhada pela inibicdo direta da enzima lanosterol 14-alfa-desmetilase (CYP51),
responsavel por uma das etapas de biossintese do ergosterol, derivado do colesterol, cuja
auséncia prejudica a fluidez e integridade das células dos fungos (Zarn et al., 2003). Nos
mamiferos, a enzima esterol 14-alfa-desmetilase é expressa em diferentes tecidos, dai a
preocupacdo com os efeitos adversos desses compostos. Em animais de laboratorio, 0s

fungicidas triazdis sdo hepatotoxicos apds exposicdo cronica (EFSA, 2009), podendo
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também induz variagGes esqueléticas no feto exposto, e alguns podem causar
malformagé&o cranio facial (Zarn et al., 2003; JIMPR, 2007; EFSA, 2009).

A Figura 4 mostra a formula estrutural e o LMR dos 13 pesticidas com uso
permitido para cultura do maracuja, incluindo os piretroides cipermetrina e lambda
cialotrina, e o triazol difeconazole, e seus respectivos LMR.

Os fungicidas ditiocarbamatos encontram-se na lista dos mais detectados nas
culturas avaliadas em programas de monitoramento (Jardim e Caldas, 2012; ANVISA,
2019b). Apresentam baixa toxicidade aguda, baixo custo de producdo e baixa
persisténcia ambiental, caracterizando-se por serem ndo sistémicos, de amplo uso
agricola em frutas e vegetais, desde o preparo do solo, sementes, aplicacéo foliar e até
mesmo, na pos-colheita (Schmidt et al., 2013).

Os ditiocarbamatos séo divididos em subclasses, de acordo com o elemento
quimico presente no complexo organosulfurado (Crnogorac e Schwack, 2009):
Metilditiocarbamatos (MDTC): metam-sodico (Na); Dimetilditiocarbamatos (DMD):
ziram (Zn), ferbam (Fe) e tiram (ndo contém elementos de coordenacao);
Etilenobisditiocarbamatos (EBDC): manebe (Mn), zineb (Zn), nabam (Na), metiram
(Zn) e mancozebe (Zn e Mn); Propilenobisditiocarbamatos (PBDC): propinebe (Zn).

O Brasil permite o uso de cinco ditiocarbamatos para 53 culturas de alimentos,
sendo eles, 0 mancozebe, metam-sddico, metiram, propinebe e tiram (ANVISA, 2021).
O metiram e 0 mancozebe sdo 0s Unicos com uso permitido no cultivo do maracuja, com
aplicacdo foliar e intervalo de seguranca de sete dias. O LMR ¢é definido como
ditiocarbamatos, em mg kg CS,. A Figura 5 apresenta a férmula molecular dos
ditiocarbamatos registrados no Brasil.
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Figura 4. Pesticidas com uso permitido para cultura do maracuja. LMR = limite maximo
de residuo (ANVISA, 2021)
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Figura 5. Estrutura quimica dos ditiocarbamatos registrados no Brasil. * Uso permitido
na cultura do maracuja com LMR = 1,0 mg kg * CS..

A grande preocupacdo para a populagéo que consome alimentos tratados com
ditiocarbamatos estd nos produtos de degradacdo dos etilenobisditiocarbamatos
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(EBDC), como mancozebe e metiram e do propinebe (etilenotiouréia e
propilenotiouréia, respectivamente), que mostraram ser carcinogénicos em estudos com

animais de laboratério (Doerge e Takazawa, 1990).

3. Métodos analiticos para determinacao de residuos de pesticidas em alimentos

3.1 Métodos multirresiduos

A agricultura é condicionada aos fatores climaticos peculiares para cada regiao
de cultivo, e a aplicacdo de mais de um ingrediente ativo para prevenir e controlar a
incidéncia de pragas e doencas no campo se faz necessaria. Métodos analiticos flexiveis,
robustos, de elevada seletividade e sensibilidade tem sido desenvolvidos para
determinacdo de pesticidas multiclasses em diferentes matrizes (Anastassiades et al.,
2003; Mastovska & Lehotay, 2004; Jardim et al., 2014; Reichert et al., 2015; Walorczyk
et al.,, 2015), denominados métodos multiresiduos (MMR). Esses métodos sao
fundamentais para a identificacdo e quantificacdo de substancias com estruturas
moleculares diversas em matrizes complexas, e servem de pré-requisitos para a
implantagdo em programas de monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos.

A determinacao de residuos de pesticidas em alimentos é um grande desafio para
o0 analista, principalmente devido as baixas concentragdes dos analitos, as substancias
interferentes extraidas da matriz e as diferentes propriedades quimicas dos pesticidas
monitorados (Wilkowska & Biziuk, 2011). Estes sdo os principais fatores que devem
ser considerados durante o desenvolvimento de um MMR.

A eficiéncia analitica de um método estd diretamente relacionada a etapa de
preparo de amostra. Nesta, deve-se garantir a extragdo dos analitos de interesse, bem
como a remocao de interferentes presentes na matriz (Hercegova et al., 2007; Chen et
al., 2008). O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) é
umas das técnicas de pré-tratamento mais utilizada por pesquisadores durante a
determinacéo de pesticidas em amostras de alimentos. Desenvolvido por Anastassiades
et al. (2003), tem se mostrado adequado e eficaz na extracdo de uma ampla gama de
compostos em diferentes matrizes por cromatografia gasosa ou liquida. O método
envolve uma etapa de extracdo com acetonitrila e a adi¢do de sais (NaCl e MgSOa),
seguida de limpeza ou purificacdo, por meio de extracdo em fase sélida dispersiva

(Dispersive Solid Phase Extraction, d-SPE) com amina primaria secundaria (PSA). Para
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amostras que contém clorofila e carotenoides, adiciona-se GCB (Grafitized Carbon
Black) na etapa de limpeza.

Em métodos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
triplo quadrupolo (LC-MS/MS) é possivel obter maior detectabilidade e menores limites
de deteccéo e quantificagcdo do que quando se utiliza apenas MS (Vidal et al., 2002). No
modo de varredura de “monitoramento selecionado de reagdes” (SRM, “selected
reaction monitoring "), monitora-se a fragmentacdo de um ion precursor selecionado em
MS; e seus respectivos ions produtos filtrados em MS,. Sendo assim, 0 equipamento
detecta o ion precursor e o ion produto, aumentando consideravelmente a sensibilidade
de monitoramento, fato que se associa ao aumento de seletividade (Chiaradia et al.,
2008). Consequentemente, quando se monitora a fragmentacdo de varios ions
precursores simultaneamente, este modo de varredura ¢ denominado “monitoramento
de reagdes multiplas” (multiple-reaction monitoring) — MRM (Chiaradia et al., 2008).

Na diretiva 11813/2017 da Comissdo Europeia estd descrito que para 0s
equipamentos GC-MS/MS e LC-MS/MS devem-se monitorar duas transicdes,
utilizando os modos de varredura SRM ou MRM a partir de um mesmo ion precursor;
ou a partir de dois ions precursores, uma transi¢cdo para cada precursor. O uso de LC-
MS/MS ou GC-MS/MS permite a identificacdo dos analitos com maior exatidao e
confiabilidade, sem a necessidade de métodos confirmatdrios.

Como forma de melhorar a versatilidade e eficacia do método QUEChERS,
varias modificacBes foram desenvolvidas (Lehotay et al. 2010), as quais tém sido
utilizadas com sucesso para a extracdo de pesticidas em varios tipos de alimentos,
especialmente em frutas e vegetais (Huskova et al., 2009; Lesueur et al., 2008; Nguyen
et al., 2008; Chen et al., 2011). Lehotay et al. (2005a), validaram um procedimento
analitico para 229 pesticidas em amostras de frutas e vegetais utilizando GC-MS e LC-
MS/MS, com resultados satisfatorios para a maioria dos analitos, exceto para alguns
com instabilidade devido ao pH. Esse problema foi resolvido com a adi¢do de solucéo
de acido acético ou férmico (0,1%) (Lehotay et al., 2005a; Lehotay et al., 2005b).
Alteracdes relacionadas ao solvente organico também foram introduzidas, com uso de
metanol e acetato de etila, este ultimo mais adequado na detec¢ao em GC (Lozowicka,
Rutkowska & Jankowska, 2017; Collimore & Bent, 2020), e LC (Lopes et al., 2012a;
Lopes et al., 2012b; Narenderan et al., 2019). Diferentes métodos desenvolvidos para
determinacéo de pesticidas multiclasses em frutas sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Métodos para determinacdo de pesticidas multiclasses em frutas.

Matriz Local Analitos (n°) Instrumento/ LOQ Ref.
Método
Maracuj Brasil Organofosfor GC-ECD e GC-MS// 7-14pug Doérea
ae ados e o Lt e
castanha Permetrina MSPD: 0,5 g de florisil Lancas
de caju (6) foram adicionadas a 1g de (1999)
amostra. A mistura foi
introduzida em cartucho
contendo (3 g de
CH3COONae0,5gde
silica-gel), eluido com 40
mL de acetato de etila. O
eluato foi concentrado para
2mL.
Suco de Tailan  Piretroides HPLC-UV / 5-10ug Boonc
maracuj  dia (6) Lt hiang
e DLLME: 5 mL de amostra ma et
outras filtrada de suco foi al.
frutas adicionada a mistura de (2012)
1,25 mL de metanol
(solvente de disperséo) e
0,3 mL de cloroférmio
(solvente de extracéo).
Banana Brasil  Pesticidas UHPLC-MS/MS / 10—-25pug Carnei
multiclasses kg ! ro et
(128) QUEChERS al.
-Extracdo: Amostra (10 g), (2013)
ACN (10 mL) (1% acido
acético), MgSOs (4 g) e
CH3COONa (1 g);
- Clean-up: d-SPE: Testes
com MgSOs4 (1,5 9).

Caqui, Brasil Pesticidas  GC- uECD, GC-FPDe LC- 1-8pugkg Jardim
caju, multiclasses MS/MS / 1 etal.
goiaba (46) (2014)

e QUECHERS acetato
péssego modificado

-Extracdo: Amostra (15 g),
acetato de etila (15 mL)
(1% acido acetico), MgSOa4
(6 g) e CH3COONa (5 9);

- Clean-up: d-SPE: MgSOQO4
(900 mg) e PSA (300 mg).

35



Matriz Local Analitos (n°) Instrumento/ LOQ Ref.
Método
Maca, Brasil  Pesticidas LC-QTOF MS/ 10-40 ug Munar
pérae multiclasses kg ! etto et
uva (152) QUEChERS acetato al.
modificado (2016)
Tamari Brasil Organoclora  GC-ECD e GC-MS/MS/  Fruto: 15~  Paz et
ndo dos (14) 3 49 ug kg - al.
(fruto, - Extragdo: QUEChERS 1 Casca:  (2015)
casca e (kits1ez2, 27-98 ug
polpa) respectivamente): (6e 4 g kg %
de MgSO4, 1,5e 1 gde Polpa: 7—
NaCl, 0,75e 0,5 g de 27 g kg
Na;HCit 1.5HO e 1.5e1g
de NasCit 2H20;
- Clean-up: MgSOs4 (150
mg), PSA (50 mg), Cis (50
mg) e GCB (50 mg)
Geleia Brasil 107 LC-MS/MS/ 9-45 ug kg Reiche
de pesticidas ) 1 rtetal.
frutas multiclasses - Extragdo: (2015)
QUECHhERS modificado:
ACN (10 mL), MgSO, (4
g), NaCl (1 g), NasCit 2H20
(1 g) e and Na2HCit 1.5H20
(0.59).
- Clean-up: MgSO04 (750
mg), PSA (125 mg) e Cis
(125 mg).
Folhas Pesticidas GC/ECD/NPD 4-10pg Slowik
de multiclasses o kg -
horteld (46) QUEChERS modificado: Borow
fresca ACN (10 mL), H20 iec
(20mL), MgSOa4 (4 g), NaCl (2015)
(19), NasCit 2HO (1 g) e
and NapHCit 1.5H,0 (0.5
9)-
- Clean-up: MgSO4 (900
mg), PSA (150 mg) e GCB
(45 mg).
Uva  Brasil  Pesticidas GC-MS 20-40 ug  Volpat
multiclasses ) kg ! to et
- Extracao:
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Matriz Local Analitos (n°)

Instrumento/

LOQ Ref.

Método

(20) e
cafeina

Pesticidas
multiclasses
(10)

Coco  Brasil
(&guae

polpa)

Golden
berry
(Physal
is
peruvia
nal.)

Pesticidas
multiclasses
(42)

Brasil

QUEChERS Original: ACN
(10 mL), MgSO: (4 g),
NaCl (1 g);

al.
(2016)

QUECHERS acetato
modificado: ACN (10 mL)
(1% é&c. acetico), MgSOs (4

g) e CH3COONa (1 g);

- Clean-up: 7 tipos de d-
SPE foram testadas a partir
de 2 mL de extrato
(transferidos para tubo de
15 mL contendo 300 mg de
MgSQa).

LC-MS/MS / 10 ug kgt Ferreir
aetal.

- Extragéo: (2016)

QUEChERS acetato
modificado:

Amostra (10 g ou 10 mL),
10 mL de ACN (1% éacido
acético), MgSOa4 (4 g),
CH3COONa (1.7 g).

- Clean-up: MgSO4 (600
mg), C1s (500 mg) e PSA
(100 mg).

1

UHPLC-MS/MS / Mufoz

et al.
(2017)

5pgkg

Extracdo: 3 versoes de
QUEChERS

- Original: Amostra (5 g),
ACN (5 mL), MgSO4 (2 g)
e NaCl (0,5 g);

- Acetato: ACN, 1% acido
acético (5 mL), MgSOs4 (2
g)e CH3COONa (0,5 g);

- Citrato: ACN (5 mL),
MgSOa4 (2 g) e NaCl (0,5 g);
CsHsNazO7 2H20 (0,5 9) e
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Matriz Local

Analitos (n°) Instrumento/

Método

LOQ Ref.

and CsHsNa207.1.5H,0
(0.25 g).
Folhas Urugu

e frutos ai multiclasses
de

(98) Extracdo: 3 métodos
alcacho testados
fra

Pesticidas GC-LC-MS/MS /

- QUEChERS modificado:
Amostra (2 g); H20 (4mL,
30 min. de hidrata¢&o);

ACN (10 mL), MgSO, (4

g), NaCl (1 g); CeHsNasOy
2H0 (1 g)e and

CeHsNa207.1.5H.0 (0,5 g).

Clean-up: CaClz (150 mg) e

PSA (150 mg);

- Acetato de etila: Amostra
(2 g); H20 (4 mL, 30 min.
de hidratacéo), AcOEt (10
mL), MgSOs (4 g) e NaCl
(1 g); Clean-up: MgSO4
(200 mg) GCB (200 mg) e
PSA (150 mg);

- MSPD: Adsorventes
usados no clean up: GCB
(0,4 g), Florisil (3,6 9);
Na2S04 (4 g); Solvente de
eluicdo (Hex/EtOAc, 4:6);

Péra Brasil Pesticidas

multiclasses 3
(170) - Extracao:

UHPLC-MS/MS /

QUEChERS acetato
modificado: amostra (10 g),
ACN, 1% 4cido acético (10

mL), MgSOa4 (4 g) e

CH3COONa (1,7 9);

- Clean-up: Sem

- Diluicdo: 1:9 em agua
ultrapura

Folhas=  Macha
10ugkg * doet
al.
(2017)
Frutos =
10 ug kg

25-10 ug  Kemm
kg erich

et al.
(2018)

38



Matriz Local Analitos (n°) Instrumento/ LOQ Ref.
Método
Péssego Turqu  Pesticidas GC-MS/ 0,7-1ugL Farajz
, Uva, ia  multiclasses o 1 adeh et
damasc (5) Combinacdo de al.
oe QUEChERS-MSPE- (2019)
tomate. DLLME e nanoparticulas
magnéticas de Fez04
Néctare
sde
uva,
cerejae
péssego
Mirtilo, Chile Imidacloprid UHPLC-Orbitrap/MS / 6-96 ug kg Conch

frambo 0, - _ 1 a-

esa e Abamectina, Método oficial AOAC e Kit meyer
morang Clorpirifés, QUEChERS etal.

0S Spinosad, I- (2019)
congela cialotrina e
dos iprodiona (6)

Maca, Brasil  Pesticidas UHPLC-MS/MS / 10 ug kgt  Kemm
péssego multiclasses ] erich
,pérae (133) BiT-MSPD: Pesagem de et al.
ameixa 0,5 g de amostra em tubo de (2020)

50 mL, adicdo de 1 g de
C18 e 3 bolas de aco
(agitagdo manual por
1min.). 2 mL de ACN

foram adicionados ao tubo

(agitacdo manual por 1

min.). O tubo foi colocado
em banho de ultrassom por
15 min. e em seguida,
centrifugado (3400

rpm/8min.). Filtracéo e

diluicdo do extrato.

Morang Espan  Pesticidas LC-MS/MS / 0.6-6.0 ug Valera
oe ha  multiclasses . kg * -
derivad (250) QUEChERS modificado Tarifa,

0S (2020)

- Extracgao: amostra (10 g),
ACN, 1% éacido férmico (10
mL), MgSOsa (4 g) e NaCl

(19);

- Clean-up: Sem
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Matriz Local Analitos (n°) Instrumento/ LOQ Ref.
Método

- Diluicéo: 10 vezes em fase
movel (metanol:agua, 0,01
acido formico)

Macae Trinid Organoclora GC-ECD/ 0.1-10 ug  Collim
alface ade dos (20) e . Lt oree
Tobag organofosfor ~ QUECNhERS modificado Bent

0 ados (5) (2020)

- Extragdo: Amostra (10 g),
ACN (15 mL), MgSOx (4 g)
e NaCl (1 g);

- Clean-up: 4 testes com
diferentes sorventes

LOQ: limite de quantificacdo; Ref.: referéncias; GC-ECD: cromatografia gasosa
acoplada ao detector de captura de elétrons; GC-MS: cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas; MSPD: dispersdo de matriz em fase sélida; HPLC-UV:
cromatografia liquida de alta performance acoplada ao detector ultravioleta; DLLME:
microextracao liquido-liquido dispersiva; QUEChERS (quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe): rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro; ACN: acetonitrila;
AcOEt: acetato de etila; Hex.: Hexano; PSA: amina priméria secundaria; GCB
(Graphitized carbon black): carbono grafitizado; SPE: extracdo em fase sélida;; UPLC-
MS/MS: cromatografia liquida de utraperformance acoplada a detector de
espectroscopia de massas in tandem; LC-MS/MS: cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de espectroscopia de massas in tandem; BiT-MSPD: GC-
FPD: cromatografia gasosa acoplada fotométrico de chamas; BiT-MSPD (balls-in-tube
matrix solid-phase dispersion): dispercdo de matriz em fase solida utilizando bolas em
tubo;
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Jardim et al. (2014) validaram um método multirresiduos para determinacdo de
46 pesticidas e metab6litos em frutas tropicais, utilizando cromatografia gasosa
acoplada aos detectores FPD (Flame Photometric Detector) e ECD (Electron Capture
Detector), para determinacdo de organofosforados e piretroides, respectivamente, e LC-
MS/MS para carbamatos e outros grupos. O método de extracdo adotado fez adaptacoes
a versdo original do QUEChERS, utilizando acetato de etila acidificado (acido acetico,
0,1%), MgSO4 e CH:COONa para promover o particionamento, e PSA e MgSO4 para
purificacdo do extrato. Os resultados foram satisfatorios para maioria dos analitos, com
valores de LOQ variando de 2 a 5 pg kg ** para os compostos organofosforados, de 4 a
8 pg/kg para os piretroides e de 1 a 4 pug kg * para os carbamatos (Jardim et al., 2014).

Slowik-Borowiec (2015) utilizaram cromatografia gasosa acoplada aos
detectores NPD (Nitrogen- Phosphorus Detector) e ECD (GC/ECD/NPD) para
quantificacdo de 46 pesticidas em hortela fresca, apds extracdo com acetonitrila, e clean-
up com GCB e PSA. A aplicacdo do método QUEChERS foi estudada por Machado et
al. (2017) para detectar residuos de pesticidas em folhas e frutos de alcachofra. O estudo
fez uma comparacdo do método QUEChERS, MSPD e dispersdo por acetato de etila
para determinacdo de 98 pesticidas. Os resultados concluem que o método QUEChERS
foi eficiente com uso de CaCl, durante a etapa de limpeza, por este apresentar
capacidade de desidratar a amostra e formar sais de célcio insolUveis.

Recentemente, um método inovador denominado balls-in-tube matrix solid
phase dispersion (BiT-MSPD) para determinacao de pesticidas em frutas por UHPLC-
MS/MS foi desenvolvido por Kemmerich et al. (2020). Neste método, todo preparo de
amostra é realizado em apenas um tubo de extracdo fechado, com auxilio de bolas de
aco, utilizando pouco solvente orgénico e quantidade de amostra.

Diante da literatura consultada, cabe ressaltar que ndo existem métodos
multirresiduos para determinacdo de pesticidas multiclasses em maracuja, em suas
matrizes casca, polpa e folha. Nem mesmo dados que reportem residuos de pesticidas

nesta cultura no pafs.

3.2 Métodos para determinacéo de fungicidas ditiocarbamatos
Os fungicidas ditiocarbamatos caracterizam-se por serem insolUveis em

solventes organicos utilizados para extracdo de outros grupos de pesticidas, e também
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possuem baixa estabilidade, necessitando de métodos especificos para sua
determinacéo, pois ndo sao extraidos por MMR (Mujawar et al., 2014).

Um metodo bastante tradicional para determinacgéo indireta de ditiocarbamatos
em amostras de alimentos baseia-se na determinacao de dissulfeto de carbono (CSy),
liberado apds a hidrolise &cida do ditiocarbamato presente na amostra, com a presenca
de cloreto de estanho e expressos em mg CS; kg " da amostra. O CS; liberado pode ser
analisado espectrofotometricamente ou por cromatografia gasosa (Figura 6). No método
espectrofotométrico, o CS formado é complexado em uma solucéo de acetato cuprico,
dietanolamina e etanol e o produto analisado por espectrofotometria em 435 nm (Cullen,
1964; Keppel, 1969; Caldas et al., 2001). No método de deteccdo de CS» por
cromatografia gasosa, a hidrolise acida do ditiocarbamato ocorre em frasco fechado,
onde o CS; liberado (headspace) pode ser injetado diretamente no cromatégrafo a gas
(Hill, 1992; Jianren, 1989; Friedrichs, 1995) ou ser extraido simultaneamente com
solvente orgénico antes da injecdo (Harrington, 1998; Crnogorac e Schwack, 2009).
Porém, essas metodologias ndo possibilitam a distin¢do entre os diferentes compostos
ditiocarbamatos presentes na amostra, e pode gerar resultado falso positivo para
algumas culturas, como cebola, couve, brocolis e repolho, que possuem geracdo
fitogénica de CS» (Stertz e Freitas, 2003). Apesar das limitacdes, a determinacdo indireta
de ditiocarbamatos é usada nos programas de monitoramento em todo o mundo e a base
para o estabelecimento do LMR, em termos de CS; (Crnogorac e Schwack, 2009; Vareli
etal., 2018).

Isooctano

Headspace /

/

\ r
CG/ECD

CG/FFD
CG/MS
Espectrofotimetro
435 nm

Figura 6. Hidrdlise acida de ditiocarbamatos e métodos de determinacgéo de CS.. Fonte:
Mello, 2014.
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Partindo das limitagcGes que o método indireto apresenta, outros métodos foram
desenvolvidos para a determinacdo direta dos ditiocarbamatos a partir técnicas
cromatograficas, incluindo LC-MS e LC-MS/MS (Blasco et al., 2004; Crnogorac et al.,
2008; Hayama e Takada, 2008; Schmidt et al., 2013) e HPLC-UV (Lépez-Fernadndez
etal., 2012; Jafari et al., 2012; Mello, 2014; Petha et al., 2017).

Hayama e Takada (2008) utilizaram LC-MS/MS para determinacdo de
mancozebe, manebe e zineb (EBDC) em frutas e vegetais, a partir da reacdo de
derivatizacdo do EBDC, utilizando o manebe como representante dos EBDC para
fortificacdo das amostras. A reacdo consiste na decomposicdo e metilacdo do
ditiocarbamato com uso de dimetil-sulfato (Figura 7). Neste método ndo é possivel
distinguir entre os trés EBDCs, pois € obtido um mesmo produto apds a derivatizacéo.

Partindo do método de Hayama e Takada (2008), Lépez-Fernandez et al. (2012)
desenvolveram um método para determinacdo de mancozebe, manebe (EBDC) e
propinebe em frutas e vegetais por HPLC-UV em coluna de fase reversa (detec¢do em
270 nm) a partir da derivatizacao, extracdo e purificacdo do extrato. Jafari et al. (2012)
desenvolveram um método para determinacdo simultanea de tiram, mancozebe e
propinebe por HPLC-UV (deteccdo em 272 nm) em tomates, a partir da metilagéo dos
analitos, utilizando iodeto de metila, como agente metilador, segundo Gustafsson and
Fahlgren (1983). Durante a metilacdo, o rendimento do derivado de metila quando se
utiliza dimetil sulfato é 15% maior ao obtido com uso de iodeto de metila (Hayama e
Takada, 2008).

43



5

Il
CH,MH —C—§
2 I o M
CH,NH —(.:—s-
S

Ethylenchisdithiocarbamates
(EBD{(Cs)

s
n
Decomposition CHZNH -C—5
a" o e
EDTA-4N 21l ¢ 2Na + EDTA-2M
8

s
Il
Methylation - ':le;_NH -C- SCH;

—
A[{CHL0),80,] CH,NH ":I%' SCH,
5

Fe

4[CH,0(S0,)ONa]

Dimethyl ethylenehisdithiocarbamate
(EBDC-dimethyl)

Figura 7. Etapas da derivatizagdo do EBDC (M=metal). Fonte: Hayama e Takada,
2008.

Mello (2014) desenvolveu e validou um método direto para determinacdo de
EBDC (mancozebe) e propinebe por HPLC-UV para trés culturas fitogénicas (repolho,
couve e brocolis) e para goiaba. A metodologia baseou-se em metilagcdo segundo Lopez-
Fernandez et al. (2012), extracdo/clean up por QUEChERS e cromatografia em fase
reversa (detec¢do em 270 nm). Resultados satisfatorios foram obtidos com a utilizagdo
de PSA/MgSO4/carvao ativado para purificacdo do extrato, porém o método ainda
precisa ser melhorado para eliminar certos interferentes que co-eluem com os analitos

de interesse.

3.3 Validagédo de métodos analiticos

A necessidade de se evidenciar veracidade e confiabilidade dos resultados
gerados em um determinado processo analitico é cada vez mais exigida e reconhecida,
ja que informac6es analiticas ndo confiaveis podem levar a decisdes equivocadas e
grandes prejuizos financeiros (Ribani et al., 2004). Para garantir que um método
analitico a ser desenvolvido gere dados fidedignos com relacdo a uma amostra, é
necessario que o método seja validado, e normas nacionais e internacionais para controle
de qualidade em métodos analiticos foram estabelecidas (MAPA, 2015; INMETRO,
2020; SANTE, 2017).
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Em métodos multirresiduos, todos os analitos contemplados no escopo devem
ser validados e matrizes representativas podem ser utilizadas tanto para métodos
multirresiduos como para métodos seletivos. No minimo uma matriz representativa para
cada grupo de produtos deve ser validada (Brasil, 2011).

Os parametros normalmente incluidos na validagdo séo: seletividade; linearidade
e faixa de aplicagdo; preciséo; exatidao; limite de detecgéo; limite de quantificacdo e
robustez (Ribani et al., 2004). Os principais parametros e procedimentos de validacéo
analitica estdo descritos de maneira geral e resumidamente no Quadro 1, considerando
0 DOQ-CGCRE-008 do Inmetro (Revisdo 09 - 2020) e o Manual de garantia de
qualidade analitica (MAPA, 2011).

Quadro 1. Parametros de validacédo analitica.

Parametros Procedimentos

Analisar no minimo 6 replicatas de
amostras “branco” e observar a presenca
de interferentes (sinais e picos no tempo

Seletividade de retencdo do analito de interesse) e a
ocorréncia de supressao ou aumento de
sinal pelo método em estudo.
Dentro da faixa de trabalho selecionada,
L construir uma curva de calibragdo, com
Linearidade

no minimo 5 niveis de concentracdo em
5 ou mais replicatas.

Analisar amostras com concentragoes
conhecidas de analito e definir um nivel
minimo em que o analito pode ser
detectado com confianca. Esta
concentragé@o pode ser estimada,
primeiramente a partir do LOQ
(aproximadamente 1/2 LOQ ou 1/3

LOQ).

Fazer anélise das amostras com
concentragdes conhecidas do analito e
Limite de Quantificacdo® (LOQ) estabelecer um nivel minimo em que o
analito possa ser quantificado com
recuperacao e precisao aceitaveis.

Limite de detegéo (LOD)

Analisar amostras fortificadas com o
Recuperacio analito em pelo menos 3 niveis de
concentragdo (baixa, média e alta) e em
3 replicatas. Os critérios de aceitacdo em
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Parametros Procedimentos

cada nivel de fortificacdo e para cada
matriz, sdo de 70% a 120% em média
para todos os analitos, com uma preciséo
de CV < 20%.

Analisar amostras branco fortificadas em
diferentes concentracdes (3 niveis, no
minimo) na faixa de trabalho com
minimo de 3 repeti¢cdes para cada nivel.

Precisdo

Fonte: Inmetro (DOQ-CGCRE-008, Revisdo 09 — 2020); Manual de garantia da
qualidade analitica, MAPA (2011).

4. Residuos de pesticidas em alimentos

A presenca de residuos de pesticidas nos alimentos é resultado direto do uso
desses compostos no campo, e a dieta € uma via potencial de exposi¢do humana. Jardim
et al. (2014) determinaram residuos de pesticidas em amostras de caqui, caju, goiaba e
péssego oriundas do Brasil, das quais mais de 70% foram positivas. Os ditiocarbamatos
foram detectados com maior frequéncia, presente em todas as culturas analisadas (33,2
% do total de amostras), com a maior concentragdo em uma amostra de caqui (7,09 mg
CS2 kg?). A porcentagem de amostras de caju e goiaba contendo residuos de
ditiocarbamatos foi superior a 15%, enquanto que nas amostras de caqui e péssego foi
superior a 40%, porém o uso de ditiocarbamatos em caqui, caju e goiaba ndo é permitido
no Brasil. Jardim e Caldas (2012) analisaram os resultados obtidos pelos dois programas
nacionais de monitoramento no periodo de 2001 e 2010, onde foram analisadas 13.556
amostras de 22 tipos de alimentos. Os fungicidas ditiocarbamatos foram os mais
frequentes, presentes em mais de 40% das amostras analisadas. As culturas que
apresentaram maior porcentagem de amostras positivas para ditiocarbamatos foram de
alface (71,3%), maca (67,7%) e tomate (56,4%).

Atualmente, ndo ha estudos no Brasil que reportem residuos de pesticidas em
maracuja, e o nimero de estudos disponiveis conduzidos em outros paises é limitado
(Quadro 2).
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Quadro 2. Residuos de pesticidas em amostras de maracuja

(Amostras
Local positivas Método Pesticida detectado
Ref. /analisadas), ano (concentracgdo, mg/kg)
de coleta
Ditiocarbamatos (0,3-
1,9); cipermetrina (0,08
Coldmbia N&o informado -0,17); imidacloprido
Hjorth et al. Fruto (9/18), 2007. (0,05); lambda-
(2011) cialotrina (0,06);
propamocarbe (0,1);
tiabendazol (0,1)
313 pesticidas por | Frutos: Cmax.= 0,01 a
Colombia ) _ GC-MS 0,37 (Qifenoc_onazol e
Juraske et al Nao anallsog (LOD=0,001) e trlacloprldo);
(2012) ' amostras reais HPLC-MS Polpa: Cméx.=0,003 a
(mancozebe 0,09 (difenoconazol e
LOD=0,003) mancozebe);
Coldmbia . QUEChERS, 38
Varela-Martinez FrUt%S/éj es;érlaéados pesticidas por GC- ND
et al. (2019) (073), 2018, Q4O-MS/MS:
3 QUEChERS, 5 OF
India por LC/MS-MS
Narenderan et al. Frutos (0/18) (LOQ=05a5 ND
(2019) ug/kg)

ND: ndo detectado; LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de quantificacdo; LMR: limite
maximo de residuo; C max.: concentracdo maxima; OF= organofosforados.

Hjorth et al. (2011) investigaram residuos de pesticidas em 724 frutas e vegetais
provenientes de Paises da América do Sul, que incluiam 18 amostras de maracujas
originarias da Colémbia. O LMR determinado pela Unido Europeia foi excedido em
50% das amostras de maracuja analisadas.

Um estudo experimental a campo realizado na Coldmbia avaliou a dissipacao de
fungicidas (azoxistrobina, difenoconazol, tebuconazol e mancozebe) e inseticidas
(deltametrina, imidacloprido, triacloprido e tiametoxan) apds aplicacdo foliar em
pomares de maracuja-amarelo (Juraske et al., 2012). Amostras de maracuja foram
coletadas periodicamente e analisadas (fruto inteiro e polpa). As concentragdes maximas
detectadas no fruto inteiro foram de 0,01 e 0,37 mg kg, para difenoconazol e
triacloprido, respectivamente. Na polpa, as concentragdes variaram de 0,003 mg kg™
para difenoconazol e 0,09 mg kg para mancozebe. Segundo Wyckhuys et al. (2011), a
producdo de maracuji na Colémbia e em outros paises emergentes € feita por pequenos
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agricultores, que muitas vezes, devido a falta de informacéo e treinamento, fazem uso
de préticas inadequadas no manejo das pragas. Maracujas cultivados na regido
montanhosa de Nilgiris, no Sul da india, foram analisados quanto a presenca de
pesticidas organofosforados (acefato, malationa, quinalfds, profenofés e clorpirifos).
Todas as amostras apresentaram residuos de pelo menos um pesticida, porém nenhuma
excedeu 0 LMR europeu (Narenderan et al., 2019).

Nenhum estudo foi encontrado na literatura que tenha avaliado niveis de
pesticidas em subprodutos do maracuja, como polpa e casca, e das folhas de Passiflora

sp utilizados para uso medicinal.

5. Avaliacdo de risco da exposi¢cdo humana a residuos de pesticidas

Avaliar o risco causado pela exposicdo humana a pesticidas na dieta é
considerado um processo fundamental para o estabelecimento de padrdes de seguranca
(WHO, 1997). No Brasil, a ANVISA é o 6rgao responsavel pelo processo de registro de
aditivos alimentares, drogas veterindrias e pesticidas, e por avaliar o risco da exposi¢do
humana a estas substancias (ANVISA, 2018). No ambito internacional, comités
cientificos da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e Organizacdo para Alimentacao
e Agricultura (Food and Agriculture Organization - FAO) conduzem a avaliacdo do
risco para subsidiar o estabelecimento de padrdes alimentares pelo Codex Alimentarius
(WHO, 2007). O JMPR (Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues) é responsavel
por avaliar as questdes referentes a residuos de pesticidas (FAO/WHO, 2018).

A avaliacdo do risco tem por objetivo estimar a probabilidade da ocorréncia de
um efeito adverso ap6s a exposicdo humana a substancias potencialmente téxicas. O
processo de avaliacdo de risco consiste na execucdo de 4 etapas, onde 0 risco €

estabelecido em funcdo da toxicidade e da exposicéo (Figura 8).
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Figura 8. Avaliacéo de risco quimico na dieta. Fonte: Caldas, 2017 adaptado.

Nas duas primeiras etapas, o perfil toxicologico da substancia em estudo é
identificado e o efeito adverso é caracterizado em relacdo a dose de exposicdo a partir
principalmente de estudos com animais (como roedores), quando se estabelece a
ingestdo segura cronica (IDA, ingestdo diaria aceitavel) e aguda (Acute Reference Dose
- ARfD) (Caldas, 2017).

A estimativa da exposicdo humana as substancias quimicas presentes nos
alimentos depende da concentracdo da substancia no alimento, do consumo do alimento
e do peso corpdreo do individuo ou da populacdo em estudo. Dados de concentracdo
podem ser obtidos por meio de estudos de monitoramento ou, na auséncia destes,
utilizam-se os limites legais (LMR) (IPCS, 2009). Idealmente, os dados de concentragdo
devem considerar o processamento do alimento, como lavagem, descasque e cozimento,
ja que os niveis e/ou a natureza quimica das substancias presentes podem sofrer
alteracfes. Por exemplo, durante o processo de desidratacdo, os niveis de algumas
substancias sdo aumentados, ou pode haver a formacdo de metabdlitos mais toxicos que
0 composto original, como é o caso dos fungicidas ditiocarbamatos (Jardim e Caldas,
2009).
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A avaliacdo da exposicédo cronica, isto é, por um longo periodo, considera-se o
somatério da ingestdo pelo consumo de todos os alimentos da dieta da populagdo em
estudo (Eq. 1).

Y:( consumo xconcentragio)

Ingestao cronica = -
peso corpoéreo

(Eq. 1)

O célculo para estimativa da ingestdo aguda de pesticidas, um evento que ocorre
eventualmente, considera o consumo alto de um alimento que contenha uma alta
concentracdo do pesticida (FAO, 2003).

Informagdes relacionadas ao consumo de alimentos no Brasil podem ser obtidas
da Pesquisa de Orcamentos Familiars (POF), conduzida pelo IBGE. Na ultima POF
(2017-2018), os dados foram obtidos de individuos a partir de 10 anos que relataram o
consumo individual de cada alimento consumido das ultimas 24 horas (recordatério 24
horas) (IBGE, 2020). O calculo da ingestdo pode ser feito usando modelos
deterministicos (valores pontuais de concentragdo e consumo, como médias ou
percentis), ou probabilisticos (curvas de distribui¢cdo de contaminacdo e consumo —
modelos matematicos) (IPCS, 2009).

Na etapa de caracterizacdo do risco agudo e cronico, a ingestdo estimada é
comparada com a IDA e ARTD, e expressos como % IDA e % ARTD, respectivamente
(IPCS, 2009). A exposicdo pode representar risco quando % ARTD ou % IDA for maior
que 100.

Jardim et al. (2014) conduziram um estudo de avaliacdo de risco aguda
cumulativa para inseticidas organofosforados (OF) e piretrdides (PY) pelo consumo de
caju, goiaba, caqui e péssego. Acefato e metamidofos foram utilizados como composto
indicador para os OFs, e a deltametrina, para os PYs. Dentre as frutas analisadas, a
goiaba apresentou as maiores porcentagens de ARfD para exposi¢éo aos inseticidas OFs
e PYs, 45% (acefato como composto de referéncia) e 12%, respectivamente. Os
resultados indicam que a exposi¢do aguda cumulativa a esses pesticidas pelo consumo
dessas frutas ndo representa um risco a satde da populacdo brasileira.

Jardim et al. (2018a) conduziram um estudo de avaliagcdo do risco cumulativo
agudo pela dieta de inseticidas OFs, carbamatos (CBs) e PYs. Dados de residuos para
30.786 amostras de 30 tipos de alimentos (ndo inclui maracujd) foram obtidos dos

programas nacionais de monitoramento de residuos de pesticidas da ANVISA (PARA)
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e do MAPA (PNCRC) e pelo Laboratoério de Toxicologia da UnB. Dados de consumo
foram adquiridos da POF 2008-2009 em individuos acima de 10 anos de idade ou mais.
Laranja e suco de laranja foram os alimentos que contribuiam para ingestdo dos OFs,
em especial, a metidationa. O arroz foi responsavel por 80% da ingestdo de CBs
(adolescentes), principalmente aldicarbe. Macarrdo, pao de sal e feijdo contribuiram
mais para a ingestdo de PYs (9-14%), devido principalmente a bifentrina. Esses
resultados mostram que para todos os grupos a ingestdo ndo excedeu a ARfD no
percentil 99,9, e os riscos da exposi¢do ndo foram considerados preocupantes para a
salide da populacdo brasileira.

Utilizando as mesmas fontes de dados de residuos e consumo do estudo anterior,
Jardim et al. (2018b) realizou avaliacdo de risco aos fungicidas triazéis (TR) e
ditiocarbamatos (DT). Cerca de 16% das amostras continham fungicidas triazdis,
principalmente a uva (53,5%), e 16,2% continham ditiocarbamatos, em especial a magé
(59,3%). O flusilazol foi o composto indicador utilizado para os efeitos agudos dos
triaz6is em mulheres com idade reprodutiva (malformacdo cranio-facial e variacdo
esquelética) e ciproconazol para os efeitos cronicos de hepatoxicidade. Com relacao aos
DT, o Etileno-bis-dititiocarbamatos (EBDC) foi usado como composto indicador
(toxicidade tireoidiana). No percentil 99,9 (P99.9), a ingestdo aguda cumulativa de TR
foi responsavel por até 0,5% da ARfD, principalmente pelo consumo de feijdo e arroz
(~70% da ingestdo total), e maca por cerca de 51-56% da ingestdo de DT. Os riscos
estimados da exposicdo a TR e DT ndo indicaram preocupacdo a saude do populacao
brasileira.

Estudos de avaliagdo da exposicdo a pesticidas que inclua o consumo de
maracuja sdo muito raros. Claeys et al. (2011) observaram que o fungicida
difenoconazol esteve entre 0 mais frequentemente detectados e excedeu o LMR para as
amostras de maracuja analisadas pelo programa de monitoramento de pesticidas em
frutas e vegetais da Bélgica, em 2008. Os resultados do estudo de avalia¢do de risco
demonstraram que a exposigdo cronica de individuos acima de 15 anos de idade ndo
representa preocupac¢do com a salde. Para maioria dos residuos de pesticidas estudados,

a exposicdo é cerca de cem vezes menor que a IDA (Claeys et al., 2011).
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1. OBJETIVOS

Geral

Validar métodos analiticos e determinar 0s niveis de pesticidas
(organofosforados, carbamatos, piretroides e outras classes) em maracuja (Passiflora
edulis) produzido em diferentes regides do Brasil e seus produtos comerciais e avaliar a

seguranca do seu consumo.

Objetivos especificos

1. Validar o método analitico espectrofotométrico para determinacdo de
ditiocarbamatos, em termos de CS», em Passiflora edulis.

2. Analisar amostras de frutos e folhas de P. edulis obtidas de produtores das
regides sudeste, centro-oeste e nordeste quanto aos niveis de fungicidas
ditiocarbamatos pelo método espectrofotométrico;

3. Validar um método multirresiduos para determinacéo de pesticidas em casca e
polpa de maracuja por LC-MS/MS e CG-MS/MS.

4. Analisar amostras de maracuja (casca e polpa) de produtores brasileiros quanto
aos niveis de pesticidas

5. Analisar amostras de polpa de maracuja congelada e farinha da casca de
maracuja adquiridos no comércio do Distrito Federal quanto aos niveis de
pesticidas.

6. Estimar fatores de processamento de lavagem do fruto e producédo de farinha da
casca do maracuja

7. Estimar a ingestdo cronica, aguda e o risco da exposi¢do da populagdo aos
pesticidas pelo consumo de suco de maracuja e farinha.

8. Validar um método multirresiduos para determinacédo de pesticidas em folhas de
P. edulis por LC-MS/MS, analisar amostras de folhas pelo método validado e

estimar o fator de processamento de secagem das folhas.
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IV. ESTRUTURA DA TESE

Esta tese esta organizada em quatro capitulos de maneira a atingir os objetivos
propostos no trabalho:

O Capitulo 1 (Materiais e Métodos) detalha a coleta das amostras de frutos e
folhas de P. edulis, o processamento, a obtencdo de farinha de maracuja e a secagem
das folhas. Estas informacdes serdo descritas de maneira mais sucintas nos capitulos
posteriores.

O Capitulo 2 (Dithiocarbamate Residues in Fruits and Leaves of Passion Fruit
(Passiflora edulis) from Different Brazilian Regions) trata dos resultados relacionados
ao primeiro e segundo objetivos deste estudo, que foram publicado no periédico Journal
of Brazilian Chemical Society em 2019 (Mozzaquatro et al., 2019).

O Capitulo 3 (Validacao de método multirresiduo de pesticidas em maracuja (P.
edulis) utilizando LC-MS/MS e GC-MS/MS e andlise de frutos e produtos comerciais)
traz os resultados da validagdo do método multirresiduos, analise de amostras de
maracuja, polpa de fruta congelada e farinha de maracuja, estimativa de fatores de
processamento e avaliacdo de risco atendendo aos objetivos de 3 a 7 deste trabalho. Este
trabalho sera posteriormente submetido para publicacdo no Journal of Agriculture and
Food Chemistry.

O Capitulo 4 comtempla o Gltimo objetivo deste estudo, que correspondem aos
resultados obtidos da validacdo do método multirresiduos na matriz folha por GC-
MS/MS, andlise de amostras e estimativa de fator de processamento para folha seca.
Este trabalho serd posteriormente submetido para publicagdo em revista indexada

internacional.
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CAPITULO 1: MATERIAIS E METODOS

1. Amostragem

A coleta de amostras de maracuja (P. edulis Sims) foi de responsabilidade da
EMBRAPA CERRADOS, parceira neste trabalho, que também foi responsavel pelo
transporte das amostras até o Laboratdrio de Toxicologia da UnB (LabTox).

As amostras de frutos e folhas foram coletadas durante o periodo de 2016 a
fevereiro de 2018 diretamente dos locais de cultivo em trés diferentes regides produtoras
do pais, compreendendo os estados do Rio de Janeiro, Bahia e Goiés, e o Distrito Federal
(Figura 1.1).

Regifes de coleta das amostras de frutos e folhas de Passiflora edulis Sims

Nordeste (BA)

Sudeste (RJ) Centro-Oeste (DF e GO)

Periodo: fevereiro a dezembro de 2016

Produtores: 3
Maracuja: 2
Folhas: 3

Produtores: 12
Maracuja: 14
Folhas: 14

Produtores: 6
Maracuja: 6
Folhas: 3

Periodo: fevereiro a dezembro de 2017 e fevereiro de 2018

Produtores: 15
Maracuja: 15
Folhas: 15

Produtores: 4
Maracuja: 7
Folhas: 7

Produtores: 11
Maracuja: 11
Folhas: 11

TOTAL

Produtores: 15
Maracuja: 15
Folhas: 18

Produtores: 16
Maracuja: 23
Folhas: 21

Produtores: 17
Maracuja: 17
Folhas: 14

Figura 1.1. Distribuicdo do numero de amostras de frutos e folhas de maracuja coletadas
em 2016, 2017 e 2018 em trés regides do Pais.

As folhas e frutos foram coletados simultaneamente por cada produtor, em
estagio ideal de maturacdo, com excecdo da Bahia, que ndo houve a coleta de trés
amostras de folhas em 2016, e no do Rio de Janeiro onde ndo se coletou uma amostra
de frutos por néo estarem maduros. Ao todo, foram coletadas 55 e 53 amostras de frutos
e folhas de maracuja, respectivamente, em 51 areas de producdo. Trés produtores do
Distrito Federal forneceram amostras em duas safras diferentes, e no estado de Goias,
foi possivel coletar de um mesmo produtor durante trés safras ao longo de 2016, 2017 e

2018. Todas as amostras coletadas na Bahia e no Rio de Janeiro tém origem de
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produtores distintos. Cada produtor forneceu cerca de 2 a 5 kg de frutos e 0,5 a 1 kg de
folhas. Adicionalmente, foram coletadas amostras cultivadas no sistema orgéanico do
Estado da Bahia, isentas de quaisquer residuos de pesticidas, para serem utilizadas como
“branco” durante a validacdo dos métodos analiticos.

Foram adquiridas em lojas de produtos naturais e supermercados do Distrito
Federal, 30 amostras comerciais de polpa de maracujd congelada e 11 amostras
comerciais de farinha de maracujd. As amostras de polpa foram devidamente
identificadas, homogeneizadas em liquidificador e armazenadas a -15 °C em freezer até

a realizacdo das analises.

2. Processamento das amostras

Ao chegarem ao Laboratdrio, todas as amostras de maracuja foram identificadas
e pesadas. Cada amostra de fruto foi dividida em duas porc@es iguais, uma das quais foi
submetida ao processo de lavagem em &gua corrente por cerca de 1 minuto, para
eliminar sujidades e mimetizar as condi¢6es na qual é disponibilizada no mercado. As
amostras do fruto foram posteriormente separadas em casca, polpa e semente. As cascas
foram cortadas em pedacBes menores e congeladas e a polpa separada manualmente da
semente com auxilio de uma peneira. Todas as fracGes foram pesadas, identificadas e
armazenadas a — 15 ° C até o momento das analises (Figura 1.2). Depois de congeladas,
as amostras de folhas foram cortadas em pedacos pequenos com auxilio de uma faca e

imediatamente armazenadas em freezer a—15° C.

Blhos de
Pocilic

Figura 1.2. Amostra congelada de maracuja, fracionada em casca, polpa e sementes,
juntamente com as folhas do respectivo maracujazeiro
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3. Secagem das amostras de folhas de P. edulis

Amostras de folhas selecionadas foram submetidas ao processo de secagem ou
desidratacdo. Cerca de 250g de cada amostra de folhas foram colocadas em uma
secadora industrial com circulacdo de ar quente a uma temperatura média de 40 a 45 °
C por 48 horas, até a secagem completa (Figura 1.3). Esse processo de secagem foi
utilizado para se assemelhar ao tratamento de desidratacdo adotado para as folhas de P.
edulis quando utilizadas como droga vegetal (Rocha et al., 2008). As folhas secas,
posteriormente foram analisadas pelos métodos para determinacdo de ditiocarbamatos

e multirresiduos.

[ Desidratacao das folhas de P. edulis
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R selecionadas foram liquidificador
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freezer a -15 °C
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Figura 1.3. Esquema do tratamento dado as folhas de P. edulis
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4. Preparagdo da farinha de maracuja

Os frutos inteiros de maracujé ja lavados anteriormente em &gua corrente foram
imersos em solucdo sanitizante de hipoclorito de soédio durante 15 minutos. Apds a
sanitizacdo, a polpa foi retirada e as cascas cortadas manualmente em pedagcos menores.
Uma fracdo de aproximadamente 100 g foi separada e armazenada em freezer até o
momento da analise, e a outra foi colocada em secadora com circulacao forcada de ar a
60°C, por 10 a 15 horas. Apds a secagem, as cascas foram trituradas em liquidificador
para obtencdo da farinha na granulometria adequada (Figura 1.4). No total, foram
produzidas 24 amostras de farinha de maracuja, com umidade média de 9 %, as quais

foram armazenadas em sacos plasticos até 0 momento da analise.

[ Elaboracao da farinha de maracuja ]

Sanitizacao dos
frutos

7

Moagem em
liquidificador

Cascas secas Farinha de maracuja

\

Figura 1.4. Elaboragéo de farinha da casca de maracuji em laboratorio.
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CAPITULO 2: DITHIOCARBAMATE RESIDUES IN FRUITS AND LEAVES
OF PASSION FRUIT (Passiflora edulisy FROM DIFFERENT BRAZILIAN
REGIONS

Este artigo foi publicado no periddico Journal of Brazilian Chemical Society,
1834-1840, 2019 (Anexo).

Abstract

Dithiocarbamates are widely used fungicides, including in passion fruit, whose
fruits are mainly used for juice production, the leaves for the preparation of herbal tea
and medicines. Also, the use of the peel in the food industry has been proposed. In this
study, the spectrophotometric method for determination of dithiocarbamate residues, as
CS», in passion fruit (Passiflora edulis) was validated at a limit of quantification (LOQ)
of 0.05 mg kg-1 CS», and 108 samples (55 fruits and 53 leaves) collected from Brazilian
growers were analyzed. About 25% of the fruit peel samples were positive (0.06 to 1.4
mg kg-1) and only one sample had residues in the pulp (0.09 mg kg-1), 43.4% of leaf
samples contained residues. Washing of fruit reduced the residues in the peel by up to
100%, and drying the leaves increased residue levels by up to 60%. This is the first study
that reports dithiocarbamate residues in passion fruit in Brazil, and the results are
important for government authorities when planning monitoring programs, and for food

and herbal medicine industries.

58



CAPITULO 3: VALIDACAO DE METODO MULTIRRESIDUO DE
PESTICIDAS EM MARACUJA (P. edulis) UTILIZANDO LC-MS/MS E GC-
MS/MS E ANALISE DE FRUTOS E PRODUTOS COMERCIAIS

Resumo

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de maracuj, principalmente
Passiflora edulis, popularmente conhecida como maracuji amarelo ou azedo. O suco é
o0 principal produto industrial, mas o uso da casca como alimento funcional tem sido
explorado. Este estudo teve como objetivo validar métodos multirresiduos para
determinacdo de 80 pesticidas em casca e polpa de maracuja por LC-MS/MS e GC-
MS/MS, e analisar amostras de maracuja e produtos industriais. Um total de 55 amostras
de frutos de maracuja foi obtido de produtores nos estados da Bahia, Rio de Janeiro,
Goiés e no Distrito Federal e 30 amostras de polpa congelada e 12 amostras de farinha
de maracuja foram adquiridos no comércio do Distrito Federal. O método foi
satisfatoriamente validado nos dois equipamentos, com recuperacgdes entre 70% e 120%
e 0s desvios padrdes relativos (RSD) < 20% para a maioria dos compostos, com LOQ
de 0,005 ou 0,01 mg kg™. Cerca de 27% dos 80 analitos monitorados foram detectados,
e destes 70% ndo tem uso autorizado no Brasil para a cultura do maracuja. Pelo menos
um analito foi detectado em 60% das amostras de casca analisadas, principalmente
imidacloprido, carbendazim e metamidofds, em concentracdes maximas de 0,05, 0,07 e
0,1 mg kg, respectivamente. Aproximadamente 25% das amostras de polpa das frutas
foram positivas para pelo menos um pesticida. Dos pesticidas detectados com uso
autorizado no maracuja, nenhum ultrapassou o LMR estabelecido para a cultura. Cerca
de 63% das amostras comerciais de polpa congelada foram positivas, indicando possivel
contaminacdo no processo industrial. Quatro amostras de farinha de maracuja
continham residuos de pesticidas, principalmente metamidofés. O processo de
desidratagdo da casca aumentou os niveis de residuos iniciais em até 15 vezes
(imidacloprido). As exposicdes cronica e aguda estimadas ndo indicaram preocupacgao
a saude dos consumidores brasileiros, sendo maior para 0 metamidofos (0,01% da IDA)
e carbendazim (0,14% da ARfD) pelo consumo de suco e de 1,3% da IDA e da ARfD
do metamidofos pelo consumo de farinha. Porém, o uso ilegal de pesticidas na cultura
do maracuja indica que os agricultores ndo estdo seguindo as boas préaticas agricolas,
provavelmente por ndo contarem com uma boa assisténcia técnica no campo.

Palavras-chave: LC-MS/MS, GC-MS/MS, maracuja, suco, farinha de maracuja.
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1. Introducéo

O género Passiflora é o maior da familia Passifloraceae e corresponde a mais de
500 espécies, as quais sao conhecidas pelos seus frutos comestiveis (maracuja), flores
ornamentais e propriedades farmacéuticas (Panelli et al., 2018). O Brasil € o maior
produtor e consumidor mundial de maracuja, com ao menos 140 espécies nativas,
principalmente Passiflora edulis, responsavel por 98% da producdo brasileira (Ferreira,
2005; Cervi, 2006; Faleiro et al., 2008). O suco de maracuja € o principal produto
industrial, e a casca, responsavel por aproximadamente 60% do peso total do fruto, tem
sido foco de estudos por apresentar bom valor nutricional, incluindo fibras sollveis
(pectinas e mucilagens), vitamina B3, célcio e fosforo (Cordova et al., 2005). A ingestéo
de farinha da casca tem sido testada no tratamento de pacientes portadores de Diabetes
Mellitus tipo Il e obesidade (Janebro et al., 2008; Queiroz et al., 2012; Ramos et al.,
2007; Medeiros et al., 2009).

O uso de pesticidas é atualmente a principal estratégia na agricultura para
controle de pragas que comprometem a produtividade e a qualidade dos alimentos, como
insetos, fungos e ervas daninhas (FAO/WHO, 2020). No Brasil, 33 pesticidas de
diferentes grupos quimicos sdo registrados para uso na cultura do maracujé, incluindo
mancozebe e metiram (dithiocarbamatos), imidacloprida (neocotinoide), deltametrina
(piretréides), difeconazol (triazol, e piraclostrobina (estrobilurina) (ANVISA, 2021;
Tabela S1, Material Suplementar). O monitoramento dos niveis de residuos desses
compostos nos alimentos é importante para verificar o uso das boas préaticas agricolas
no campo, incluindo o uso de pesticidas registrados na cultura e se 0s niveis nao
ultrapassam os limites méaximos de residuos (ANVISA, 2019). Adicionalmente, os
resultados séo utilizados para avaliar a exposi¢do humana a pesticidas e o potencial risco
para a saude (Jardim et al, 2018). No Unico estudo que avaliou pesticidas em maracuja
no Brasil, cerca de 25% das 55 amostras analisadas foram positivas para ditiocarbamatos
(Mozzaquatro et al., 2018).

As primeiras etapas do método analitico para determinacdo dos niveis de
residuos de pesticidas de grupos quimicos distintos em alimentos (método
multirresiduos) sdo a extracdo do analito e a limpeza (clean-up) da amostra. O método
QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe) tem sido amplamente
utilizado desde que foi introduzido por Anastassiades et al. (2003). Inicialmente
desenvolvido para analise de frutas, 0 método se baseia na extracdo com acetonitrila,

seguida de particdo com sais e limpeza por extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE)
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(Anastassiades et al., 2003). Versoes adaptadas foram desenvolvidas posteriormente
pelo mesmo grupo de pesquisa, como 0 QUEChERS acetato, com adicdo de aceto de
sodio e acido acético durante a extracdo (Lehotey, 2005), e 0 QUEChERS citrato, com
adicdo de NaoHCit e NasCit (Anastassiades et al., 2007). Outras modificacOes nesta
técnica tém sido descritas por outros autores, como a substituicdo dos sorbentes, com
uso de octadecilsilano (Cig) (Dankyi et al., 2015), florisil (Volpatto et el., 2016;
Kemmerich et al., 2018), Cus, florisil e alumina (Cerqueira et al.,2014). Também
ocorrem substituicdes relacionadas ao solvente extrator, como o uso de acetato de etila
(Aysal et al., 2007; Banerjee et al., 2007; Sahoo, 2011; Chen et al., 2011; Jardim et al.,
2014; Grande-Martinez et al., 2016) e acetonitrila acidificada/acetato de etila (70:30)
(Tette et al, 2016).

Dentre as técnicas para identificacdo e quantificacdo dos residuos de pesticidas
pertencentes a diferentes grupos quimicos nas diferentes matrizes de alimentos, aquelas
que utilizam a cromatografia liquida (LC) ou gasosa (GC) acoplada a detectores de
espectrometria de massas (MS) sdo as mais utilizadas nas ultimas duas décadas,
incluindo LC-MS/MS (Danky et al., 2015; Valera-Tarifa, 2020), UHPLC-MS/MS
(Carneiro et al., 2013; Lee et al., 2018; Kemmerich et al., 2019), LC-QTOF (Munaretto
et al., 2016), UHPLC-Orbitrap-MS (Concha-Meyer et al., 2019), GC-MS (Farajzadeh
etal., 2019) e GC-MS/MS (Grande-Martinez et al., 2016).

No melhor do nosso conhecimento, ndo existem métodos multirresiduos para
determinacdo de pesticidas que inclua a matriz maracuja e dados de residuos nessa
cultura séo escassos no Brasil e no mundo. Este estudo teve como objetivo validar
método multirresiduos para determinacao de 80 pesticidas multiclasses na casca e polpa
de maracuja por LC-MS/MS e GC-MS/MS, e analisar amostras reais de maracuja
obtidas de produtores de diferentes regides do Brasil e de polpa congelada e farinha de

maracuja comercializadas no pais.

2. Materiais e Métodos

2.1. Quimicos e reagentes

Acetato de etila (AcEt), acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH) grau-HPLC
foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany), e acetona da Dinamica (Brasil).
Tolueno grau-HPLC foi obtido da Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, USA), acido
acetico e acetato de sodio anidro (99,5 %) da J. T. Baker (Phillipsburg, NJ), sulfato de
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magnésio anidro foi obtido da Sigma-Aldrich (> 99,5 %) (St. Louis, MO), PSA
(primary-secondary amine) foi obtido da Supelco (Bellefonte, PA), e formiato de
amonio da Fluka (Buchs, Switzerland).

Padrbes analiticos e metabdlitos (pureza de 94 a 100%) de 80 pesticidas
investigados no estudo foram adquiridos da Accu Standard (USA) (Tabela S1, Material
Suplementar). Solugdes mée individuais dos pesticidas (1 mg mL™) foram preparadas
em 10 mL (baldes volumétricos calibrados com certificagao “A”) em tolueno, acetona,
MeOH, ou AcEt, de acordo com a solubilidade e estabilidade de cada composto.
Solugdes de trabalho de mistura (10 ng puL™) de 50 analitos determinados por LC-
MS/MS (carbamatos, triazois, organofosforados e outros grupos quimicos) foram
preparadas em metanol, e de 30 analitos determinados por GC-MS/MS
(organofosforados, piretroides e outros grupos quimicos) foram preparados em AcEt. A
solucdo de mistura foi diluida para preparacdo de solucGes de trabalho, e todas as
solucgdes preparadas foram identificadas e armazenadas em vial ambar a -15 °C.

2.2. Extracdo e clean-up

O método utilizado nesse estudo se baseou no método QUEChERS modificado
desenvolvido por Jardim et al. (2014), que utiliza acetato de etila como solvente de
extracdo. Esse método foi validado para a determinacdo de oito pesticidas carbamatos e
metabolitos por LC-MS/MS e 27 pesticidas de diferentes classes por GC-UECD ou GC-
FPD. Em resumo, 15 g de amostra previamente homogeneizada (casca ou polpa de
maracuja) foram pesadas em tubo falcon de 50 mL, adicionados 15 mL de AcEt (1% de
acido acético), o tudo agitado manualmente por 1 minuto, 6 g de MgSOas e 1,5 g de
H3COONa acrescentados, novamente agitacdo manual, e o tubo levado a centrifugacéo
(3500 rpm/5min.). 6 mL de fase organica foram transferidos para tubo falcon de 15 mL
contendo PSA e MgSO4 (300 e 900 mg, respectivamente), seguido de agitacdo manual,
1,5 mL do extrato foram transferidos para vial, evaporados sob N, os residuos
ressuspendidos em MeOH:H,0 (50:50) e filtrados com filtro de 0,45 um para injecéo
no LC-MS/MS. Para as andlises em GC-MS/MS, os extratos purificados foram
ressuspendidos com AcEt e injetados. Para analise das amostras de farinha de maracuja,

2 g foram previamente hidratadas com 13 mL de agua Milli-Q por 30 minutos.
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2.3. LC-MS/MS

As anélises em LC-MS/MS foram realizadas utilizando um sistema Shimadzu
LC (Kyoto, Japan), acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo
4000QTRAP (SCIEX, Framingham, MA, USA), com fonte TurbolonSpray com
ionizagdo ESI (Electrospray lonization) no modo positivo. Os dados foram adquiridos
pelo software de controle Analyst® V 1.5.2 (SCIEX).

Os parametros do MS/MS para cada analito foram otimizados através de infuséo
direta das solugdes dos padrdes analiticos (50-200 ng mL™; dissolvidos em MeOH/H:0,
contendo formiato de aménio, 5 mM) no espectrometro de massas, com fluxo de 10
pL/min. Para separacao cromatografica, foi utilizada uma coluna Synergi 4u Fusion RP
80 A 50 x 2.00 mm 4 micron (Phenomenex) com pré-coluna (Fusion-RP 4x2.0 mm). O
forno operou em temperatura de 40 °C, e as fases moveis foram: (A) agua:ACN (80:20)
+ 5 mmol L ! formiato de aménio e (B) MeOH + 5 mmol L * de formiato de amonio.
A vazdo foi de 0,25 mL/min, com gradiente de eluicdo de 0-10 minutos até 90% de B,
mantendo entre 10-13 minutos, e em 13-13,1 minutos retorna-se a 0% de B. Os dados
foram adquiridos no modo Scheduled MRM (Multiple-Reaction-Monitoring). As
condigdes de otimizacdo da fonte de ions foram: curtain gas de 20 psi; nitrogen collision
gas como alto; ion spray voltage de 4500 V; temperatura de 450 ° C; ion source gas
(GS1 e GS2) de 40 psi. Os parametros dos 50 analitos no sistema LC-MS/MS estdo
mostrados na Tabela S2. Para cada analito foram selecionados duas transi¢fes, uma de

quantificacdo e uma de qualificacao).

2.4. GC-MS/MS

O equipamento Trace GC Ultra (Thermo Scientific) com injetor de temperatura
de vaporizagdo programada (PTV) acoplado ao espectrdmetro de massas triplo
quadrupolo (Quantum XLS, Thermo Scientific) foi usado no estudo. Uma coluna TR-
Pesticide Il (Thermo Scientific) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um ID, precedida de coluna
guarda (5m x 0,25 mm) foram usada na separacdo cromatografica, com fluxo de 1,2
mL/mim de gas hélio (99,99% de pureza) como gas de arraste. O espectrometro de
massas foi operado no modo de ionizagéo positiva, e os dados foram adquiridos usando
monitoramento de reagédo selecionada (selected reaction monitoring, SRM). Argonio
(1,5 mTorr) foi usado como gés de colisdo e a temperatura da fonte de ions foi de 250

°C. O volume de injecéo foi de 1 pL no modo splitless. Inicialmente os padrdes
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analiticos foram inseridos no espectrébmetro de massas por meio de injecdes no modo
full scan na concentracdo de 1000 ng mL™. Apds analises qualitativas, por meio de
comparacgOes dos espectrometros de massas dos padrdes analiticos com a library NIST
(Versdo 2.0, Thermo) e identificacdo do tempo de retencdo de cada um atraves da
separa¢do cromatografica, 0 método SRM foi criado. A Tabela S3 mostra os parametros
otimizados para determinagé&o de 30 analitos no sistema GC-MS/MS. Para cada analito
foram selecionados dois ions produtos, um de quantificacdo e um de qualificacéo, a

partir de um mesmao ion precursor ou a partir de ions precursores distintos.

2.5. Validacdo do método

A validacdo do metodo foi realizada de acordo com as recomendacOes
preconizadas por SANTE 11813/2017. Amostras de maracuja de cultivo orgéanico
provenientes da Bahia e do Distrito Federal foram utilizadas como branco. A
seletividade foi avaliada analisando os cromatogramas no LC-MS/MS e GC-MS/MS de
amostras branco e fortificadas, verificando a existéncia de interferentes com mesmo
tempo de retencdo que os pesticidas de interesse. A linearidade foi avaliada para cada
analito em cinco niveis de concentracdo, trés repeti¢bes, usando calibracdo externa em
matriz. Os parametros lineares da regressao foram estimados pelo método dos minimos
quadrados ordinarios, a presenca de outliers verificada pelo teste de Grubbs, a
homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran e o coeficiente de determinacéo
(R?) e a significancia da regressdo obtida pela ANOVA. Para dados heterocedasticos,
diferentes fatores de ponderagéo foram testados e aquele que produziu a menor soma de
erros relativos foi escolhido para a regressdo. As faixas de concentracdo das curvas de
calibragdo (cinco pontos) no sistema LC-MS/MS variaram de 20 a 500 ng mL™ e no
sistema CG-MS/MS de 20 a 1100 ng mL™,

Recuperac6es dos analitos em cada matriz foram avaliadas pela comparacao das
areas das amostras fortificadas em 4 ou 3 niveis diferentes com a area da matriz
compativel com os padrBes externos, expressa em %. O experimento foi realizado no
mesmo dia, pelo mesmo analista, em cinco replicatas A repetibilidade foi expressa como
desvios padrao relativo (% RSDr). A precisao intermediaria foi avaliada pela anélise de
amostras fortificadas em 4 ou 3 niveis de concentragdo, pelo mesmo analista, em dias
diferentes (% RSDp). Para cada pesticida, o LOQ foi definido como o nivel mais baixo
para o qual o método foi validado de forma satisfatoria (recuperacdo entre 70 e 120% e

RSDr e RSDp <20%). Todas as réplicas usadas para validagdo foram preparadas a partir
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de solugdes de trabalho de mistura.

2.6. Amostras

Foram obtidas 55 amostras de maracuja (P. edulis) diretamente de 51 produtores
nos estados do Rio de Janeiro, Goias e Bahia, e no Distrito Federal, cultivados em
sistema convencional, no periodo de fevereiro de 2016 a fevereiro de 2018, cobrindo
duas safras (Mozzaquatro et al., 2018). Ao chegarem no laboratorio, as amostras de
frutos de maracuja foram divididas em duas porc¢des, sendo que uma delas foi submetida
a lavagem em &gua corrente por cerca de 1 minuto. Os frutos lavados e ndo lavadas
foram congelados e posteriormente separados manualmente em casca, polpa e semente,
com auxilio de faca e peneira, tomando cuidado para evitar contato entre a polpa e a
parte externa da casca. As cascas foram cortadas em pequenos pedacos, trituradas em
liquidificador e congeladas até 0 momento da anélise. Polpa e semente foram congeladas
antes da analise.

Adicionalmente, em 2020 foram adquiridas em lojas de produtos naturais e
supermercados no Distrito Federal 30 amostras de polpa de maracuja congelada de 11
marcas diferentes e 12 amostras de farinha da casca de diferentes marcas. As amostras
de polpa congelada foram armazenadas a — 15 °C e as amostras de farinha em
temperatura ambiente (23-25°C) até o momento da analise.

Durante as analises das amostras, controles fortificados (QC) de cada matriz
contendo todos os analitos do escopo, com duas réplicas auténticas em pelo menos dois
niveis de fortificacdo (0,005 e 0,01 mg kg™) e também amostras branco para cada matriz
foram inseridas nos batches de andlise nos sistemas LC-MS/MS e GC-MS/MS. Os
dados adquiridos serviram para avaliar a performance do método validado numa analise
de rotina.

A partir das concentracdes de pesticida detectadas nas amostras de casca e 0 peso
que esta representa, foi estimada a concentracdo de pesticida no fruto total para cada
amostra. Para o calculo da concentracdo no fruto, residuos detectados em niveis abaixo

do LOQ do método foram considerados como ¥z do LOQ.

2.7. Fator de processamento
Para a producdo da farinha de maracuja, os frutos foram lavados com solucéo de

hipoclorito por 5 minutos e a casca separada manualmente. Uma por¢éo de 100 g da
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casca foi pesada para posterior processamento e analise, e o restante foi submetido ao
processo de secagem em secadora industrial com circulacdo de ar quente a uma
temperatura média de 60 °© C por cerca de 10 horas (teor médio de umidade de 10%)
(Srur, 2003). As cascas secas foram trituradas em liquidificador e peneiradas para
obtencdo da farinha.

Primeiramente foram analisadas amostras de casca do fruto ndo lavado, e aquelas
que apresentaram resultados > LOQ, foram selecionadas e submetidas ao processo de
lavagem para estimar o impacto de lavagem no nivel de residuos. As cascas lavadas e
ndo lavadas e a farinha produzida foram analisadas para determinar o fator de
processamento (FP) da lavagem (casca nédo lavada - casca lavada) e da farinha (casca
lavada > farinha). O FP é definido como a razdo entre as concentracGes do pesticida na

amostra depois e antes do processamento do alimento (Hamilton et al., 2016).

2.8. Avaliacdo de risco da exposicao
A ingestéo cronica e aguda de pesticidas pelo consumo de suco (a partir da polpa
congelada comercial) e farinha de maracuja (comercial) foi estimada para os pesticidas

detectados em niveis quantificaveis (> LOQ) nas amostras, considerando a Equagao:
Ingestao = concentracdo x (consumo/peso corporeo)

O consumo de suco de maracuja e peso corpdreo foram obtidos da Pesquisa de
Orcamento Familiar (POF) 2017/2018 conduzida pelo IBGE com 46164 individuos a
partir de 10 anos de idade. A estimativa considerou o fator de expansdo da amostra para
representar toda a populacéo brasileira (IBGE, 2020).

Para a avaliagdo da exposicao cronica, considerou-se o consumo médio de suco
de maracuja e o peso corporeo (pc) medio de toda a populacdo da POF 2017/2018 (0,15
g/kg pc), e a concentracdo média dos pesticidas encontradas nas amostras.

Para a avaliacdo da exposi¢do aguda (no periodo de 24 hs), considerou-se 0 97,5
percentil (97,5P) de consumo (FAO/WHO, 2020) e o peso médio dos participantes que
reportaram o consumo de suco de maracuja (n=3090), ou seja, 4,59 g/kg pc. Na
exposicdo aguda a triazéis, considera-se somente a populacdo de consumidores
mulheres em idade gestacional (15 a 45 anos; n=1793), que tem o0 97,5P de 12 g/kg pc.
Como parametro de concentracdo, considerou-se a concentracdo maxima encontrada

nas amostras. A estimativa da ingestdo de pesticidas pelo consumo de suco considerou
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um fator de diluicdo da polpa de 70%, que foi aplicado aos niveis de residuos
quantificados nas amostras.

A estimativa da ingestdo cronica e aguda a pesticida pelo consumo de farinha
considerou a recomendacao de consumo nos rétulos dos produtos, que variou entre 1-2
colheres de sopa (15 a 30 g) de 1-3 vezes ao dia (15 a 180g/dia; média de 87 g e 97,5P
de 174g). Nos dois casos foram considerados o peso médio da populagdo estimada pela
POF 2017/2018 (69,0 kg).

O risco da exposicao foi avaliado comparando-se a ingestdo estimada com o
parametro toxicoldgico de seguranga cronico (ingestdo diaria aceitavel, IDA) ou aguda
do pesticida (dose de referéncia aguda, ARfD), quando disponivel. Risco pode existir

quando a ingestdo for maior que a IDA ou ARTD.

3. Resultados

3.1 Validacdo do método multirresiduos por LC-MS/MS

Os cromatogramas dos brancos das matrizes casca e polpa ndo mostraram
nenhum pico de interferéncia eluindo no mesmo tempo de retencdo dos analitos em
avaliacdo, indicando seletividade satisfatéria do método. A Figura 3.1 mostra um
cromatograma contendo os 50 pesticidas determinados por LC-MS/MS, onde sdo

monitorados duas transi¢des para cada um dos analitos (Tabela S2).

Intersity, cps

Figura 3.1. Cromatograma do método Scheduled MRM (multiple-reaction-monitoring)
no sistema LC-MS/MS de uma solucdo de trabalho de mistura com 50 analitos na
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concentragdo de 100 ng mL ** em polpa de maracuja. Os tempos de retencdo de cada
analito estdo mostrados na Tabela S2 (Material Suplementar).

O comportamento dos residuos das curvas analiticas obtido pelo método dos
minimos quadrados mostrou homocedasticidade (C calc < C tab; 5;3) para 39 analitos.
Para os demais (heterocedasticos = C calc > C tab; 5;3) regressdes lineares ponderadas
foram testadas (Miller e Ambrus, 2000), onde os melhores fatores de ponderagdo foram
selecionados: 1/x para carbendazim, carbofurano e pirimicarbe, 1/x? para aldicarbe,
azoxistrobina, boscalida, dimetoato e paraoxom-metilico e 1/y? para aldicarbe
sulfoxido, metiocarbe e buprofezina. Coeficientes de determinacdo (R?) foram
superiores a 0,99 para todos os analitos, as regressdes foram significativos (p <0,05), e
ndo houve falta de ajuste para as regressdes usadas nos procedimentos de calibracéo.

A Figura 3.2 resume os resultados da recuperacao e da precisdo intermediaria
(RSDp) obtidas durante a validacdo em diferentes concentracgdes (0,005; 0,01; 0,02 e
0,10 mg kg™) para os 50 analitos em casca de maracuja analisados por LC-MS/MS. Os
resultados para cada analito, inclusive de repetibilidade (RSDy), estdo mostrados na
Tabela S4 (Material Suplementar). A maioria dos analitos obteve recuperacdes entre 70
e 120% e repetibilidade e precisdo intermediarias inferiores a 20%. Para 17 analitos
(34%) a recuperacao média (n=5) foi menor que 70% em pelo menos um nivel avaliado,
com a menor recuperacdo (55%) encontrada para o clorpirifos e diazinona no menor
nivel de fortificacdo (Tabela S4). A recuperacédo foi maior que 120% para o0 metidationa
nos niveis menor e maior (164 e 133%, respectivamente). A repetibilidade foi menor
que 20% para todos os analitos em todos os niveis, e a precisao intermediaria > 20%
(21-28%) em pelo menos um nivel para seis analitos (aldicarbe-sulféxido, boscalida,
carbofuran-3-OH, cresoxim metilico, metidationa e diazinona, Tabela S4). Estes
desvios pontuais dos parametros de validacdo foram considerados aceitaveis e 0 LOQ
para a matriz casca foi definido como 0,005 mg kg* para todos os analitos, com excegao
de diazinona, clorpirifés e metidationa que foi definido como 0,01 mg kg™.

A Figura 3.2 também resume os resultados da validacdo da polpa de maracuja e
os valores individuais estdo mostrados na Tabela S5. Recuperagdes médias menores
que 70% em pelo menos um nivel de fortificagdo foram encontradas para quatro
analitos, com metamidofds apresentando as menores recuperacdes (63 a 65%, nos trés
menores niveis de fortificacdo), e o triclorfon apresentou recuperagdo média de 143%

no maior nivel. Pirimifds, tebuconazol e triclorfon apresentaram repetibilidade média
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em um nivel de fortificagdo entre 22 e 26%, e vinte analitos apresentaram precisdo
intermediaria média acima de 20%, com cresozim-metilico e metiocarbe apresentando
os valores mais altos (29 e 30% no nivel de fortificacdo mais baixa), e ometoato e
triclorfon (30 e 35% no nivel mais alto). Apesar de existirem desvios pontuais para
alguns analitos relacionados aos parametros de validacdo, o LOQ foi estabelecido como
0,005 mg kg para todos os analitos na matriz polpa de maracuja.

3.2 Validacdo do método multirresiduos por GC-MS/MS

O teste de seletividade com amostras branco de casca e polpa de maracuja ndo
mostraram a presenca de interferentes no mesmo tempo de retencdo dos analitos
inseridos no método SRM do GC-MS/MS. A Figura 3.3 mostra um cromatograma
incluindo os 30 analitos analisados por SRM.
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Figura 3.2. Resultados da validacdo do método para determinacdo de 50 analitos em
casca e polpa de P. edulis por LC-MS/MS, em quatro niveis de fortificacdo.
Percentagem de analitos em cada faixa de A: Recuperagdo; B: Repetibilidade; C:
Precisdo intermediéria.
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Figura 3.3. Cromatograma dos ions totais (TIC) do método SRM no sistema GC-
MS/MS de uma solucdo de trabalho de mistura com 30 analitos na concentrac¢ao de 1100
ng mL ! em casca de maracuja. Os tempos de retencéo de cada analito estio mostrados
na Tabela S3 (Material Suplementar).
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As anélises das curvas analiticas de calibracdo externa em matriz mostraram
comportamento homocedastico (C calc < C tab; 5;3) para todos os analitos inseridos no
método. Coeficientes de determinagdo (R?) foram superiores a 0,99, regressdes foram
significativos (p <0,05), e ndo houve falta de ajuste para as regressdes usadas nos
procedimentos de calibragéo.

Um resumo dos dados dos resultados de recuperacao e precisdo intermediéria
nas matrizes casca e polpa de maracuja sao mostrados na Figura 3.4, e os resultados de
recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria para cada analito nas matrizes casca
e polpa estdo apresentados nas Tabelas S6 e S7, respectivamente. Com relagdo a matriz
casca de maracuja, recuperacdes médias (n=5) inferiores a 70% (valores entre 61 e 69%)
foram obtidas apenas para 4 analitos. Mevinfos obteve 61% de recupera¢do no menor
nivel de fortificacdo e nenhum dos analitos obteve recuperacdo média acima de 120%.
A precisdo intermediéaria foi satisfatoria para maioria dos analitos, com valores de RSDp
inferiores a 20%, com excegdo de fentiona, A-cialotrina e parationa-metilica, cujos
valores foram entre 22 e 24% em pelo menos um dos niveis de fortificacao.

Para matriz polpa de maracuja, recuperacdo média inferior a 70% foi obtida
apenas para o azinfos metilico (69%). A repetibilidade foi inferior a 20% para todos 0s
analitos, com excecdo de azinfés-metilico, que obteve 31% no maior nivel de
fortificacdo e ciflutrina com valores de 33 e 21%, no menor e maior nivel de fortificagdo,
respectivamente. Para grande maioria dos analitos, os valores de RSD, foram inferiores
a 20%, com excecdo de 4 analitos (até 32% para clortiofds no nivel de 0,01 mg kg™).
Apesar dos pequenos desvios pontuais dos dados de validacdo realizados no GC-
MS/MS, o valor do LOQ de 0,005 mg kg™ foi definido para as matrizes casca e polpa

de maracuja.
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Figura 3.4. Resultados da validacdo do método para determinacdo de 30 analitos em
casca e polpa de P. edulis por GC-MS/MS, em quatro niveis de fortificacdo.
Percentagem de analitos em cada faixa de A: Recuperacdo; B: Repetibilidade; C:
Precisdo intermediria
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3.3 Amostras de maracuja

Cerca de 60 % das 55 amostras de cascas analisadas foram positivas (n=32) para
pelo menos um ingrediente ativo em niveis tragos (< LOQ) ou quantificaveis (> LOQ).
A Tabela 3.1 resume os resultados das amostras positivas na casca, polpa e fruto de
maracujé coletadas em diferentes regides do Pais, e a Tabela S8 (Material Suplementar)
mostra os niveis de residuos presentes em cada amostra positiva. Os controles de
qualidade internos (n = 2), em niveis 0,005 e 0,01 mg kg™, incluidos em cada lote de
extracdo estavam dentro da faixa aceitavel para recuperacdes (65-120%) e repetibilidade
(RSDr <20%), confirmando que o método teve um bom desempenho durante a anlise
de rotina nos dois equipamentos.

Dos 80 analitos monitorados pelos métodos multirresiduos validados neste
estudo, 19 foram detectados, dos quais 12 por LC-MS/MS (24% dos 50 analitos
investigados) e sete por GC-MS/MS (23,3% dos 30 analitos investigados).
Imidacloprido obteve a maior frequéncia de deteccéo, presente em 40,6 % das amostras
de casca positivas (n=13), com concentracdo maxima de 0,07 mg kg*. O segundo
analito mais frequente foi o carbendazim (37,5%; méaxima de 0,15 mg kg™?), seguido de
metamidofos (25%; 0,30 mg kg™t), A-cialotrina (21,8%; 0,04 mg kg™) e acefato (18,7
%; 0,50 mg kg™).

Cerca de 25% das amostras de polpa (n=14) apresentaram residuos de pelo
menos um dos ingredientes ativos detectados na casca. As concentracdes variaram entre
<L0Q a 0,09 mg kg ! (acefato). Para todas as amostras analisadas, os niveis detectados
na polpa foram inferiores aos da casca, representando em média 13,8% da concentracéo
nas cinco amostras quantificadas. Uma das amostras de casca de maracuja analisada
continha sete analitos, sendo dois piretroides (cipermetirina e A-cialotrina), dois triazois
(difenoconazol e tebuconazol), dois organofosforados (dimetoato e ometoato) e um
neonicotindide (imidacloprido) (Tabela S8). Quando analisada a polpa deste fruto, foi
detectado apenas cipermetrina (0,01 mg kg™?) e tragos de imidacloprido (< LOQ). Nove
amostras de casca apresentaram 4 ou 5 analitos (Tabela S8).

As concentragcdes maximas estimadas no fruto a partir das concentragdes na
casca e na polpa variaram de tragos (piraclostrobina e tebuconazol) a 0,4 mg kg™
(cipermetrina). Para todos pesticidas autorizados as concentragdes estimadas no fruto

maracuja foram inferiores ao LMR estabelecido
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Tabela 3.1. Pesticidas detectados em 32 das 55 amostras de maracuja analisadas por
LC-MS/MS ou GC-MS/MS

Casca Polpa
> Tragos Tragos Fruto®
Pesticida LOQ, : Max., >L0Q, Max., Max,,
n na mg kg? n n®  mgkg! mgkg?

Imidacloprido  LC 11 2 0,07 7 1 0,008 0,05
Carbendazim LC 10 2 0,15 nd 1 nd 0,07
Metamidofés  LC 6 2 0.30 1 0,03 0,20
L-cialotrina GC 6 1 0,04 nd nd 0,03
Acefato LC 6 0,50 5 0,09 0,25
Clorotalonil GC 5 0,05 1 0,005 0,03
Clorfenapir GC 5 0,05 nd nd 0,02
Deltametrina GC 3 0,02 nd nd 0,01
Cipermetrina GC 3 0,5 3 0.01 0,4

Ometoato LC 3 0,03 nd nd 0,02
Dimetoato LC 2 0,2 nd nd 0,1

Tebuconazol LC 2 0,02 nd nd 0,01
Metomil LC 1 2 0,01 nd nd 0,006
Difeconazol LC 1 1 0,005 nd nd tracos
Profenophos LC 1 0,01 nd nd 0,009
Malationa LC 1 0,02 nd nd 0,01
Esfenvarelato  GC 1 0,02 nd nd 0,005
Fenvarelato GC 1 0,04 nd nd 0,01
Piraclostrobina LC 1 tracos nd nd tracos

n= ndmero de amostras; nd= n&o detectado; ® < LOQ; ® concentrag@es no nivel de tracos
foram consideradas como %2 LOQ no célculo da concentracdo no fruto total;
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3.4 Fator de processamento

Um total de 24 amostras de cascas nao lavadas contendo residuos > LOQ foram

submetidas ao processo de lavagem, desidratacdo e moagem até obtencédo da farinha de

maracuja, para se estimar fator de processamento para casca lavada e para farinha, a

partir da razdo da concentracdo de pesticida depois e antes do processo. Os resultados

estdo mostrados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Residuos de pesticidas organofosforados, carbendazim e imidacloprido em
amostras de casca (N=24) e fatores de processamento (FP) para casca lavada e farinha

Né&o lavada Lavada Seca, farinha
Faixa, Faixa, FP2, faixa Faixa, FP¢, faixa
Pesticidas mg kg mg kg (mediana) mg kg (mediana)
Acefato (n=5) 0,01-05  0,006-0,3 0,2-0,6 0,02-11 2,0-57
(0,6) 3.2)
Clorpirifos (n=1) 0,1 0,08 0,7 0,2 1,9
Dimetoato (n=2) 0,04-0,1 0,005-0,1 01-0,7 0,06 — 0,4 3,610
(0,4) (6,8)
Ometoato (n=3) 0,006 - 0,03 tracos® — 0,3-0,5 0,02 1,3-75
0,01 0,4) (2,8)
Malationa (n=1) 0,02 0,01 0,5 0,07 7,3
Metamidofos 0,01-0,3 0,005-0,1 04-05 0,02-0,8 4,0-6,8
(n=5) (0,4) (6,2)
Organofosforados 0,006 -0,3  0,005-0,3 0,1-0,7 0,02-0,8 1,9-10
(N=17) (0,5) (4,0
Carbendazim 0,01-01 0,006-005 02-05 0,04-0,3 57-12
(n=5) (0,4) (6,6)
Imidacloprido 0,007 -0,07 0,006-0,07 0,1-1,0 0,04 -0,5 45-15
(n=10) (0,6) (7,6)

2em relagdo a concentragio na casca ndo lavada; ® considerado como % LOQ no célculo
do fator de processamento; © em relacdo a concentracdo na casca lavada
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Durante a lavagem das cascas, a concentracéo de residuos dos cinco inseticidas
organofosforados avaliados foi reduzida de maneira similar (FP entre 0,1 e 0,7), e foram
agrupados para estimar o FP do processo de lavagem para o grupo (n=17), com mediana
de 0,5 (reducdo de 50%). O FP para o processo de desidratacdo para a producdo de
farinha para os organofosforados variou entre 1,9 e 10, indicando a concentracdo dos
residuos pela perda de 4gua, com mediana 4.

Reducdo dos residuos no processo de lavagem da casca e concentracdo dos
residuos por desidratacdo também foram estimados para o carbendazim (FP mediano de
0,4 e 6,6, respectivamente) e imidacloprido (mediana de 0,6 e 7,6, para lavagem e
desidratacéo, respectivamente).

3.5 Amostras de produtos industriais

A Tabela 3.3 mostra os onze analitos detectados em 19 das 30 amostras de polpa
de maracujd congelada analisadas (63%) e a Tabela S9 detalha os resultados.
Carbendazim foi o pesticida mais frequente, detectado em 57,8% das amostras positivas,
seguido de imidacloprido e acefato, ambos detectados em 47% delas. A concentracao
de carbendazim chegou a 0,1 mg kg, sendo a concentragdo méaxima encontrada entre
as amostras analisadas. A maioria das amostras tinha mais de um analito detectado,
chegando a seis analitos em uma delas (carbendazim, imidacloprido, tebuconazol,
malationa, piraclostrobina e trifloxistrobina; Tabela S9).

Das 12 amostras industriais de farinha de maracuja analisadas (somente por LC-
MS/MS), quatro continham residuos de pesticidas, principalmente metamidofos
presente em todas as amostras positivas com concentragdo maxima de 0,05 mg kg
(Tabela 3.3; Tabela S10). Destas, duas amostras continham, além de metamidofos,

imidacloprido (0,07 mg kg™?) e outra pirimifés-metilico (0,04 mg kg™?).
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Tabela 3.3. Pesticidas detectados (< LOQ ou > LOQ) em amostras comerciais de polpa
congelada e farinha de maracuja por LC-MS/MS

Polpa (N=30) Farinha (N=12)
Analito
(n) média/max., mg kg?  (n) média/max., mg kg
Carbendazim (12) 0,026/0,1 Nd
Acefato (9) 0,011/0,03 Nd
Imidacloprido (11) 0,005/0,008 (1) 0,007/0,07
Difenoconazol (4) 0,005/0,006 Nd
Tebuconazol (3) 0,005/0,005 Nd
Piraclostrobina (3) 0,004/0,008 Nd
Malationa (2) 0,005/0,007 Nd
Metamidofds (1) 0,008/0,008 (4) 0,004/0,05
Trifloxistrobina (1) 0,005/0,005 Nd
Azoxistrobina (1) <LOQ Nd
Pirimifos-metilico Nd (1) 0,004/0,04

n: ndmero de amostras positivas; < LOQ; nd: ndo detectado; levels <LOQ foram
considerado como %2 LOQ

3.6 Avaliagéo de risco

A Tabela 3.4 resume os resultados da avalia¢do de risco cronico e agudo pelo
consumo de suco de maracuja feito a partir da polpa comercial. Dentre os 9 pesticidas
avaliados, ingestdo crénica contribuiu no maximo com 0,009% da IDA e a ingestao

aguda representou no maximo 0,11% da ARfD para o metamidofos.
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Tabela 3.4. Avaliagdo do risco cronico (%IDA) e agudo (% ARfD) da exposicéo de
pesticidas quantificados pelo consumo de amostras de polpa de maracuja comercial

Exposicéo cronica Exposicdo aguda
Ingestdo?, Ingestao®,
Pesticida % IDAC % ARfD®
mg/kg pc /dia mg/kg pc
Acefato 4,8E-07 0,002 4,1E-05 0,041
Carbendazim 1,2E-06 0,004 1,4E-04 0,138
Difenonazol 2,1E-07 0,002 2,2E-05 0,007
Imidacloprido 2,4E-07 0,000 1,1E-05 0,003
Malation 2,1E-07 0,000 9,7E-06 0,000
Metamidofos 3,6E-07 0,009 1,1E-05 0,11
Tebuconazol 2,3E-07 0,001 6,9E-06 0,002
Piraclostrobina 1,5E-07 0,001 1,1E-05 0,002
Trifloxistrobina 2,2E-07 0,001 ¢ ¢

& concentracdo média listada na Tabela 3.3;  concentracdo méxima listada na Tabela
3.3; °IDA e ARTD listados na Tabela S11; ¢ mulheres em idade gestacional (15-45 anos);
¢ ARfD ndo necesséria

A Tabela 3.5 resume os resultados da avalia¢do de risco cronico e agudo pelo
consumo de farinha de maracuja comercial. Dentre os 3 pesticidas avaliados, ingestao
cronica e aguda contribuiram no maximo a 1,3 % da IDA e da ARfD do metamidofds,

respectivamente.

Tabela 3.5. Avaliacdo do risco cronico (%IDA) e agudo (% ARfD) da exposicdo de
pesticidas quantificados pelo consumo de farinha de maracuja comercial

Exposi¢do cronica Exposicdo aguda
o Ingest&o?, Ingest&o®,
Pesticida _ % IDAC® % ARfD®
mg/kg pc /dia mg/kg pc
Imidacloprido 8,8E-05 0,14 0,0002 0,04
Metamidofos® 5,4E-05 1,3 0,0001 1,3
Pirimifds metil 5,0E-05 0,17 0,0001 0,05

4 concentracdo média listada na Tabela 3.3; ® concentragdo maxima listada na Tabela
3.3; °IDA e ARfD listados na Tabela S11.
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4. Discussao

Os valores de LOQ estabelecidos neste trabalho, de 0,005 a 0,01 mg kg™ séo
semelhantes a outros estudos que utilizaram detectores seletivos ou espectrometria de
massas (Mufioz et al., 2017; Carneiro et al., 2013; Ferreira et al., 2016; Machado et al.,
2017). Kemmerich et al. (2019) obtiveram valores de LOQ de 0,0025 mg kg™ para 90%
dos 170 analitos monitorados no método multirresiduos validado na matriz péra
utilizando UHPLC-MS/MS, enquanto valores superiores a 0,01 mg kg " também foram
descritos nos equipamentos GC-ECD/GC-MS/MS, GC-MS e UHPLC-Orbitrap/MS
(Paz et al., 2015; Volpatto et al., 2016; Concha-meyer et al., 2019).

As recuperagoes de 34% dos analitos analisados por LC-MS/MS foram menores
que 70% em pelo menos um nivel avaliado. Dentre eles, diazinona e metidationa,
analitos que ndo foram detectados nas amostras analisadas neste trabalho, e o clorpirifds,
que foi detectado em apenas uma amostra com nivel superior ao LOQ estabelecido para
este analito (0,01 mg kg?) (Tabela 2). O metamidofds apresentou as menores
recuperacdes na matriz polpa de maracuja (63 — 70%), porém o RSDy foi < 20%. Para
compostos de alta polaridade, como € o caso do metamidofos, é possivel que ndo ocorra
um particionamento total durante a extragdo com acetato de etila (Jardim et al., 2014).
Resultados semelhantes foram reportados por outros autores (Berrada et al., 2010;
Lehotay et al., 2010; Mol et al., 2007; Jardim et al., 2014). Porém, outros estudos
reportam boas recuperacdes para metamidofds com uso de outras técnicas de extracao
e acetonitrila como solvente extrator (Ferrer et al., 2011; Kemmerich et al., 2019).

Os LOQs do método analitico encontram-se abaixo dos valores de LMR
estabelecidos pela legislacdo brasileira para a cultura do maracuja (ANVISA, 2021).
Dos 20 analitos detectados, apenas seis tém uso permitido para maracuja (clorfenapir,
difenoconazol, A-cialotrina, imidacloprido, piraclostrobina e tebuconazol) e os niveis de
pesticidas presentes nas amostras de fruto de maracuja analisadas estavam abaixo do
LMR estabelecido pela ANVISA (2021). Imidacloprido e carbendazim foram os
pesticidas mais detectados nas amostras de maracuja, presentes em 23,6 e 21,8% das
amostras analisadas, respectivamente.

Dois pesticidas encontrados nas amostras tiveram seus registros cancelados no
Brasil (ometoato e metamidofds). O ometoato, metabdlito do dimetoato, teve seu
registro cancelado no Brasil ha quase duas décadas (ANVISA, 2002). Nesse estudo,
duas amostras de casca de maracuja continham dimetoato e ometoato, semelhante ao

que foi reportado por outros autores em amostras de frutas (Jardim et al., 2014) e suco
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(Ferrer et al., 2011). O metamidofds, metabdlito do acefato, teve seu registro cancelado
no Brasil em 2011 (ANVISA, 2011), e os dois foram detectados juntos em 5 amostras
de casca, resultados também reportados por Jardim et al. (2014) em frutas tropicais. Em
ambos casos (ometoato/dimetoato e metamidofds/acefato), todas as amostras tém
residuos ilegais, ja que o uso de dimetoato ou acefato ndo é permitido no maracuja. Por
outro lado, o tiofanato-metilico, ndo incluido nesse estudo, tem uso permitido para
cultura do maracuja (LMR= 0,5 mg kg), mas seu metabélito carbendazim foi o
segundo mais detectado nas amostras de casca, com nivel maximo de 0,1 mg kg 1. Nesse
caso, nao se pode afirmar que os residuos de carbendazim sdo ilegais

O uso de pesticidas ndo autorizados para cultura é bem comum no Brasil, sendo
reportado pelos programas de monitoramento brasileiros, o Programa de Analise de
Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA), de responsabilidade da ANVISA, e 0
Plano Nacional de Controle de Residuos de Contaminantes em produtos de origem
vegetal (PNCRC/Vegetal), sob responsabilidade do MAPA. Dados desses dois
programas relativos ao periodo de 2001 a 2010 indicaram que 72% das irregularidades
encontradas se referiram ao uso de pesticida ndo autorizado para a cultura (Jardim e
Caldas, 2012). Resultados similares foram encontrados no PARA 2017/2018, que
analisou 4616 amostras de 14 alimentos, das quais 5 frutas (laranja, abacaxi, manga,
goiaba e uva) (ANVISA, 2019). Nesse periodo, imidacloprido, tebuconazol e
carbendazim foram os pesticidas mais detectados.

Enquanto 32 amostras de casca analisadas continham residuos de pelo menos
um analito (~60%), 14 amostras de polpa (25%) continham residuos. Esse percentual é
bem superior aquele encontrado para fungicidas ditiocarbamatos nas mesmas amostras
por Mozzaquatro et al (2018), quando apenas uma polpa analisadas continha residuos
(0,09 mg kg CS2), o que é esperado, ja que os ditiocarbamatos ndo sdo sistémicos e
permanecem na casca. Com o objetivo de evitar a contaminagdo cruzada, a polpa foi
separada manualmente sem entrar em contato com a parte externa da casca, que recebe
diretamente a aplicacdo foliar do pesticida. Isso indica que o residuo encontrado na
polpa no presente estudo é devido a agdo sistémica do pesticida, que se transcolou da
casca para a polpa, e detectados em concentracbes bem menores que as da casca.
Juraske et al. (2012) na Colébmbia reportaram que 0s niveis detectadas de varios
pesticidas na polpa de maracuja, para qualquer periodo de coleta, também foram
inferiores as do fruto inteiro, com reducdo de até 85% do seu valor.
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O alto percentual de amostras de polpa de maracuja comercial que continham
algum residuo de pesticida (63%) indica uma possivel contaminacdo cruzada durante o
processo industrial, onde ocorre esmagamento dos frutos para extragdo da polpa
(Embrapa, 2016). E provéavel que residuos ainda presentes na casca ap6s a lavagem dos
frutos sejam transferidos para a polpa, j& que esse processo pode nao remover 100% dos
residuos presentes, como foi observado nesse estudo. Por outro lado, a lavagem de frutos
de maracuja com agua corrente reduziu em até 100% os residuos de ditiocarbamatos
(Mozzaquatro et al., 2018), fungicidas nao sistémicos.

Jardim et al. (2014) também detectaram residuos de pesticidas na maioria das
amostras de polpas comerciais de caqui, péssego e goiaba. Essas frutas tém casca bem
fina, 0 que aumenta a transferéncia dos pesticidas até a polpa.

Além dos pesticidas estarem mais presentes na casca, sua desidratacdo contribui
para aumentar a concentracdo inicial dos residuos de pesticidas presentes, o que ja é
descrito na literatura (Gonzalez-Rodriguez et al., 2011). As amostras de farinha
comercial analisadas nesse estudo continham trés dos 30 analitos investigados por LC-
MS/MS, o metamidofés e imidacloprido, também detectados nas amostras de casca, e 0
pirimifés metil, somente detectado nessa matriz em todo estudo. Além do ndmero
pequeno de compostos detectados na farinha, os niveis encontrados foram menores que
aqueles esperados a partir dos niveis encontrados na casca, levando em consideracao o
FP. Por exemplo, considerando o nivel maximo de metamidofés na casca (0,30 mg/kg-
1Y e os processos de lavagem e secagem (FPmes= 0,4 e 6,2), 0 nivel esperado de
metamidofos na farinha seria de 0,22 mg kg™, menor que o valor maximo encontrado
na amostra comercial (0,05 mg kg™). Apesar dessa conclusio ser baseada na analise de
um ndmero limitado de amostras de farinha analisadas (12), é provavel que os frutos
destinados para a produgdo desse produto venha de uma producdo agricola sem uso
intensivo de pesticidas.

Considerando os dados de consumo e peso corpéreo da POF 2017/2018 e
concentragdo adquiridos neste estudo, foi possivel estimar a exposicao cronica e aguda
frente o consumo de suco de maracuja, para 9 e 8 pesticidas, respectivamente. Os
resultados apontam que € improvavel haver risco aos consumidores frente 0 consumo
de suco. Da mesma forma, a avaliacdo da ingestdo cronica e aguda pelo consumo de
farinha de maracuja comerciais (de acordo com a recomendacdo do fabricante) para os
3 pesticidas detectados ndo representa risco para a saude dos consumidores.

Poucos estudos no Brasil avaliaram o risco da exposi¢do aguda a pesticidas.
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Jardim et al. (2014) conduziram um estudo de avaliac¢do de risco aguda cumulativa para
inseticidas organofosforados e piretroides pelo consumo de caju, goiaba, caqui e
péssego. A goiaba apresentou as maiores porcentagens de ARfD para exposi¢do aos
organofosforados (45%) e piretroides (12%). Nos ultimos resultados do PARA
(2017/2018), a ingestdo de carbendazim pelo consumo de abacaxi representou até 100
% da ARfD, e a ingestdo de metamidofds representou no méaximo 40% da ARfD para
os alimentos analisados (ANVISA, 2019).

Um estudo conduzido na Bélgica em 2008 incluiu o maracuja dentre as frutas
que excederam 0 LMR europeu para o fungicida difenoconazol, detectado entre 0s
pesticidas mais frequentes (Claeys et al., 2011). Os resultados do estudo de avaliacéo
de risco demonstraram que a exposicdo cronica de individuos acima de 15 anos de idade
ndo representa preocupacdo com a saude. Para maioria dos residuos de pesticidas

estudados, a exposigdo e cerca de cem vezes menor que a IDA (Claeys et al., 2011).

5. Concluséo

Este € o primeiro estudo de validagdo de método multirresiduos usando LC-
MS/MS e GC-MS/MS em matrizes de casca e polpa de maracuja, como também €é o
primeiro que reporta dados de pesticidas por método multiresiduos em amostras de
maracuja e seus produtos no Brasil. O método incluiu a determinacéo de 80 pesticidas
e metabolitos e foi satisfatoriamente validado com LOQ de 0,005 mg kg, com excegio
de diazinona, clorpirifés e metidationa por LC-MS/MS (0,01 mg kg™).

A presenca de pelo menos um analito foi detectada em 60 % das 55 amostras de
maracujd analisadas. Imidacloprido, carbendazim e metamidofés foram os mais
frequentes, mas apenas o imidacloprido tem uso permitido para a cultura do maracuja.
O processo de lavagem reduz a concentracdo de pesticidas em até 90%, mas, como
esperado, 0 processo de desidratacdo da casca pode concentrar o residuo em até 15 vezes
(imidacloprido), informacdo que deve ser considerado quando este subproduto for
utilizado para fins alimentares. Enquanto as amostras de polpa obtidas dos maracujas
apresentaram baixa frequéncia de detec¢do dos pesticidas analisados, mais de 60% das
polpas congeladas adquiridas no comércio foram positivas para algum analito,
indicando transferéncia de pesticidas durante o processamento industrial de extracéo da
polpa. Os riscos estimados da exposicdo aos pesticidas avaliados pelo consumo dos

produtos industriais ndo indicaram preocupacao a satde dos consumidores brasileiros.
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A alta incidéncia de uso de pesticidas ndo autorizados pela legislacdo brasileira
para essa cultura indica que o agricultor pode n&o estar tendo a assisténcia adequada no
campo que o oriente na aplicacdo das boas praticas agricolas. O monitoramento desta
cultura pelos programas brasileiros é importante, uma vez que 0 nosso pais € 0 maior
produtor e consumidor mundial de maracuja. A inclusdo dessa cultura no PARA esta
prevista para o biénio 2019/2020 do PARA, porém dados de residuos ainda nao estdo

disponiveis.
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CAPITULO 4: RESIDUOS DE PESTICIDAS EM FOLHAS DE PASSIFLORA
EDULIS SIMS UTILIZANDO LC-MS/MS

Resumo

A espécie comercial, P. edulis Sims esta entre as indicadas para uso terapéutico no
Brasil, e as folhas secas sao utilizadas como droga vegetal na producéo de fitoterapicos
e no preparo de chas. Avaliar a qualidade dessa matéria prima vegetal quanto a presenca
de residuos de pesticidas é necessaria, uma vez que a aplicacdo para maioria dos
pesticidas autorizados para cultura é foliar. Este trabalho tem como objetivo validar um
método multirresiduos em folha de P. edulis utilizando LC-MS/MS e analisar amostras
de folhas de diferentes produtores do Brasil. Um total de 53 amostras de folhas de P.
edulis foi obtido de produtores nos estados da Bahia, Rio de Janeiro, Goias e no Distrito
Federal. O método foi validado satisfatoriamente para 49 dos 50 analitos avaliados, com
recuperag0es entre 70% e 120% e desvios padrdes relativos (RSD) < 20% para a maioria
dos compostos, com LOQ de 0,005 mg kg™. Pelo menos um analito foi detectado em
60,4% das amostras analisadas, principalmente carbendazim, difenoconazol e
tebuconazol, em concentragbes até 12, 0,6 e 0,7 mg kg?, respectivamente.
Organofosforados somam cerca de 80% de frequéncia nas amostras positivas e sao
responsaveis por mais da metade dos analitos detectados sem autorizacdo para uso no
maracuja, indicando que as boas praticas agricolas ndo estdo sendo respeitadas pelos
agricultores no campo. O processo de secagem das folhas aumenta a concentragao
inicial do pesticida, com mediana dos fatores de processamento variando entre 4,5 e 6
para organofosforados, metomil, carbendazim, imidacloprido, triazois e trifloxistrobina.
Esse estudo indica que folhas secas de maracuja proveniente da agricultura
convencional ndo poderiam ser utilizadas como droga vegetal devido a presenca de
residuos ilegais e elevada concentracdo dos pesticidas detectados. Esses dados indicam
a importancia de se ter um controle da utilizacdo de pesticidas nesse tipo de planta

medicinal.
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1. Introducéo

Existe uma grande preocupacdo relacionada a qualidade de matérias-primas
vegetais utilizadas na producdo de medicamentos fitoterapicos ou no preparo de
infusbes (Kosalec et al., 2009; WHO, 2007). Varios residuos e contaminantes podem
estar presentes em produtos fitoterapicos, inclusive pesticidas (Gondo et al., 2016;
WHO, 2007). No entanto, a crenca de que produtos naturais sao inofensivos prevalece
em uma grande parcela da populacdo, levando a um aumento no consumo desses
produtos (Kosalec et al., 2009; WHO, 2007).

O uso de Passiflora como planta medicinal é bastante tradicional em diversos
paises, por apresentar propriedades terapéuticas bem estabelecidas relacionadas a
distdrbios nervosos (Barbosa et al., 2008; Deng et al., 2010; Li et al., 2011; Gutierres,
2014; Otify et al., 2015; Ayres et al., 2015), efeitos anti-inflamatdrios (Montanher et al.,
2007; Zucolotto et al., 2009; Vargas et al., 2007), e a¢des anti-hipertensivas (Konta et
al., 2014). P. alata, P. incarnata e P. edulis sdo listadas com indicagdo de uso
terapéutico pela farmacopeia brasileira, e a parte vegetal com acdo terapéutica ou a
droga vegetal, sdo as folhas secas (Brasil, 2011).

A legislacdo brasileira exige que dados de residuos de pesticidas e contaminantes
em medicamentos fitoterapicos registrados no Pais (Brasil, 2014) sejam
disponibilizados pelo fabricante. Porém, dados quanto a presenca de pesticidas sdo raros
em espécies de Passiflora. Um estudo realizado por Zuin et al. (2003a) desenvolveu
método para determinar 6 organofosforados e 7 organoclorados em amostras de folhas
de Passiflora utilizando extracdo com fluido supercritico (SFE) e quantificacdo por GG-
ECD-FPD. Também foi reportado o uso de dispersdo de matriz em fase sélida (MSPD)
para determinacdo desses mesmos grupos em folhas secas de P. alata e P. edulis por
CG-ECD (Zuin et al., 2003b).

Diversos métodos de preparo de amostra em outras espécies medicinais tém sido
desenvolvidos para melhorar a determinacdo de pesticidas multiclasses, os quais
incluem o uso de extracdo solido-liquido (Rodrigues et al., 2006), extracdo em fase
solida (SPE) (Chen et al., 2012; Hou et al., 2016; Li et al, 2017; Park et al., 2006; Tong
etal., 2013), disperséo de matriz em fase solida (MSPD) (Liu et al., 2015; Aquino et al.,
2011; Cao et al., 2015), microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) (Chen et
al., 2013) e extracdo assistida por micro-ondas (MAE) (Pareja et al., 2015). A
identificacdo e quantificagdo dos pesticidas podem ser feita por cromatografia gasosa
acoplada a detectores de massas (GC-MS, GC-MS/MS), captura de elétrons (ECD,
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Electron Capture Detector), fotométrico de chama (FPD, Flame Photometric Detector),
nitrogénio e fosforo (NPD, Nitrogen Phosphorus Detector) e cromatografia liquida
acoplada a detectores de massas (LC-MS, LC-MS/MS).

O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) de preparo
de amostra € largamente utilizado, e se baseia na extragdo com acetonitrila, seguida de
particdo com sais (sulfato de magnésio, MgSO4 e cloreto de sodio, NaCl) e purificacdo
por extracdo dispersiva (SPE dispersivo, dSPE) utilizando PSA (amina primaria
secundaria) e MgSO4 (Anastassiades et al., 2003). Esse método foi desenvolvido para
aplicagdo em matrizes com mais de 75% de umidade, como frutas e vegetais. Para
matrizes secas, torna-se necessario uma reducao na quantidade de amostra, seguida de
hidratacdo (Kolberg et al., 2011). O uso de QUEChERS maodificado tém sido aplicado
para analises multirresiduos em matrizes de folhas frescas (Slowik-Borowiec, 2015) e
secas (Steiniger et al.,2010; Machado et al., 2017), com uso de acetonitrila ou acetato
de etila como solvente de extracdo e PSA, MgSO4 e GCB para limpeza.

Este estudo tem como objetivo validar um método multirresiduos em folhas de
Passiflora edulis por LC-MS/MS e analisar amostras coletadas em diferentes regides do
Brasil quanto aos niveis de pesticidas multiclasses. Adicionalmente, fatores de
processamento para folha seca de P. edulis foram estimados.

2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes e padrdes

Solventes grau-HPLC acetato de etila, acetonitrila e metanol foram obtidos da
Merck (Darmstadt, Germany). Grau-HPLC tolueno foi obtido da Mallinckrodt Baker
(Phillipsburg, USA); Acido acético e acetato de sddio anidro (99.5 %) da J. T. Baker
(Phillipsburg, NJ). Sulfato de magnésio anidro foi obtido da Sigma-Aldrich (> 99.5 %)
(St. Louis, MO). PSA (primary-secondary amine) foi obtido da Supelco (Bellefonte,
PA), e formiato de aménio da Fluka (Buchs, Switzerland). Padrdes analiticos de 50
compostos (94 -100% de pureza) foram adquiridos da Accu Standard (USA) (Tabela
S1, Material Suplementar). Solugdes mée individuais dos pesticidas (1 mg mL 1) foram
preparadas em 10 mL (baldes volumétricos calibrados com certificagdo “A”) em
tolueno, metanol, acetona ou acetato de etila, de acordo com a solubilidade e
estabilidade de cada composto.
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2.2 Amostras

Para fins de validacdo da metodologia analitica, foram coletados cerca de 3 kg
de folhas das espécies P. edulis e P. alata, produzidos em sistema de cultivo organico
no Distrito Federal. No total, 53 amostras de folhas (P. edulis) foram coletadas
diretamente de 51 produtores de maracujé brasileiros, com areas de produgdo nos
estados da Bahia, Rio de Janeiro, Goiés e Distrito Federal (Mozzaquatro et al., 2018;
Anexo 1). Todos sdo produtores do sistema convencional, e as amostras foram coletadas
no periodo de fevereiro de 2016 a fevereiro de 2018. As amostras foram identificadas,

pesadas e posteriormente armazenadas a — 15 °C para posterior processamento e analise.

2.3 Preparo das amostras

Cerca de 100 g de amostra de folha fresca congelada foi homogeneizada e
processada em liquidificador. O preparo da amostra foi baseado no estudo de Jardim et
al. (2014). Em resumo, 15 g de amostra foi pesado em tubo falcon de 50 mL, foram
adicionados 15 mL de acetato de etila (acido acético, 1%), seguido de agitacdo em
vortex por 1 minuto. Logo, foi acrescentado 6 g de (MgSO4) e 1,5 g de H3COONza,
agitando-se manualmente por 1 minuto e centrifugando-se (3500 rpm/5min.). Foram
transferidas 6 mL de fase organica para tubo falcon de 15 mL contendo PSA e MgSO4
(300 e 900 mg, respectivamente), agitou-se por mais 1 minuto. 1,5 mL do extrato foram
transferidos para vial, que foram evaporados sob N>, ressuspendidos com MeOH:H>0O
(50:50) e filtrados com filtro de 0,45 um para inje¢do no LC- MS/MS.

Inicialmente, todas as amostras de folha fresca foram analisadas em duplicata.
Para aquelas com concentra¢fes superiores ao Ultimo ponto da curva de calibracéo,
foram realizadas dilui¢fes, quantas vezes necessarias, até atingir valores dentro da faixa
linear de trabalho. Amostras controle (QC) fortificadas contendo todos os analitos do
escopo, com duas réplicas auténticas em pelo menos um nivel de fortificagdo (0,01 mg
kgl), e amostra branco foram analisadas durante os batches de injeces das amostras
reais no sistema LC-MS/MS.

2.4 Fator de processamento
Amostras positivas de folhas frescas foram selecionadas, e uma porcéo foi

submetida ao processo de secagem em secadora industrial com circulagdo de ar quente
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a uma temperatura média de 40 °C por cerca de 24 horas. As folhas secas foram
trituradas em liquidificador, 2 g foi submetida & hidratagdo com 13 mL de agua Milli-Q
por 30 minutos antes de ser processada para analise como descrito no iten 4.2.3. O fator
de processamento (FP) folha fresca—>folha seca, definido como a razdo entre as
concentragdes do pesticida na amostra depois e antes do processamento foi calculado
(FAO, 2003; Hamilton et al., 2016). Residuos detectados em niveis abaixo do LOQ

foram considerados como ¥z LOQ.

2.5 LC-MS/MS

As amostras foram analisadas no sistema Shimadzu LC (Kyoto, Japan), acoplado
a um espectrometro de massas triplo quadrupolo 4000QTRAP (SCIEX, Framingham,
MA, USA), com fonte TurbolonSpray com ionizagdo ESI (Electrospray lonization) no
modo positivo foi utilizado e os dados adquiridos pelo software de controle Analyst®
V 1.5.2 (SCIEX). Os parametros 6timos do equipamento foram determinados como
descrito no capitulo anterior (3.2.3. LC-MS/MS) e estdo mostrados na Tabela S2,
incluindo os tempos de retencéo, os potencial de desagregacéo (DP), energia de coliséo
(CE), potencial de saida da célula de colisdo (CXP), transicdes de qualificacdo e
quantificacdo e razdo de ions para cada composto. Os dados foram adquiridos no modo
Scheduled MRM (Multiple-Reaction-Monitoring).

2.6 Validacdo

A validacdo do método foi realizada de acordo com as recomendacOes
preconizadas por SANTE 11813/2017, descritos em detalhe na Sec¢do 3.2.5 Validacéo
do método. Foram avaliados a seletividade (existéncia de interferentes com mesmo
tempo de retencdo que os pesticidas de interesse) e linearidade (cinco niveis de
concentragéo, trés repeticdes, calibracdo externa em matriz). Diferentes fatores de
ponderacdo foram testados (1/x, 1/x2, 1ly, 1/y2) para analitos cujos dados da curva dos
minimos quadrados se mostraram heterocedasticos. As concentragdes da curva de

calibracdo em matriz variaram entre 20 e 500 ng mL™.

Recuperac6es dos analitos em cada matriz (em %) foram avaliadas em 4 niveis
de concentracdo no mesmo dia (n=5), pelo mesmo analista, de onde também foi

estimado a repetibilidade (% RSDr). A precisdo intermediéria foi avaliada repetindo o
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mesmo experimento em outro dia (% RSDp, n=8-10). Para cada pesticida, o LOQ foi
definido como o nivel mais baixo para o qual o método foi validado de forma satisfatoria
(recuperacao entre 70 e 120% e RSDr e RSDp < 20%). Todas as réplicas usadas para

validacao foram preparadas a partir de solucfes de trabalho de mistura.

3. Resultados

3.1 Validagéo

Os cromatogramas dos brancos ndo mostraram nenhum pico de interferéncia
eluindo no mesmo tempo de retencdo para 49 analitos dos 50 avaliados, o que indica
boa seletividade do método. Apenas para o analito malaoxon foi detectada a presenca
de interferente eluindo no mesmo tempo de retengé@o do branco de P. alata, impedindo
a inclusdo deste pesticida no método. A Figura 4.1 mostra um cromatograma contendo
49 pesticidas do método multirresiduos desenvolvido em LC-MS/MS, onde sao
monitorados dois ions produtos para cada um dos analitos (Figura 4.1A) e
cromatogramas de duas amostras reais (Figura 4.1B e 4.1C).

A grande maioria dos compostos avaliados obtiveram dados homocedésticos
(Fcalc < Ftab, 5; 3) com excegdo de aldicarbe sulfoxido, carbendazim, metiocarbe e
pirimicarbe, que obtiveram comportamento heterocedasticos (Fcalc > Ftab, 5; 3), para
os quais foram utilizadas ponderacGes que obtiveram os menores valores de somatério
de erros (1/x?, 1/x, 1/x? e 1/x, respectivamente).

A Figura 4.2 apresenta resumidamente os resultados dos ensaios de recuperacao
(%), repetibilidade (RSDry, %) e precisdo intermediaria (RSDp, %) obtidas durante a
validacdo em 4 diferentes concentracfes para 49 analitos em folha de P. edulis
analisados por LC-MS/MS. Os dados gerais podem ser vistos na Tabela S12 (Material
suplementar).

A maioria dos analitos obteve recuperacoes entre 70 e 120% (Figura 4.2A). Doze
analitos apresentaram recupera¢des menores que 70% em pelo menos um nivel de
fortificacéo (63 — 69%). Metamidofos foi o pesticida que apresentou 0s menores valores
de recuperacdo nos trés primeiros niveis (entre 63 e 66%, Tabela S12). Clorpirifos,
aldicarbe e pirimicarbe obtiveram as maiores recuperagdes no maior nivel, 145, 139 e
137%, respectivamente. A RSD; foi menor que 20% em todos analitos nos trés menores
niveis e dez analitos obtiveram que variaram de 21 a 28% no nivel 0,05 mg kg* (Figura

4.2B;Tabela S12). A RSDy foi inferior a 20% para maioria dos analitos nos quatro
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niveis avaliados (Figura 4.2C e Tabela S12). Carbofurano, aldicarbe sulfoxido e
epoxiconazol obtiveram RSD; de 21e 28% Is nos niveis 0,01 e/ou 0,05 mg kg™. Apesar
dos desvios pontuais relacionados aos parametros de validacdo, o LOQ foi definido

como 0,005 mg kg para todos os analitos avaliados.
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Figura 4.1. A: Cromatograma do método Scheduled MRM (multiple-reaction-
monitoring) no sistema LC-MS/MS de uma solugéo de trabalho de mistura com 49
analitos na concentragdo de 100 ng mL™ em matriz folha de P. edulis; B: Amostra real
de folha fresca contendo carbendazim, difenoconazol e trifloxistrobina; C: Amostra real
de folha seca contendo imidacloprido.
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m63-69% mW70-120% m122-139%

5 Hg/kg 10 ug/kg 20 pg/kg 50 pg/kg A
E<]0 m]10-20% ®21-24%

5 ng/kg 10 pg/kg 20 pg/kg 50 pg/kg B
m2,5-10% m11-20% m21-31%

5 pg/kg 10 pg/kg 20 pg/kg 50 pg/kyg C

Figura 4.2. Resultados da validacdo do método para determinacdo de 49 analitos em
folha de P. edulis por LC-MS/MS, em quatro niveis de fortificacdo. Percentagem de
analitos em cada faixa de A: Recuperacdo; B: Repetibilidade; C: Precisdo intermediaria.
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3.2 Amostras reais e fatores de processamento

A Tabela 4.2 resume os resultados dos pesticidas detectados nas amostras de
folhas frescas e secas de P. edulis. Os resultados para cada amostra estdo detalhados na
Tabela S13 (Material suplementar). Dos 49 analitos monitorados, 13 foram detectados
nas amostras analisadas. O fator de processamento na folha seca foi calculado para cada
analito. A mediana dos grupos organofosforados e triazois foi usada para estimar a
concentracdo nas demais amostras ndo submetidas a secagem.

No total, foi detectada a presenca de pelo menos um analito em 32 amostras de
folha analisadas (60.4%). Carbendazim foi o mais frequente, detectado em 59% das
amostras positivas, seguido de difenoconazol e tebuconazol, presentes em 44% das
folhas, respectivamente. O nivel maximo de 12 mg kg™ foi quantificado em uma amostra
de folha fresca para carbendazim, que ap6s o processo de secagem a concentracao
chegou a 40 mg kg™,

Os fungicidas triazois juntos representam 87,5% das detec¢gbes nas amostras
positivas. As concentracbes maximas nas folhas frescas e secas variaram de 0,6 e 0,7
mg kg? e 4,9 e 3,5 mg kg*para difenoconazol e tebuconazol, respectivamente (Tabela
S13). O maior fator de processamento foi obtido para tebuconazol, cuja concentracao
inicial aumentou cerca de 9 vezes (FP=9,3).

Inseticidas pertencentes ao grupo dos organofosforados foram o segundo grupo
mais frequente (75%), com concentra¢des que variaram de 0,01 a 2,5 mg kg™ e 0,06 a
6,0 mg kg nas folhas frescas e secas, respectivamente. Os fatores de processamento
obtidos nesse grupo variaram de 2,1 a 6,2, com mediana de 4,9. A mediana de todos 0s
fatores de processamento estimados foi de 5,4.

Dentro dos pesticidas detectados nas amostras de folha, mais da metade (69,2%)
ndo tem uso autorizado para cultura do maracuja no Brasil, e correspondem aos
inseticidas organofosforados (acefato, clorpirifds, metamidofos, ometoato, dimetoato,
profenofos e malationa), carbamatos (metomil) e ao carbendazim, que sozinho foi o
mais frequente, e também n&o tem uso permitido na cultura da Passiflora pela legislagédo
brasileira, porém sua presenca pode ter sido devido ao uso de tiofanato-metilico que

possui autorizacdo para aplicagcdo no maracuja.
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Tabela 4.1. Pesticidas detectados em amostras de folhas de P. edulis (N=53) por LC-
MS/MS e fatores de processamento (FP) para diferentes grupos quimicos

Analito Folha fresca, faixa FP, faixa,; Folha seca, faixa®
mg kg (n° positivas)  mediana (n?) mg kg
Acefato 0,02 - 1,3 (6) 3,7-5,2; 4,4 (4) 0,09 - 4,9
Clorpirifos (10)0,01-16(2) 2,1-5,6;3,8(2) 0,1-6,0
Dimetoato 2,5 (1) 4,9 12
Malationa 0,2 (1) 4,9 1,0
Metamidofos 0,6 (1) 4,0 2,2
Ometoato 0,02 - 0,3 (2) 3,9 (1) 0,07 -1,2
Profenofos 0,01 -0,06 (3) 55-6,2;5,2(3) 0,06 - 0,3
Organofosforados 0,01-2,5(24) 2,1-6,2;4,9(13) 0,06 - 6,0
Difenoconazol tracos — 0,6 (14) 50-8,4; 6,6 (9) 0,02-4,9
Tebuconazol tracos — 0,7 (14) 2,0-9,3;5,8(11) 0,02-35
Triazois Tracos — 0,7 (28) 2,0-9,3; 6,0 (20) 0,02-4,9
Metomil 0,02-0,8 (3) 3,2-5,0;4,0 (3) 0,05-3,8
Carbendazim 0,01 -12(19) 3,0-7,7;54(13) 0,06 — 40
Imidacloprido 0,008 - 2,2 (8) 4,1-6,3;5(4) 0,04 -9,3
Trifloxistrobina 0,01 -0,07 2,9-8,6; 4,5 (6) 0,08 -0,2

2Valores de FP calculados; ® concentracBes estimadas na folha fresca para todas as

amostras positivas de folha fresca a partir da mediana do FP. No caso dos

compostos organofosforados e triazois, foi utilizado o FP do grupo;
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4. Discussdo

Um método multirresiduos para 49 pesticidas de diferentes classes por LC-
MS/MS em folha de Passiflora foi satisfatoriamente validado nesse trabalho. Outros
autores também publicaram métodos para analise pesticidas em plantas medicinais. Zuin
et al. (2003a; 2003b) e Bicchi et al. (2003) validaram métodos para anélise de 13
inseticidas organoclorados e organofosforados em Passiflora por GC-ECD-FPD e
outros autores utilizaram GC-MS/MS para analisar pesticidas em outras plantas
medicinais (Tong et al., 2014; Hou et al., 2016; Taha e Gadalla, 2017). Nenhum estudo
foi encontrado na literatura que tenha utilizado LC-MS/MS, técnica mais indicada para
determinacéo de pesticidas mais polares, que ndo se comportam bem na cromatografia
gasosa, como os triazois (Machado et al., 2017).

Estudo anterior do nosso grupo (Mozzaquatro et al., 2019) reportou que 43,4%
das mesmas 53 amostras de folha analisadas nesse estudo continham residuos de
fungicidas ditiocarbamatos, percentual menor que aquele para pesticidas incluidos no
método multirresiduos (60%). Carbendazim foi o pesticida detectado com maior
frequéncia nas amostras de folha, em niveis que chegaram a 12 mg kg. O carbendazim
ndo é permitido para uso em maracuja no Brasil, mas é um metabdlito do tiofanato-
metilico, que possui autorizagdo de uso nessa cultura e ndo foi incluido nesse estudo.
Nos frutos das mesmas plantas, o carbendazim foi o segundo pesticida mais detectado
na casca (18,2%), mas foi detectado em apenas uma amostra de polpa em niveis tracos
(Capitulo 3; Tabela S8). Clorpirifés e imidacloprido foram detectados com frequéncia
de 31 e 25% dentre as amostras de folhas positivas, e também detectados nos frutos
(Capitulo 3; Tabela S8). Estes trés pesticidas estdo entre 0os mais detectados em
amostras comerciais de chas e plantas medicinais coletadas na Unido Europeia e outros
paises, presentes em quase metade das 75 amostras analisadas (Lozano et al., 2012).
Apesar da elevada frequéncia de deteccdo dos fungicidas triazois nas folhas (53%), estes
pesticidas foram detectados em apenas duas amostras de casca (Capitulo 3; Tabela S8).

A presenca de pesticidas em plantas medicinais geralmente é proibida, mas se
tratando de espécies de Passiflora, esses residuos podem estar presentes nas folhas
utilizadas como matéria-prima vegetal devido ao uso de pesticidas durante 0 manejo
agricola dos frutos (Bicchi et al., 2003). Zuin et al. (2003a) encontraram residuos de
pesticidas organoclorados e/ou organofosforados em 23% das 26 amostras comerciais
brasileiras de passiflora, inclusive tetradifon (0,07 mg kg™), clorotalonil (0,021 mg kg

1y e malation (0,060 mg kg). No Brasil, a falta de identificacio da espécie de Passiflora
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é bastante comum nas passifloras comerciais e investigacdes quanto a presenca de
residuos de pesticidas nessas espécies sdo escassas no mundo todo. Pesticidas
organoclorados e organofosforados foram os mais detectados em amostras comerciais
de ervas medicinais chinesas, em concentracdes que chegaram a 0,2 mg kg* (Tong et
al., 2014). Taha e Gadalla (2017) encontram todas as 9 amostras de camomila seca
(Matricaria recutita) contendo residuos de pesticidas, incluindo clorpirifés, fentoato e
tebuconazol (maximo de 0,13 mg kg™).

Nesse estudo, o fator mediano de processamento da folha fresca—>folha seca foi
de 5,4, maior que aquele reportado para ditiocarbamatos (1,3; Mozzaquatro et al., 2019).
A concentracgdo dos residuos pela perda de agua das amostras frescas € esperada, mas a

estimativa dos fatores de processamento é inédita na literatura.

5. Concluséo

Um método multirresiduos para determinacdo de 49 pesticidas e metabolitos
usando LC-MS/MS em folha de Passiflora edulis foi validado com sucesso, e 60,4 %
das amostras continham pelo menos um analito. Os dados de residuos presentes nas
amostras analisadas indicam que boas préaticas agricolas ndo estdo sendo realizadas por
parte dos produtores brasileiros, uma vez que mais da metade dos analitos detectados
ndo tem uso autorizado para cultura no Pais. No Brasil, s6 é permitido o uso de pesticidas
em plantas medicinais que também séo utilizadas como alimento, como é o caso da
Passiflora edulis. O processo de secagem da folha eleva a concentracdo inicial do
pesticida em até nove vezes, sendo importante que a producdo agricola para utiliza¢do
da folha para fins medicinais (passiflora) tenha um manejo diferenciado daquele
utilizado para producéo de frutos, devido ndo apenas as concentracdes elevadas, como
também ao uso de pesticidas ndo autorizados para cultura.

Este é o primeiro trabalho que reporta dados de pesticidas em matéria-prima
vegetal de P. edulis por LC-MS/MS. Estudos futuros deverdo ser conduzidos para
validar o método por GC-MS/MS para essa matriz, analisar amostras comerciais de
passiflora e avaliar o potencial risco da exposicdo ao pesticida pelo uso desse

medicamento.
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V. CONCLUSOES FINAIS

A validacdo do método espectrofotométrico UV-Vis para determinacdo de
fungicidas ditiocarbamatos, em termos de CS;, nas matrizes de maracuja (casca, polpa
e folhas) se mostrou satisfatéria, com LOQ de 0,05 mg kg * CS,. Um total de 108
amostras de P. edulis (55 frutos e 53 folhas) de 51 produtores brasileiros (Bahia, Rio de
Janeiro, Goias e Distrito Federal) foi analisado pelo método validado. Cerca de um
quarto das amostras foram positivas, mas nenhum residuo foi encontrado nas amostras
de frutos coletados de produtores baianos. A lavagem dos frutos reduziu os residuos
presentes (mediana do FP=0,5), e o processo de secagem das folhas (usada como droga
vegetal) aumentou o nivel de residuos (mediana do FP=1,3). Nenhuma amostra continha
residuos para ditiocarbamatos acima do LMR para o maracuja (1,0 mg kg CSy),
indicando a aplicagdo de boas praticas agricolas pelos agricultores com relacéo a essa
classe de pesticidas.

Um método multirresiduos foi validado para determinacdo de 80 pesticidas
multiclasses em LC-MS/MS e GC-MS/MS nas matrizes casca e polpa de maracuja com
LOQs de 0,005 a 0,01 mg kg™. Cerca de 60 % das 55 amostras de cascas analisadas
foram positivas, com imidacloprido e carbendazim os mais detectados, mas apenas 25%
das amostras de polpa continham residuos, principalmente em niveis tracos (< LOQ).
Dezenove analitos foram detectados (pelo menos tracos) em pelo menos uma amostra,
mas apenas seis tém uso permitido para cultura do maracuja, e dois sdo proibidos no
Brasil, o que indica o uso ilegal de pesticidas pelos produtores de maracuja. O processo
de lavagem dos frutos reduziu os niveis de pesticidas em até 90%, mas a preparacdo da
farinha da casca por desidratacdo aumentou os residuos, com valor mediado de FP de
5,4, 0 que é esperado pela perda de agua. A presenca de pelos um pesticida foi detectada
em 63% das 30 polpas congeladas comerciais, principalmente carbendazim,
imidacloprido e acefato, indicando contaminacéo cruzada pela transferéncia de residuos
presentes na casca para a polpa durante o processo industrial. Cerca de 1/3 das 12
amostras de farinha de maracuja comercial analisadas continham residuos,
principalmente metamidofds. As exposic¢fes cronica e aguda estimadas pelo consumo
de suco ou farinha ndo indicaram preocupacéo a satde dos consumidores brasileiros.

Um método analitico para determinacdo de 49 pesticidas multiclasses em folha
de P. edulis por LC-MS/MS foi validado com LOQ de 0,005 mg kg™. A presenca de

pelo menos um analito foi detectado 60.4% das amostras, principalmente carbendazim,
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difenoconazol e tebuconazol, percentual semelhante ao das amostras de casca dos
mesmos cultivos, como indicado anteriormente. Os resultados indicam a aplicacao de
pesticidas ndo autorizados durante 0 manejo agricola, inferindo que boas praticas
agricolas ndo estdo sendo respeitadas por parte dos produtores brasileiros. Como
esperado, houve reducdo dos niveis de pesticidas presentes apos a lavagem da folha e
aumento considerdvel desses niveis ap0s a desidratacdo, processo utilizado para
producdo de passiflora.

O maracuja é uma cultura de grande importancia no Brasil, devido ao seu alto
consumo pela populagéo, principalmente da Passiflora edulis, seja como suco preparado
no domicilio a partir da fruta ou a partir da polpa de fruta congelada disponivel
comercialmente. O uso da casca do maracuja como alimento funcional tem se mostrado
benéfico a saude, principalmente na forma de farinha, pode ser utilizado como
ingrediente de varios alimentos. Finalmente, a passiflora, droga vegetal preparada a
partir da folha de Passiflora sp, é largamente utilizada pela populacdo devido as suas
propriedades farmacoldgicas.

A abrangéncia do uso do maracuja no contexto alimentar e medicinal mostra o
qudo relevante é investigar esta cultura quanto a presenca de residuos de pesticidas, ja
que 0 manejo agricola no campo para o controle de pragas se da principalmente com
uso de pesticidas. Os resultados deste trabalho podem subsidiar as autoridades
governamentais, principalmente a ANVISA, para auxiliar nas decisdes de autorizacao
de registro de novos pesticidas para a cultura e extensionistas agricolas para orientar 0s
produtores quanto ao uso adequado desses produtos no campo.

Quanto as perspectivas futuras desse estudo, planeja-se validar o método por
GC-MS/MS para folhas, aumentar o escopo de analitos, incluindo tiofanato metilico, e
ampliar a coleta de amostras de polpa de suco congelada, farinha e passiflora para

consolidar os resultados da avaliacéo de risco a saude.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 — Analito, grupo quimico, classe, classificacdo toxicoldgica, culturas de alimentos autorizadas no Brasil pela ANVISA,
propriedades fisico-quimicas, pureza do padrédo analitico e solvente de preparo das solu¢6es mée dos analitos utilizados neste estudo.

Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado | Culturas de Formula MM Solubili | Pureza | Solvente
(s) ? alimentos molecular (g mol-1) dade (%)
(mg L)
Acephate Organophosphate| I, Ac Sim Algodao, C4H10NO3PS 183,2 79 98 AcOEt
amendoim,
batata, citros,
feijao, meldo,
milho, soja e
tomate
Aldicarb Carbamate I, Ac, N N&o - C7H1aN202S 190,3 4930 100 Tol
Aldicarb sulfona Carbamate M - C7H14N2 O4S 222,3 10000 100 MeOH
Aldicarb Carbamate M - C7H14N2 O3S 206,3 0,136 99.4 MeOH
sulfoxido
Atrazine Chlorotriazine H Sim Abacaxi, cana- CsH14CINs 215,7 35 100 MeOH
de-acucar,
milho
Azynphos ethyl Organophosphate I N&o - C12H1eN3O3PS | 3454 4,5 100 AcOEt
2
Azinphos-methyl | Organophosphate I Nao - Cio Hi2 NsOsP | 317,3 28 97.2 AcOEt
S
Azoxystrobin Methoxyacrylate F Sim Algodao, C22H17NOs 403,4 11,61 100 AcOEt
strobilurin arroz, aveia,
café, cana-de-
acucar,
centeio,
cevada, soja,
trigo, triticale,
maracuja e
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado
?

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-)

Solubili
dade
(mg L™

Pureza
(%)

Solvente

outras frutas e
hortalicas.

Bifenthrin

Pyrethroid

I, Fe Ac

Sim

Algodao,
amendoim,
arroz, aveia,
café, canola,

centeio,
cevada, feijdo,
milho, soja,
trigo, triticale e
varias frutas e
hortalicas.

CasHaoCIF30,

4229

0,001

100

Tol

Boscalid

Anilide

Sim

Algodéo, café,
feijao, girassol,
s0ja,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas.

C1sH1,CloN2O

343,21

2,61

100

AcOEt

Buprofezin

Thiadiazinan

Sim

Soja, algodéo,
maracuja e

Ci16 H23N30S

outras frutas e
hortalicas.

305,4

2,43

100

ACcOEt

Carbaryl

Carbamate

Sim

Abacaxi,
abdbora,
algodéo, alho,
banana, batata,
cebola, couve-
flor, feijao,
maca, pepino,
repolho e
tomate.

C12 HuUNO,

201,2

416,2

99.3

MeOH
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado
?

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubili
dade
(mg L™

Pureza

Solvente
(%)

Carbendazim

Benzimidazole

Sim

algodéo, arroz,
cevada, citrus,
feijdo maca,
milho, soja e
trigo

CoHgN3O2

191,2

29

100 MeOH

Carbofuran

Carbamate

1,C, Ac,

C12H15NO3

221,3

322

100 MeOH

Carboburan 3-OH

Cyfluthrin

Pyrethroid

Algodao,
amendoim,
arroz, café,

feijdo, milho,
soja, tomate e
trigo.

C2H1sCIoFNO
3

434,3

0,0066

94.2 Tol

Cypermethrin

Pyrethroid

Sim

Algodao,
amendoim,
arroz, batata,
café, cebola,
citros, ervilha,
feijdo-vagem,
maracuja,
mandioca,
melancia,
milheto, milho,
pepino,
repolho, soja,
e tomate

C22H19CI2NO3

416,3

0,009

95 Tol

Chlorfenapyr

Pyrroles

Sim

Algodéo, alho,
amendoim,
batata, cebola,
couve, feijao,
milho,

C1sH11BrCIF3
N2O

407,62

0,112

100 AcOEt
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado
2

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubili
dade
(mg L™

Pureza
(%)

Solvente

piment&o,
repolho, soja e
tomate,

maracuja e
outras frutas.

Chlorfenvinphos

Organophosphate

Nao

C12H14Cl304P

359.6

99.9

ACcOEt

Chlorothalonil

Isoftalonitrila

Sim

Algodao,
amendoim,
arroz, aveia,

centeio,

cevada,
milheto, milho,
soja, trigo,

triticale e

diversas frutas,
hortalicas

CsCuN2

265,9

0,81

98.9

Tol

Chlorpyrifos

Organophosphate

I, F, Ac

Sim

Algodao,
banana, batata,
café, cevada,
citros, feijéo,
maca, milho,
soja, tomate e
trigo.

CoH11Ci3sNO3P
S

350,9

1,05

99.6

Tol

Chlorpyrifos
methyl

Organophosphate

I, Ac

C7H7CIsNOsP
S

322,5

2,74

100

Tol

Chlorthiophos

Organophosphate

I, Ac

C11H15Cl203
PS,

361,2

100

AcOEt

Kresoxim-methyl

Methoxyiminoace
tate strobilurin

Algodao,
arroz, café,
cevada, soja,
trigo,
maracuja e

313,45

100

AcOEt
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado
?

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubili
dade
(mg L™

Pureza
(%)

Solvente

outras frutas e
hortalicas.

Deltamethrin

Pyrethroid

Sim

Algodao,
amendoim,
arroz, cacau,
café, soja,
trigo,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas.

C2oH19BroNO;3

505,2

0,0002

100

Tol

Diazinon

Organophosphate

Sim

Citros e maca.

C12H21N203PS

304,35

60

100

Tol

Dicrotophos

Organophosphate

Nao

CgH1sNOsP

237,19

99.8

Tol

Difenoconazole

Triazole

Sim

Algodao,
amendoim,
cevada, feijdo,
soja e trigo,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas

Ci19H17CI2N303

406,26

15,0

100

ACcOEt

Dimethoate

Organophosphate

Algodao,
citros, maca,
tomate e trigo.

CsH12NO3PS,

229,26

25900

100

Tol

EPN

Organophosphate

C14 H1aNO4PS

323,30

0,5

Epoxiconazole

Triazole

Algodao,
amendoim,
arroz, aveia,

banana, cacau,
café, cana-de-
acucar, cevada,
feijéo, girassol,

C17H13CIFN3O

329,76

7,1

100

AcOEt
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado
?

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubili
dade
(mg L™

Pureza
(%)

Solvente

mandioca,
milho, soja e
trigo

Esfenvalerate

Pyrethroid

Sim

Algodao,
arroz, batata,
café, cebola,
citros, feijéo,
milho, soja,

tomate e trigo

C25H22CINO3

419,91

0,001

99.5

Tol

Ethion

Organophosphate

Nao

CoH2204P2S4

384,48

-12

97

Tol

Etofenprox

Eter difenilico

Sim

Algodao,
arroz, aveia,
café, cevada,

dendé,
marmelo,
pepino, soja,
trigo e varias
frutas e
hortalicas.

CosH2803

376,49

0,0225

100

AcOEt

Etoprophos

Sim

Batata

CsH1902PS>

242,3

1300

97.6

MeOH

Fenamiphos

Organophosphate

Sim

Algodao,
banana, batata,
cacau, café,
meldo e
tomate.

C13H22NO3PS

303,36

345

95.9

Tol

Fenitrothion

Organophosphate

I, For

Sim

Algodao,
cebola,
crisantemo,
maca, milho,
trigo e soja

CoH12NOsPS

277,2

14000

97.1

Tol

Fenpropathrin

Pyrethroid

Sim

Algodao,
aveia,

C22H23NO3

349,42

0,33

100

Tol
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Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado | Culturas de Formula MM Solubili | Pureza | Solvente
(s) ? alimentos molecular (gmol-Y) | dade (%)
(mg L)
berinjela, cafe,
cebola,
centeio,
cevada, feijdo,
trigo, soja,
triticale, citros,
diversas frutas
e hortalicas
Fenthion Organophosphate| I, For, Néo - C10H1503PS; 278,33 4,2 98.4 Tol
Ac, C
Fenthoate Organophosphate| |, Ac N&o - C12H1704PS; 320,39 11 95.5 Tol
Fenvalerate Pyrethroid I, Ac Sim Emprego C2sH2CINOs | 419,90 0,001 100 Tol
domissanitario
Fluguinconazol Triazole F Sim Feijao, macd, | CisHsCI2FNsO | 376,17 1,15 100 AcOEt
meldo,
péssego, soja e
trigo.
Phorate Organophosphat | I, Ac, Néo - C7 H1702PS3 260,4 50 97.2 Tol
e N
Heptenophos Organophosphat I N&o - CoH12CIO4P 250,6 2200 97.7 AcOEt
e
Imidacloprid Neonicotinoid I Sim milho, soja, CoH10CINsO2 | 255,66 610 99.5 AcOEt
trigo,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas.
Fosmet Organophosphat I Né&o - C11H12NO4 317,33 15,2 100 AcOEt
e PS>
A-cihalothrin Pyrethroid I Sim Arroz, cevada, | C2sH19CIFsNO | 449,85 0,005 99.2 Tol

milho, milheto,
S0ja, trigo,
maracuja e

3
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Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado | Culturas de Formula MM Solubili | Pureza | Solvente
(s) ? alimentos molecular (gmol-Y) | dade (%)
(mg L)
outras frutas e
hortalicas
Malaoxon Organophosphat M - C10H1907PS 314,29 98.7 AcOEt
e
Malathion Organophosphat | |, Ac Sim Arroz, alface, C10H1906PS2 330,36 148 100 Tol
e algodao, soja,
milho e trigo
armazenados,
cacau, café,
feijao,
berinjela,
diversas frutas
e hortalicas
Metamidophos Organophosphat | |, Ac Néo - CoHsNO2PS 141,13 | 2,0x10° 99.7 AcOEt
e
Methidathion Organophosphat | |, Ac Sim Algodao e CeH11N2O4PS3 | 302,3 240 98.5 Tol
e maca.
Metiocarbe MetilCarbamate I Sim Berinjela, C11H1sNO2S 302,3 240 99.9 MeOH
de fenila piment&o e
tomate
Metomil Carbamate I, Ac Sim Algodao, CsH10N202S 162,21 55000 99.9 MeOH
arroz, aveia,
batata,
brécolis, cafe,
centeio,
cevada, couve,
dendé, feijao,
milho, repolho,
soja, tomate,
trigo e triticale.
Mevinphos Organophosphat | 1, Ac Né&o - C7H1306P 224,1 6,0x10° 955 Tol
e
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Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado | Culturas de Formula MM Solubili | Pureza | Solvente
(s) ? alimentos molecular (gmol-Y) | dade (%)
(mg L)
Myclobutanil Triazole F Sim Arroz, batata, C15H17CINg 288,78 132 100 AcOEt
café, maca,
mel&o, soja e
uva.
Monocrotophos Organophosphat I Néo - C7H14NO5s 223,16 100 Tol
e P
Omethoate Organophosphat Né&o - 96.8 Acet
e
Oxyfluorfen Eter difenilico H Algodao, CisHuCIFNO | 361,7 0,116 99.2 AcOEt
arroz, cafe, 4
cana-de-
acucar, cebola,
citros, soja.
Paraoxon-methyl | Organophosphat M - - 98.8 AcOEt
e
Parathion-methyl | Organophosphat | |, Ac Néo - CgH10NOsPS 263,2 55 97.8 Tol
e
Phendimetalin Dinitroaniline H Sim Algodao, alho, | Ci13H19N304 281,3 0,33 100 Tol
amendoim,
arroz, batata,
cafée, cana-de-
acucar, cebola,
feijao, milho,
soja e trigo
Permethrin Pirethroid I Sim Algodao, C21H20Cl203 391,3 0,006 100 AcOEt
arroz, café
citrus, uva,
couve, couve
flor, tomate,
trigo, milho,
feijdo, soja
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Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado | Culturas de Formula MM Solubili | Pureza | Solvente
(s) ? alimentos molecular (gmol-Y) | dade (%)
(mg L™
Pyraclostrobin Methoxycarbanil F Sim Algodao, C19H18CIN3O4 | 387,82 1,9 100 AcOEt
ate strobilurin amendoim,
cevada, soja,
trigo, triticale,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas.
Pyrazophos Thionophosphat F Né&o - C14H20N3OsP S | 373,37 4,2 100 AcOEt
e
Pirimicarbe Carbamate I Sim Alface, batata, C11H18N4Oz 238,39 3100 98.5 MeOH
berinjela,
couve, couve-
flor, feijao,
pepino,
pimenta,
repolho,
tomate e trigo.
Pirimiphos Organophosphat | |, Ac N&o - C11H20N303PS | 305,34 2,3 100 AcOEt
ethyl e
Pirimiphos Organophosphat | I,Ac Sim Arroz, milho e | C11H20N3OsPS | 305,33 5 96.3 Tol
methy!| e trigo
Procymidone Dicarboximide F Sim Alface, C1sH11CI2NO2 | 284,14 2,46 98.6 AcOEt
algodéo,

batata, cebola,
cenoura, feijao,
maca,
melancia,
meldo,
morango,
péssego, soja,
tomate e uva.
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Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado | Culturas de Formula MM Solubili | Pureza | Solvente
(s) ? alimentos molecular (gmol-Y) | dade (%)
(mg L™
Prochloraz Imidazolilcarbox F Né&o - C1sH16ClIsN3O2 | 376,7 26,5 99.4 AcOEt
imida
Profenophos Organophosphat | |, Ac Sim Algodao, CuHsBrClOs | 373,63 28 99.2 Tol
e amendoim, PS
café, canola,
girassol, soja,
trigo e diversas
frutas e
hortalicas.
Prothiophos Organophosphat I Né&o - C11H15ClI,O2PS | 345,25 0,07 97.6 Tol
e 2
Quinalphos Organophosphat | |, Ac Néo - C12H1sN203 PS | 298,3 17,8 100 AcOEt
e
Tebuconazole Triazole F Sim Cana-de- C16H22CIN3O 307,82 36 100 AcOEt
acucar,
centeio,
cevada, soja,
trigo, triticale,
maracuja
diversas frutas
e hortalicas
Terbufos Organophosphat I, N Sim Algodéo, CoH2102PS3 288,4 4,5 99 Tol
e amendoim,
banana, café,
cana-de-
acucar, feijao e
milho.
Tetradifon Diphenylsulfone Ac Sim Algodao, C12HeCl402S 356,06 0,078 99.8 AcOEt
berinjela,
citros, feijao,
mamao,
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado
?

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-)

Solubili
dade
(mg L™

Pureza
(%)

Solvente

piment&o, rosa
e tomate

Thiobencarb

Carbamate

Sim

Arroz

C12H16CINOS

257,78

16,7

99.5

MeOH

Triazophos

Organophosphat
e

Sim

Algodao,
batata, café,
citros,
crisantemo,
feijdo, milho,
repolho, soja,
tomate e trigo

C12H16N303PS

313,31

35

100

Tol

Trichlorfon

Phosphonate

Nao

C4HsCl304P

257,43

95.8

AcOEt

Trifloxystrobin

Methoxyiminoac
etate strobilurin

Sim

Algodao, cana-
de-acUcar,
girassol,
maracuja e
outras frutas e
verduras

C2oH19F3N204

408,4

0,61

100

AcOEt

Trifluralin

Dinitroaniline

Sim

Algodao,
arroz, girassol,
soja, trigo,
cana-de-
acucar, trigo e
varias
hortalicas.

C13H16F3N304

335,5

0,221

98.5

Tol

Vinclozolin

Dicarboximide

F

Nao

C12H9CIbNO3

286,11

34

100

ACcOEt

| = Inseticida, F = Fungicida; For= Formicida, H = Herbicida, Ac = Acaricida, C= Cupicida N = Nematicida. M= metabdlito;
Sim = Autorizado. MM = Massa molar. Solubilidade: em agua a 20°C. EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate;
Fonte: ANVISA (2020); https://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/index.htm
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Tabela S2. Pardmetros dos 50 analitos no

4000QTRAP SCIEX)

sistema LC-MS/MS

(LC Shimadzu-

Pesticida Tr DP | CE | CXP Transi¢do (m/z)? Razéo dos
(mim) (V) [ (V)| (V) fonsP
(RSD, %),
n=67
Acephate 1.1 46 | 11 | 10 | 184.04 143 0.1 (16)
25 8 |184.04 125
Aldicarb 3.8 31 | 11 3 208.1 116 0.6 (2.5)
20 3 208.1 89
Aldicarb- 1.4 66 | 13 | 12 |223.00 86 0.9 (4.6)
sulfone
20 3 |223.00 148
Aldicarb- 1.2 41 | 9 3 | 207.00 132 0.8 (5.3)
sulfoxide
19 3 |207.00 89
Atrazine 6.2 66 | 25 | 12 |216.19 174 0.3(3)
41 6 216.19 104
Azoxystrobin 8.4 46 | 19 | 12 | 404.09 372 0.3(2.5)
35 | 28 |404.09 344
Boscalid 8.4 71 | 27 | 24 | 343.04 307 0.3(8.4)
27 8 |343.04 139
Buprofezin 10.9 46 | 17 | 16 | 306.08 201 0.6 (2.6)
23 8 |306.08 116
Carbaryl 6 56 | 15 | 10 | 202.08 145 0.3(4.2)
41 8 |202.08 127
Carbendazim 2.4 56 | 25 | 12 |192.65 160 0.5 (45)
43 | 10 |192.65 132
Carbofuran 54 56 | 17 | 12 | 222.12 165 0.8 (1.8)
29 8 |222.12 123
Carbofuran-3- 2.2 62 | 21 4 238.1 163 0.7 (3.4)
OH
15 2 238.1 181
Chlorpyrifos 11.1 66 | 27 | 14 | 349.97 198 0.7 (5.2)
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Pesticida Tr DP | CE | CXP Transicdo (m/z)? Razéo dos
(mim) [(V) | (V)| (V) fonsP®
(RSD, %),
n=67
49 | 6 |349.97 97
Chlorpyrifos 10.1 61 | 29 | 8 [321.95 125 0.6 (18)
methyl 23 | 22 |321.95 290
Kresoxim- 9.4 36 | 11 | 16 |314.08 206 0.8 (4)
methyl 19 8 |314.08 116
Diazinon 9.8 61 | 31 | 12 | 305.09 169 0.7 (1.9
31 | 10 |305.09 153
Dicrotophos 1.6 61 | 19 8 |238.03 112 0.7 (3.6)
15 | 16 | 238.03 193
Difenoconazole 10.2 81 | 35 | 20 |406.09 251 0.2 (2.2)
65 | 12 |406.09 188
Dimethoate 2.7 56 | 13 | 16 |230.03 199 0.6 (2.7)
29 8 |230.03 125
EPN 10.3 66 | 33 | 12 | 324.06 157 0.9(7.2)
19 | 22 | 324.06 296
Epoxiconazole 9 61 | 29 8 1330.05 121 0.3 (10)
71 6 |330.05 101
Ethion 11.1 46 | 15 | 16 |385.03 199 0.7 (2.3)
35| 10 |385.03 143
Ethoprop 8.8 51 | 29 | 10 |243.04 131 0.9 (2.6)
21 | 14 | 243.04 173
Fenamiphos 9.1 66 | 33 | 16 |304.07 217 0.4 (7.8)
25 | 14 | 304.07 234
Phenthoate 9.6 41 | 17 | 12 | 321.10 163 1.0 (2.6)
27 8 |321.10 135
Fluguinconazole 8.8 56 | 35 | 18 | 376.03 307 0.7 (9.8)
29 | 26 |376.03 349
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Pesticida Tr DP | CE | CXP Transicdo (m/z)? Razéo dos
(mim) [(V) | (V)| (V) fonsP®
(RSD, %),
n=67

Heptenophos 7.1 61 | 19 | 10 |251.13 127 0.5(2.4)
19 | 10 | 251.13 125

Imidacloprid 2.5 56 | 21 | 16 | 256.04 209 1.0 (1.5
27 | 14 | 256.04 175

Fosmet 8 66 | 17 | 12 |317.95 160 0.2 (7.3)
51 8 |317.95 133

Malaoxon 2.7 46 | 46 | 17 | 316.10 128 0.7
46 | 17 |316.10 127

Malathion 8.7 66 | 19 8 |330.97 127 0.9(9.7)
33| 6 |330.97 99

Methamidophos 11 56 | 19 6 |141.98 112 0.7 (13)
19 6 |141.98 94

Methidathion 7.6 36 | 13 | 12 | 302.88 145 0.6 (1.7)
29| 6 |302.88 85

Methiocarb 7.9 31 | 25 8 |226.10 121 0.8 (2.6)
13 | 12 | 226.10 169

Methomyl 1.6 35 | 13 3 162.9 106 0.4 (2.4)
13 | 3 162.9 88

Myclobutanil 8.6 56 | 45 | 12 | 289.03 70 0.6 (2.4)
47 8 |289.03 125

Monocrotophos 14 51 | 21 8 | 224.07 127 0.9 (2.2)
11 | 16 | 224.07 193

Omethoate 11 46 | 17 | 12 | 213.99 183 0.8 (7.3)
31 8 |213.99 125

Paraoxon- 4.7 71 | 27 | 16 |247.94 202 0.2 (7.4)

methy| 25 | 18 | 247.94 231

Pyraclostrobin 10 31 |17 | 16 |388.07 194 0.7 (2.1)
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Pesticida Tr DP | CE | CXP Transicdo (m/z)? Razéo dos
(mim) [(V) | (V)| (V) fonsP®
(RSD, %),
n=67

35| 12 |388.07| — 163

Pirimicarb 6 61 [ 23 | 14 23919 | — 182 1.0 (3.5)
20 6 [23919| — 72

Pirimiphos 10.9 66 | 31 | 16 |334.14 | — 198 0.5(3.5)
31| 12 | 33414 | — 182

Pirimiphos 10.1 61 | 31 | 12 |306.06 | — 164 1.0 (3.0)

methyl 43 | 6 |306.06| — 108

Prochloraz 9.9 36 | 17 8 [376.02| — 308 0.2 (3.8)
25| 22 |376.02| — 266

Profenofos 10.5 71125 | 26 |37297| — 303 0.6 (3.5)
19 | 10 | 37297 | — 345

Quinalphos 94 51 | 23 | 18 |299.03 | — 243 1.0 (2.4)
33| 12 |299.03| — 163

Tebuconazole 9.4 56 | 51 8 |308.06| — 125 0.4 (4.8)
35| 10 |308.06 | — 151

Thiobencarb 9.9 31 | 23 8 [258.05| — 125 0.1(5.4)
17 6 |258.05| — 100

Trichlorfon 1.9 66 | 25 8 125892 | — 127 0.4 (12)
17 | 14 | 25892 | — 223

Trifloxystrobin 104 56 | 25 | 14 |409.11| — 186 0.5 (18)
61 8 [409.11| — 145

T= tempo de retencdo; DP: declustering potential;CE: collision energy CXP: collision
cell exit potential; @ o fon de quantificacio esta identificado em negrito; ® Raz&o entre

os ions de quantificacao e qualificacéo.
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Tabela S3. Parametros adquiridos no GC-MS/MS para 30 pesticidas

Pesticida TR Energia de re::?Jr;sor r:)(()jrlljto Razéo dos ions®
(min) | colisdo (eV) | P by P Sia | (RSD, %), n=107
Azinphos- 5 160 — 132
Methvl 18.2 0.6 (11)
ethy 15 132 — 77
5 160.02 N 132.01
Azynphos Ethyl 19.3 0.3(4.7)
10 160.02 — 104.01
181.05 166.05
Bifenthrin 16.9 25 _ 0.1 (47)
15 165.05 — 139.04
20 24698 | _, | 226.98
Chlorfenapyr 13.3 0.3 (22.0)
20 248.98 — 228.98
15 26698 | _, | 158.99
Chlorfenvinphos | 11.1 0.6 (9.4)
15 322.97 — 266.98
20 26588 | _, | 169.92
Chlorothalonil 8.1 0.6 (4.4)
20 265.88 — 132.94
15 32496 | _, | 26897
Chlorthiophos 14.2 0.2 (4.8)
10 324.96 — 296.97
: 163.03 127.02
Cypermethrin 219 10 — 0.3 (11.7)
eak 1
P 25 181.03 |—| 152.03
Cypermethrin 10 163.03 | _, | 127.02
K2 22.1 0.4 (7.2)
pea 25 181.03 |—| 152.03
Cypermethrin 10 163.03 | _, | 127.02
K3 22.2 0.5 (6.5)
pea 25 181.03 |—| 152.03
: 163.03 127.02
Cypermethrin 293 10 — 05 (17.2)
eak 4
P 25 181.03 |—| 152.03
; 163.02 91.01
Cyfluth{m Peak 214 12 — 03(27.2)
20 206.03 — 151.02
; 163.02 91.01
Cyfluthzrln Peak 216 12 — 03 (7.7)
20 206.03 — 151.02
; 163.02 91.01
Cyfluth?er Peak 290 12 — 0.4 (12.7)
20 206.03 — 151.02
; 163.02 91.01
CyfluthArfln Peak 299 12 — 0.4 (13.7)
20 206.03 — 151.02
181.04 152.03
A-cyhalothrin 18.8 23 — 0.5 (13)
15 197.04 — 141.03
Deltamethrin 25.1 20 180.99 | 151.99 0.5 (4.4)
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Pesticida TR Energia de re::?Jr;sor r:)(()jrlljto Razéo dos ions®
(min) | colisdo (eV) | P P (RSD, %), n=107
m/z m/z®
18 252.99 | — 93
167.05 125.04
Esfenvalerate 24.1 10 _ 0.1 (18.5)
10 167.05 | — | 139.04
163.09 135.07
Etofenprox 22.5 10 _ 1.1(15)
16 163.09 | — | 107.06
277.02 260.02
Fenitrothion 9.6 20 - 0.7 (5.3)
10 277.02 — | 109.01
181.09 152.07
Fenpropathrin 17.2 23 _ 0.4 (8.6)
15 265.13 | — 210.1
278.02 109.01
Fenthion 10.1 18 - 0.7 (4.8)
18 278.02 — | 127.01
167.05 125.04
Fenvalerate 23.6 10 = 0.3 (2.5)
10 225.07 — | 119.04
127.03 109.02
Mevinphos 4.9 10 = 0.7 (20.3)
12 192.04 | —| 127.03
300.03 223.02
Oxyfluorfen | 13.0 10 - 1.0 (4.9)
12 361.03 | — | 300.03
Parathion- 9.0 15 263 — 109 0.8 (4.9
Methyl ' 8(4.9)
y 15 263 — 127
; 183.04 165.03
Permethlrln peak 0.2 15 — 07 (3.8)
15 183.04 | — | 168.03
; 183.04 153.03
Permethzrln peak 205 15 — 1.1 (2.6)
15 183.04 | — | 168.03
252.12 162.08
Phendimetalin | 10.9 12 _ 0.8 (6)
12 252.12 — | 191.09
121.01 65
Phorate 6.9 10 _ 0.2 (17.8)
5 260.01 | — 75
283.02 96.01
Procymidone 115 15 _ 0.5 (6.6)
10 283.02 — | 255.02
266.97 238.97
Prothiofos 125 10 _ 0.2 (6.4)
5 308.97 — | 238.97
221.05 193.04
Pyrazophos 19.1 10 _ 0.4 (4.5
15 221.05 | — | 177.04
231.04 175.03
Terbufos 7.7 15 _ 0.6 (3.8)
10 231.04 | — | 203.03
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Pesticida TR Energia de re::?Jr;sor r:)(()jrlljto Razéio dos ions”
(min) | colisdo (eV) | P P (RSD, %), n=107
m/z m/z?8
257.05 162.03
Triazophos 14.6 10 _ 1.0 (4)
10 161.03 | — | 134.03
264.09 160.05
Trifluralin 6.6 15 _ 0.9 (9.2)
15 3061 | — | 264.09
285 212
Vinclozolin 8.9 15 _ 0.7 (10.4)
15 212 S

20 jon em negrito é o de quantificacdo; ® Razao entre os fons de quantificacdo e qualificacgo.
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Tabela S4 - Recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria de 50 analitos na

matriz casca de maracuja em LC-MS/MS em 4 niveis de fortificagdo (mg kg )

Recuperacao e

repetibilidade (RSD r), %

Precisao intermediaria (RSD p),

% (n=8 ou 9)

(n=5)
Pesticida o.go 001 | 002|010 | 0005 | 001 | 002 | 0.0
Acephate (?‘71) (573) (;%) (17.2) 18 5.2 17 15
Aldicarb (1113% 93 (8) (fg) (?g) 19 | 64 | 15 | 14
Gire | (35| (65 | (5 | @y | 2 | B | 1| 1
leﬁ‘:)(ﬁ:jbé ((132) (f.g) (57.%3) (86.%) N
Atrazine (38_%) (27.72) (ﬁ}) (??.56) 10 20 5.2 7.4
Azoxystrobin (58_12) (2‘;'3) (17.%) (740233 9.6 10 16 4.2
Boscalid &1) 62 (8) (Ig) (823; 21 | 23 15 | 90
Buprofezin (g_%) (57.2) (3?.(31) (g_25) 8.0 16 19 12
Carbaryl (3_‘(‘3) (j85) (77%) (58%) 82 | 16 | 86 | 60
Carbendazim (g_‘;) (12) (s;.%) (57.55) 10 18 10 | 85
Carbofuran 1(%3 86 (4) 2375) (i% 6.4 17 5.0 8.5
o (ﬂ) (g.zz) (gg) (3.3) 0] 23 | 1072
Chlorpyrifos (65.50) (76%) (jﬁ)) (1(2)) 19 7.0 4.2 9
ﬁzltﬁ;ﬁ%nfos (97.%) (1112(; (1103(; (962) 18 | 13 | 10 ] 65
ﬁﬁi‘ﬁ'm (2.79) (11178) (?g) (98:§ i T B
Diazinon (2_52) (ii) (g%) (g_%)) 30 | 22 | 32 | 80
Dicrotophos (Z_Lé) (Zf)) (g.%) (g_%) 17 8.8 9.5 12
Difenoconazol (2_15) (ﬁ) (;2) (ﬁ) 9.0 10 19 20
Dimethoate (g_%)) (j%) (Z.%) (3_%) 12 13 5.0 3.0
EPN (gz) (179;‘) (27%) (Ig) 11 | 80 | 70 | 16
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Recuperacéo e

repetibilidade (RSDr), %

Precisao intermediaria (RSD p),

% (n=8 ou 9)

(n=5)
Pesticida O.gO 0.01 | 0.02 | 0.10 | 0.005 0.01 0.02 0.10
Epoxiconazole (§_52) (zg) (?g) (LZD 7.5 10 15 20
Ethion (77_%) (772) (57.%) (97_52) 10 11 4.5 11
Ethoprop (3_%) (57.72) (773) (;j) 13 19 16 12
Fenamiphos (%) (gg) (1.85) (2_%) 12 10 | 45 | 65
Phenthoate (;%) (;g) (1.32) (2_%) 11 | 45 | 43 | 32
::eluqumconazo (3()3.%) (?;1) (;3;) (1(2)) 95 17 11 15
Heptenophos ?43; (1.95) (;i) (3?.26) 12 8.0 3.2 4.4
Imidacloprid (59_88) (57%) (5?,85) ?7355) 7.5 20 7.5 8.2
Fosmet é‘_)g) (ig) ?90) (g_;) 18 | 10 | 10 | 89
Malaoxon (gg) (203) (57.23) (68_79) 4.5 4.1 5.2 6.1
Malathion (37_27) (zé) (?2) (;3(1)) 6.3 13 11 14
gﬂsethamldoph (Zg) (6138) (Z.?},) (3?.59) 4.5 8 S
Methidathion (17‘?;) (3_89) (g_g) (11303) 28 6 | 65 | 13
Methiocarb (17_12) (57.13) (57.17) (Z_‘;) 18 19 18 17
Methomyl (7375F; (Z%) (1.56) (1_72) 19 13 15 14
Myclobutanil (g_% (??.%1) (Ig) (38_?0 20 5.6 14 9.2
g onocretopne (741.535; (Z.Lcl)) (f.%) (Z.% 62 | 51 1 16 ] 16
Omethoate (;_i) (3?%) (3?.52) (S_%) 41 | 30 | 30 | 32
Eﬂ&@f°”’ | (11140) ?4{1% (g.%) (j.g) i A e
zlraclostrobm : g;) (2‘21) ( g% ) (Ig) 15 12 14 13
Pirimicarb (gi) 88()6'0 (Zg) (38_‘;) 19 8.9 6.2 8.9
Eléltw;%hos (729:'35; (5.51) (E) (g.%) i D e
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Recuperacéo e

repetibilidade (RSDr), %

Precisao intermediaria (RSD p),
% (n=8 ou 9)

(n=5)

Pesticida O.é)o 0.01 | 0.02 | 0.10 | 0.005 0.01 0.02 0.10

Pirimiphos 69 68 67 77

(-Methyl) 15) | 32) | (58)| @2 | 3% | 5> | 89 | 36
80 86 67 72

Prochloraz @.9) | (4.9) | 6.9) | 4.1) 10 11 14 4.0
74 70 76 71

Profenofos @5) | 62) | (61)| @1) 3.2 8.2 10 11

: 80 82 75 78

Quinalphos @9) | 75 | @9 | 69 3.9 7.5 55 6.5
79 7 82 75

Tebuconazole 65 | (10) | (18) | (7.2) 5.0 8.9 16 15

. 65 71 81 75

Thiobencarb 32 | 13 | 22| a2 3.2 14 2.4 10

: 80 82 75 78

Trichlorfon (5) 75) | (653) | (7.2) 15 8.0 4.9 6.1

Trifloxystrobi 80 76 75 71

n 72) | as) | 2| a2 | ¥ 14 1 32 | 14

EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate
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Tabela S5 - Recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria de 50 analitos na

matriz polpa de maracuja em LC-MS/MS em 4 niveis de fortificacio (mg kg™)

Recuperacao e repetibilidade
(RSDr), % (n=4 ou 5)

Precisdo intermediaria
(RSD p), % (n=8 ou 9)

Pesticida | 0,005 | 0,01 | 002 |0,10|0,005] 001 | 0,02 | 0,10
Acephate | 67 (11) | 70 (4) | 69 (13) ?41) 15 | 10 | 13 | 17
Aldicarb | 98 (17) (11037) (11171) (g% 19 | 24 | 18 | 27
Aldicarb- 86 105
T 88 | (115 |78 | pg | 15 | 12 | 11| 26
. 102
Aldicarb-
e | 85(7) | 80(13) | 79.(11) (8).5 1 | 10 | 14 | 17
Atrazine | 77 (10) | 92 (12) | 92 (12) (93 18 | 14 | 11 | 75
Azoxystrobin (11111) 113 (8) | 92 (10) ?993 10| 12 ] 10| 10
Boscalid | 85 (14) | 96 (13) | 87 (12) 28 20 | 12 | 12 | 85
Buprofezin | 82 (13) | 94 (13) | 99 (12) 572) 18 | 17 | 11| 12
Carbaryl | 78/(19) | 96 (8) | 92 (9) 1(g§3 24 | 17 | 85 | 13
Carbendazim | 82(14) | 81(7.6) | 89(16) (1108 18 | 85 | 14 | 18
102 | 102 | 113 | 98
Carbofuran (20) (17) 11) | @7 22 19 10 22
Carbooﬂga”'& 73(4) | 82(5) | 89(55) | - | 25 | 22 | 45 | -
Chlorpyrifos | 94 (19) (11121) 99 (10) (941) 17 | 15 | 10 | 10
Chlorpyrifos 102 87
el 8@ | 3 | %8@ | g | 18 | 12 | 85 | 12
Kresoxim- 105 73
oty an M@ | 968 1| 29 | 14 | 16 | 19
Diazinon | 84 (12) | 85 (12) | 87 (10) 5361) 15 | 20 | 11 | 11
88
Dicrotophos | 74(8) | 69(4) |83(11) | 35| 22 | 23 | 10 | 8
)
Difenoconazole | 98 (12) (11081) 92 (14) ?68) 13 15 14 9
Dimethoate | 100 (5) | 86 (9) | 91 (11) 1(5’ 14 | 16 | 10 | 11
EPN 92 (16) | 82 (15) | 93 (7) (775) 17 | 26 | 85 | 15
. 102 76
Epoxiconazole | 88 (19) (18) 82 (22) (10) 22 16 20 11
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Recuperacéo e repetibilidade
(RSDy), % (n=4 ou 5)

Precisdo intermediaria
(RSD p), % (n=8 ou 9)

Pesticida | 0,005 | 0,01 | 0,02 |0,10|0,005] 001 | 0,02 | 0,10
Ethion (1105(; (11211) 90 (10) ?56; 14 | 10 | 13| 10
Ethoprop | 81 (16) | 94 (11) | 94 (10) ?55) 18 | 15 | 10 | 75
Fenamiphos | 88 (14) | 96 (10) | 99 (12) (ﬁ) 13| 18] 12| 12
Phenthoate | 79 (15) | 99 (10) | 91 (13) (892) 14 | 10 | 13| 12
Fluquinconazol | g9 (10) | 93 (12) | 92 (10) (83‘; 14 | 16 | 10 | 11
85
Heptenophos | 77(5) | 80(8) | 90(8) | (45| 13 16 8.5 12
)
. . 96
Imidacloprid 77(4) | 70(2) | 94 (5) 3) 24 25 5.2 9.5
Fosmete 124 (8) (11170) - - 18 16 - -
Malaoxon | 97 (15) | 95 (14) | 91 (9) 1(%5 14 | 13 | 8 | s
Malathion | 97 (24) (11101) 91 (11) (891) 20 | 14 | 11| 11
Methans"d"pho 63 (20) | 64 (12) (f%) (72(; 15 | 12 | 75 | 92
" 100 | 8l
Methidathion | 87 (13) | 91(14) | 1o | 73y | 20 | 15 | 13 | 12
Methiocarb | 73(17) | S8 % (2?5 30 | 20 | 25 | 93
©0) | @5 |9
o3 90
Methomyl | Jo | 7401 | 78D | 05 | 21 | 22 | 10 | 72
' )
Myclobutanil | 74 (10) | 82 (10) | 90 (15) ?3% 20 | 22 | 14 | 75
Monocrotophos 69 66 84 (12) (?1?7 25 23 10 13
©98) | (7.2) )
Omethoate | 70 (13) | [0 %3 (1522 22 | 12 | 13| 20
©2 | @8 |G
o1
Paraoxon- 77 74 94
methyl 7.9 | 33) | (58) (4)'6 20 | 21 ) 84 ) 81
Piraclostrobina 103 11 93 (15) (210 14 9.9 12 13
14) | (84) | :
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Recuperacéo e repetibilidade

(RSDy), % (n=4 ou 5)

Precisdo intermediaria
(RSD p), % (n=8 ou 9)

Pesticida 0,005 0,01 0,02 | 0,10 | 0,005 | 0,01 | 0,02 | 0,10
67 88

Pirimicarb (2.6) 87(18) | 88(15)| (3.2 | 23 19 14 6.8
' )
108 87

Pirimiphos 84 (22) (10) 94(12) | (75| 20 12 12 10
)

Pirimiphos | gy 14y | 94 12) | % (260 20 | 16 | 87 | 88
methyl (9.7) )' ' '
106 85
Prochloraz 89 (15) (16) 88(12) | (71| 15 16 12 6.8

)
78
Profenofos 91 (17) | 97(11) |91 (11) | (46 | 18 16 12 11
)
89
Quinalphos | 85(10) | 94 (11) [92(11) | (79 | 14 | 15 11 | 9.2
)
Tebuconazole | /> |85(17) [8520) | /7| 19 | 20 | 25 | 12
(3.6) (10)
101 89
Thiobencarb | 77 (14) | 93 (11) (9.9) (25| 26 11 9.1 7.4
' )
. 103 88 143
Trichlorfon (12) 95 (13) @1) | (24) 13 15 4.5 35
73
. . 101 101
Trifloxystrobin 97 (12 6.3 | 15 12 9.5 16

EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate
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Tabela S6 - Ensaios de recuperacdo na matriz casca de maracuja em GC-MS/MS EM 4
niveis de fortificacdo (mg kg™)

Recuperacdo e repetibilidade
(RSDy), % (n=5)

Precisdo intermediaria

(RSD p), % (n=8)

Pesticida 0,005 0,01 0,02 0,10 | 0,005 0,01
Azinphos-Ethyl | 104 (5.0) | 87 (11) | 76 (7.5) 55 12 7.5
Azinphos-Methyl | 95(11) | 70 (4.2) | 77 (5.5) 9.5 5.2 9.2
Bifenthrin 87 (6.5) | 99(10) |112(9.0)| 75 16 18
Chlorfenapyr 83 (17) | 86(18) | 103 (11) 19 19 19
Chlorfenvinphos | 62 (3.5) | 89(0.3) | 73 (1.5) 3.2 6.0 6.0
Chlorothalonil 98 (12) | 108 (2.5) | 78 (6.0) 8.2 12 14
Chlorthiophos 70 (3.5) | 88(19) | 103(10) 19 18 18
Cipermetrin 78 (12) | 73(11) | 82(2.2) 16 20 15
Cyfluthrin 81(12) | 76 (7.2) | 77(5.2) 9.6 19 20
Deltamethrin 103 (16) | 105 (8.5) | 104 (8.0) 18 14 13
Esfenvalerate 79 (10) | 99(15) |101(85)| 85 17 16
Etofenprox 94 (6) 99 (18) | 99 (8.5) 7.5 18 16
Fenitrothion 114 (6.6) | 80(7.0) | 78(2.0) 55 6.5 55
Fenpropathrin 79(6.4) | 95(12) |111(8.4)| 8.0 16 19
Fenthion 109 (8.6) | 80(9.5) | 83(1.5) 7.0 22 10
Fenvalerate 111 (4.6) | 102 (13) | 97 (9.5) 16 19 14
A-cyhalothrin 77 (13) | 103 (16) | 120 (8.5) 12 22 22
Mevinphos 61 (6.5) | 80(18) | 86(11) 20 16 10
Oxyfluorfen 77 (11) | 93(18) | 105 (10) 12 20 15
Parathion-Methyl | 109 (6.4) | 77 (6.6) | 73 (2.5) 24 7.2 54
Permetrin 74(4.0) | 71(7) | 77(4.0) 11 17 16
Phendimetalin 80 (8.5) | 88(18) | 100 (12) 8.5 20 18
Phorate 89 (10) | 85(10) 74 (5) 14 12 4.0
Procimidona 82(4.6) | 73(3.6) | 76 (1.5) 6.5 8.2 7.2
Prothiofos 67 (7.4) | 88(4.0) | 107 (11) 15 10 19
Pyrazophos 79(4.2) | 84(12) | 86(11) 10 13 16
Terbufos 69 (6.5) | 76 (4.6) | 98 (10) 55 4.6 20
Triazophos 94(8.2) | 80(6.5) | 77 (3.5) 12 7.5 6.0
Trifluralin 89 (11) | 72(15) | 97 (15) 9.5 9.8 13
Vinclozolin 81 (10) | 108 (2.5) | 74 (10) 8.5 1.8 9.5
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Tabela S7 - Ensaios de recuperacdo na matriz polpa de maracuja em GC-MS/MS em 4
niveis de fortificacdo (mg kg™)

Recuperacao (%) e precisao

Precisdo intermediaria (RSD

RSD ), % (n=5) 0), % (n=8)
Pesticida | 0,005 0,01 0,05 0,005 0,01 0,05
Azinphos-
ety 102(2) | 87(7) 92 (13) 6,0 8,0 10
Azinphos-
methyl | 6919 | 70(15) 71 (31) 17 14 25
Bifenthrin | 84 (7) | 111(12) | 128 (5) 19 12.5 20
Chlorfenap 128
g (20) 95 (7) 82 (16) 19 10 16
Chlorfenvin 129
ohos 165 | 92(45) | 90(14) 15 7 11
chlorothalo | g6 @) | 72(9) | 102() 8 15 4
Chlorthioph 122
o an 89 (7) 91 (15) 16 32 12
Cipermetrin | 88 (8) 93 (16) 104 (4) 21 14 9
Cyfluthrin | 96 (33) | 88 (20) 87 (21) 33 20 16
De'tar’:’eth” 1118) | 95(10) | 93(16) 10 9 125
Esfenvalera 123
o an 91 (7) 93 (18) 10 8 14
Etofenprox (11010) 90 (8) 90 (14) 8.5 5 12
Feniromio | 1006 | 80(@) | 103(2) 21 9 2
Fenpropetir | gg () | 88 (6) | 91(155) | 18 5 12
Fenthion | 113(4) | 90 (2) 103 (3) 4 4 5
Fenvalerate (11171) 92 (10) 91 (16) 145 9 13
- 124
cyhalothrin (13) 9L (7) 91 (14) 10 6 14
Mevinphos | 85 (4) 81 (9) 82 (7) 18 8.5 7
Oxyfr']uorfe 74(12) | 81(9) 92 (15) 13 14 13
Parathion- 129
ethyl an 88 (5) 103 (2) 15 9 11
Permetrin 88 (8) 84 (8) 96 (16) 21 22 12
Phenl?r']meta 101(9) | 82(5) 103 (3) 7 5 5
Phorate 102 (4) 100 (2) 87 (5) 7 3 4
Proc';“'don 98(13) | 88(85) | 83(4) 16 9 3
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137

Prothiofos (14) 92 (7) 102 (2) 13 7 10
Pyrazophos (11090) 88 (7) 90 (16) 17 8 12
Terbufos 97 (4) 84 (10) 102 (2) 12 9 10
Triazophos | 87 (19) 90 (9) 92 (11.5) 35 7 9.5
Trifluralin | 118 (7) 96 (4.5) 76 (5) 6 6 4
Vinclozolin | 125 (7) 93 (5.5) 103 (4) 9 9 55
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Tabela S8 - Residuos de pesticidas em amostras de maracujé (casca, polpa e fruto) por
LC-MS/MS ou GC-MS/MS

Esfenvalerato (0,02)
Fenvalerato (0,04)
Methamidophos (0,09)

Amostra Casca (mg kg 1) Polpa (mg kg ?) Fruto (mg kg “1)*
3/16-BA Deltamethrin (0,007) nd Deltamethrin (0,004)
4/16-BA | Chlorothalonil (0,01) nd Chlorothalonil (0,006)
6/16-BA Dimethoate (0,2) nd Dimethoate (0,1)
A--cihalothrin (0,04) A-cyhalothrin (0,03)
Omethoate (0,03) Omethoate (0,02)
8/17-BA Carbendazim (0,05) nd Carbendazim (0,03)
9/17-BA | Carbendazim (< LOQ) nd Carbendazim (0,002)
Difenoconazol (0,005) Difenoconazol (< LOQ)
Methamidophos Methamidophos (0,004)
(0,006) Profenophos Profenophos (0,009)
(0,015)
13/18-BA Cypermethrin (0,5) Cypermethrin Cypermethrin (0,4)
Difenoconazol (< (0,01) Difenoconazol (< LOQ)
LOQ) Imidacloprid Dimethoate (0,03)
Dimethoate (0,04) (<LOQ) Imidacloprid (0,03)
Imidacloprid (0,04) A-cyhalothrin (0,02)
A-cyhalothrin (0,02) Omethoate (0,01)
Omethoate (0,02) Tebuconazol (0,01)
Tebuconazol (0,02)
14/18-BA Cypermethrin (0,1) Cypermethrin Cypermethrin (0,07)
Imidacloprid (0,007) (0,01) Imidacloprid (0,005)
A-cyhalothrin (0,01) A-cyhalothrin (0,007)
Omethoate (0,005) Omethoate (< LOQ)
15/18-BA | Cypermethrin (0,07) Cypermethrin Cypermethrin (0,05)
(0,01)
16/18-BA Imidacloprid (0,04) Imidacloprid Imidacloprid (0,02)
(0,005)
17/18-BA Imidacloprid (0,04) nd Imidacloprid (0,02)
18/16-DF Methamidophos nd Methamidophos
(<LOQ) (<LOQ)
20/16-GO Acephate (0,01) Acephate (0,007) Acephate (0,007)
Deltamethrin (0,015) Deltamethrin (0,007)
Methamidophos (0,02) Methamidophos (0,008)
Methomyl (0,01) Methomy! (0,006)
21/16-DF Chlorfenapyr (0,02) nd Chlorfenapyr (0,009)
Malathion (0,02) Malathion (0,01)
23/16-GO | Carbendazim (0,005) nd Carbendazim (< LOQ)
Imidacloprid (0,02) Imidacloprid (0,007)
24/16-GO | Chlorpyriphos (0,13) nd Chlorpyriphos (0,06)
25/16-DF Carbendazim (0,02) nd Carbendazim (0,01)
A-cyhalothrin (0,03) A-cyhalothrin (0,02)
27/16-GO Acephate (0,5) Acephate (0,01) Acephate (0,25)

Esfenvalerato (0,005)
Fenvalerato (0,01)
Methamidophos (0,04)
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Amostra

Casca (mg kg )

Polpa (mg kg )

Fruto (mg kg )*

29/16-DF

Acephate (0,06)
Carbendazim (0,09)
Chlorfenapyr (0,05)

Methamidophos

(0,015) Piraclostrobina
(<LOQ)

nd

Acephate (0,03)
Carbendazim (0,05)
Chlorfenapyr (0,02)

Methamidophos (0,008)

32/17-GO | Carbendazim (0,15) Chlorothalonil Carbendazim (0,07)
Chlorfenapyr (0,005) (0,005) Chlorfenapyr (< LOQ)
Chlorothalonil (0,05) Chlorothalonil (0,03)
Imidacloprid (< LOQ) Imidacloprid (< LOQ)

Methomyl (< LOQ) Methomy! (0,001)

34/17-DF | Carbendazim (0,02) Imidacloprid Carbendazim (0,01)

Imidacloprid (0,03) (0,005) Imidacloprid (0,02)
35/17-GO Acephate (0,4) Acephate (0,09) Acephate (0,25)
Deltamethrin (0,02) Imidacloprid Deltamethrin (0,01)
Imidacloprid (0,07) (0,006) Imidacloprid (0,04)
Methamidophos (0,3) Methamidophos Methamidophos (0,2)
(0,03)
38/17-DF Acephate (0,02) Acephate (0,01) Acephate (0,01)
Carbendazim (0,03) Carbendazim Carbendazim (0,01)
Chlorfenapyr (0,007) (<LOQ) Chlorfenapyr (< LOQ)
Methamidophos (0,01) Methamidophos (0,005)

39/17-DF | Carbendazim (0,015) nd Carbendazim (0,007)

Imidacloprid (< LOQ) Imidacloprid (0,005)
Methamidophos (< Methamidophos (0,001)
LOQ) Tebuconazol Tebuconazol (< LOQ)

(0,005)

42/16-RJ | Carbendazim (< LOQ) nd Carbendazim (< LOQ)
L-cialothrin (< LOQ) L-cialothrin (< LOQ)

44/17-RJ L-cialothrin (0,005) nd L-cialothrin (< LOQ)

46/17-RJ | Chlorothalonil (0,03) nd Chlorothalonil (0,01)

47/17-RJ Imidacloprid (0,02) Imidacloprid Imidacloprid (0,02)

(0,008)
48/17-RJ | Chlorothalonil (0,01) nd Chlorothalonil (0,006)
A-cialothrin (0,005) L-cialothrin (< LOQ)
52/18-RJ Imidacloprid (0,05) Imidacloprid Imidacloprid (0,03)
(0,005)

53/18-RJ Acephate (0,2) Acephate (0,02) Acephate (0,15)

Chlorothalonil (0,006) Imidacloprid Chlorothalonil (< LOQ)
Imidacloprid (0,07) (0,007) Imidacloprid (0,05)

54/18-RJ Carbendazim (0,02) Imidacloprid Carbendazim (0,009)

Imidacloprid (0,04) (0,005) Imidacloprid (0,03)
Methomyl (< LOQ) Methomyl (< LOQ)
55/18-RJ | Chlorfenapyr (0,015) nd Chlorfenapyr (0,009)

nd: ndo detectado; LOQ: 0,005 mg kg %. * amostras de polpa contendo residuos < LOQ

foram considerados como %2 LOQ
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Tabela S9 - Residuos de pesticidas em 30 amostras comerciais de polpa de maracuja
congelada de 11 marcas diferentes

piraclostrobina (0,008)

Amostra | Pesticida (mg kg?) Marca*
15/20 nd Brasfrut
34/20 acefato (< LOQ) Brasfrut
43/20 nd Brasfrut
50/20 acefato (0,008); carbendazim (0,007), azoxistrobina (< | Brasfrut

LOQ), difenoconazol (0,006)
36/20 carbendazim (0,006); tebuconazol (< LOQ) CAMTA
20/20 nd Eva polpas
21/20 nd Eva polpas
45/20 nd Eva polpas
46/20 carbendazim (0,01), imidacloprido (0,006), tebuconazol | Eva polpas
(0,008), malationa (< LOQ), piraclostrobina (< LOQ),
trifloxistrobina (0,005)
49/20 acefato (0,01), imidacloprido (0,006), malationa (0,007), | Eva polpas
difenoconazol (0,005)
40/20 nd Fruta
22/20 carbendazim (0,07); imidacloprido (< LOQ) Frutaé
47120 acefato (0,007); carbendazim (0,008), imidacloprido | Frutaé
(0,008), tebuconazol (0,005), piraclostrobina (< LOQ)
12/20 acefato (0,03); metamidofés (0,008); imidacloprido | Frutpres
(0,006);
13/20 carbendazim (0,006); imidacloprido (0,005); Frutpres
14/20 carbendazim (0,02); imidacloprido (0,007); Frutpres
17/20 carbendazim  (0,04); imidacloprido (< LOQ); | Frutpres
difenoconazol (< LOQ)
32/20 acefato (0,02) Frutpres
33/20 acefato (0,009); carbendazim (0,025); imidacloprido | Frutpres
(0,006)
48/20 acefato (0,007), imidacloprido (0,005) Frutpres
18/20 nd FrutySul
19/20 nd FrutySul
24120 nd FrutySul
25/20 acefato (0,005); carbendazim (< LOQ) FrutySul
41/20 nd FrutySul
42120 acefato (0,008) FrutySul
35/20 carbendazim (0,02); difenoconazol (0,005) Mais fruta
44/20 nd Nature
37/20 carbendazim (0,006); Sempre Viva
38/20 carbendazim (0,1); imidaclorprido (0,005); | Triangfrut

* amostras das mesma marca sdo de lotes diferentes
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Tabela S10 - Residuos de pesticidas em 12 amostras comerciais de farinha de maracuja
congelada de 11 marcas diferentes

Amostra | Pesticida (mg kg™)

Marca

26/20 nd

Amo Cha

11/20 metamidofos (0,04)

Dieb energia natural

39/20 nd

Naturais

Estacdo verde Produtos

09/20 metamidofds (0,04)

Frutos da terra

16/20 metamidofos (0,04), imidacloprido (0,07)

Frutos da terra

30/20 nd

Leve Crock

28/20 nd

Rei das Castanhas

10/20 metamidofos (0,05), pirimifés metilico (0,04) | San Mar

27/20 nd Unilife Vitamins
31/20 nd Vigor e Salde
29/20 nd Vitalicia

23/20 nd Vitalin sem glaten

Tabela S11 - Ingestdo diaria aceitavel (IDA) e dose de referéncia aguda (ARfD) dos
pesticidas considerados para avaliacdo de risco*

Pesticida IDA, mg/kg pc ARfD, mg/kg pc
Acefato 0.03 0.1
Carbendazim 0.03 0.1
Difenonazol 0.01 0.3
Imidacloprido 0.06 0.4
Tebuconazol 0.03 0.3
Malation 0.3 2
Metamidofos 0.004 0.01
Piraclostrobina 0.03 0.7
Pirimifos metilico 0.03 0.2
Trifloxistrobina 0.04 nao necessario

* https://apps.who.int/pesticide-residues-jmpr-database/Home/Range/A-C;
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Tabela S12 - Recuperacéo, repetibilidade e precisdo intermediaria de 49 analitos na matriz folha de maracuja em LC-MS/MS em 4 niveis
de fortificagdo (mg kg ).

Recuperacéo (RSDr), % (n=5) Precisdo intermediaria (RSD p), % (n=8 ou 10)

Pesticida 0,005 mg 001Mg | 4o mgkqd 005 M9 0,005 mg 0,01mg | 0,02mgkg| 0,05mg

kgl kgl Uz Mg Kg kgl kgl kgl 1 kgt
Acefato 77 (10) 74 (16) 66 (8.8) 71 (2.0) 12 15 26 10
Aldicarbe 108 (13) 92 (7.5) 83 (6.0) 139 (26) 10 7.0 55 31
Aldicarbe sulfona 93 (12) 87 (19) 74 (4.5) 78 (14) 13 16 14 16
Aldicarbe 128 (4.5) 100 (24) 77 (11) 115 (21) 23 20 11 20
sulfoxido
Atrazina 109 (6.5) 90 (5.5) 75 (7.0) 97 (5.0) 8.2 8.5 8.2 11
Azoxistrobina 81 (12) 74 (21) 80 (4.0) 110 (21) 18 17 4.0 17
Boscalida 94 (10) 99 (9) 76 (10) 118 (11) 7.5 19 8.5 10
Buprofezina 88 (3.0) 83 (18) 76 (6.0) 122 (10) 7.0 17 6.5 10
Carbaril 78 (4.0) 98 (6.0) 84 (4.0) 138 (20) 10 8.2 4.0 21
Carbendazim 96 (8.0) 84 (18) 78 (8.0) 101 (9.0) 13 15 8.0 17
Carbofurano 99 (13) 101 (5.0) 88 (5.5) 137 (22) 21 10 6.0 29
Carbofurano-3-OH 65 (14) 83 (11) - - 18 10 - -
Clorpirifés 126 (3.5) 83 (20) 103 (11) 145 (4.0) 3.5 23 18 29
Clorpirifés 109 (15) 70 (21) 67 (14) 95 (14) 16 19 23 14
metilico
Cresosim-metilico | 107 (9.0) 85 (9.1) 69 (3.7) 108 (18) 8.3 9.7 4.6 14
Diazinona 100 (6.0) 91 (16) 78 (1.8) 128 (2.0) 5.2 21 3.0 2.5
Dicrotofés 94 (12) 74 (7.0) 69 (4.0) 125 (3.0) 18 19 17 13
Difenoconazol 100 (12) 81 (7.7) 68 (4.3) 105 (3.1) 11 21 3.8 2.8
Dimetoato 89 (9.8) 90 (4) 91 (5.8) 110 (12) 18 10 5.6 11
EPN 127 (15) 99 (11.9) 73 (10.1) 114 (6.7) 12 18 10 7
Epoxiconazole 82 (24) 104 (5.0) 71 (6.0) 95 (22) 25 28 15 24
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Recuperacéo (RSDr), % (n=5) Precisdo intermediaria (RSD p), % (n=8 ou 10)

Pesticida 0,005 mg 001mg |, mg kg 4 0,05 mg 0,005 mg 0,01mg | 0,02mgkg| 0,05mg

kg-l kgl ' kgl kgl kg-l 1 kgl
Etiona 137 (3.0) 80 (5.5) 77 (6.0) 123 (7.0) 13 11 7.0 17
Etoprofos 125 (7.8) 98 (13) 77 (2.8) 73 (10) 20 15 10 9.0
Fenamifos 75 (12) 77 (19) 71 (7.0) 117 (3.0) 15 21 8.0 2.0
Fentoato 115 (16) 97 (12) 70 (6.0) 108 (4.0) 5.0 14 7.0 4.0
Fluguinconazole 125 (2.5) 97 (14) 72 (7.0) 105 (3.0) 55 17 7.6 13
Heptenofos 131 (3.1) 99 (5.3) 100 (4.3) 132 (7.0) 8.0 15 12 26
Imidacloprido 69 (10) 82 (12) 78 (18) 130 (28) 16 12 15 24
Fosmete 125 (6) 93 (7.6) - - 18 17 - -
Malationa 123 (10) 110 (8.5) 69 (5.0) 128 (6.0) 8.6 19 7.6 6.6
Metamidofos 64 (6.0) 63 (15) 66 (5) 71 (2.0) 12 20 4.0 1.8
Metidationa 96 (6.0) 87 (12) 76 (7.0) 79 (20) 8.8 8.8 9.0 24
Metiocarbe 106 (14) 109 (20) 74 (14) 119 (15) 11 17 12 16
Metomil 94 (3) 94 (8.3) 79 (12.8) 124 (19) 7.6 10 11 18
Miclobutanil 99 (8) 87 (14) 68 (13) 108 (4) 11 14 14 4.5
Monocrotofds 94 (6.8) 80 (16) 72 (6.8) 125 (1.8) 12 19 8.5 15
Ometoato 84 (1) 78 (17) 70 (5.5) 80 (5.0) 6.0 12 6.5 8.0
Paraoxom- 108 (8.8) 116 (8.9) 79 (12) 118 (17) 10 17 13 18
metilico
Piraclostrobina 98 (6.3) 82 (13.1) 72 (5) 109 (21) 12 12 4.5 16
Pirimicarbe 92 (11) 110 (13) 87 (4.5) 137 (18) 14 17 4.4 2.5
Pirimifds etilico 92 (3.3) 93 (13) 76 (7.5) 96 (19) 11 19 7.0 17
Pirimifos metilico | 106 (2.5) 80 (15) 74 (4.4) 120 (19) 55 13 4.5 15
Procloraz 96 (18) 90 (15) 70 (2) 113 (3) 17 1.8 3.0 35
Profenofos 110 (11) 79.5 (13) 75 (2.8) 110 (6.1) 10 18 3.4 11
Quinalfés 107 (1) 97 (13) 71 (4) 108 (3) 6.0 18 3.5 3.6
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Recuperacéo (RSDr), % (n=5) Precisdo intermediaria (RSD p), % (n=8 ou 10)
Pesticida 0,005 mg 001mg |y oo makgd 005 MY 0,005 mg 0,01mg | 0,02mgkg| 0,05mg
kgl kgt Uz Mg Kg kgt kgl kgL 1 kgl
Tebuconazol 116 (11) 91 (12) 66 (3.5) 99 (22) 16 17 5.0 17
Tiobencarbe 104 (12) 99 (9) 79 (5) 116 (22) 10 20 5.0 20
Triclorfon 79 (7) 83 (10) 68 (2) 117 (3.4) 8.1 8.3 6.7 9.7
Trifloxistrobina 90 (13) 72 (6) 72 (4) 106 (21) 10 5.2 4.4 16

EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate
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Tabela S13 - Residuos de pesticidas em amostras de folhas de P. edulis por LC-MS/MS

Amostra Folha fresca Folha Seca *
(mg kg ) (mg kg )
03/16 carbendazim (0,01), difenoconazol (0,02) carbendazim ((()6055:)3,)d|fenoconazol
05/16 carbendazim (0,12), trifloxistrobina carbendazim (0,44), trifloxistrobina
(0,04), tebuconazol (0,07) (0,16), tebuconazol (0,44)
07/16 carbendazim (0,03) carbendazim (0,16)
10/16 clorpirifés (0,01), malationa (0,2) clorpirifés (0,05), malationa (0,95)
125/16 clorpirifés (1,59) clorpirifés (6,03)
127/16 carbendazim (0,81), clorpirifés (0,02) carbendazim (3,42), clorpirifés (0,10)
129/16 difenoconazol (0,01) difenoconazol (0,06)
133/16 clorpirifés (0,02), dimetoato (2,46), clorpirifés (0,07), dimetoato (12,05),
ometoato (0,3) ometoato (1,2)
138/16 carbendazim (0,28), difenoconazol (0,01) carbendazim (%:f%,)dlfenoconazol
197/16 acefato (0,04) acefato (0,17)
acefato (1,3), carbendazim (12,03), acefato (4,9), carbendazim (35,85),
204/16 difenoconazol (<LOQ), metamidofos difenoconazol (0,02), metamidofos
(0,6) (4,0)
211/16 carbendazim (0,15), clorpirifés (0,01) carbendazim (0,83), clorpirifds (0,05)
07/17 difenoconazol (<LOQ) difenoconazol (0,02)
acefato (0,02), carbendazim (0,86), acefato (0,13), carbendazim (5,59),
11/17 trifloxistrobina (0,05), tebuconazol tebuconazol (0,39), trifloxistrobina
(0,06) (0,14)
acefato (0,02), carbendazim (0,74), acefato (0,09), carbendazim (2,92),
13/17 trifloxistrobina (0,04), tebuconazol tebuconazol (0,52), trifloxistrobina
(0,08), metomil (0,7) (0,24), metomil (3,84)
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Amostra Folha fresca Folha Seca *
(mg kg ) (mg kg )
carbendazim (6,15), clorpirifés (0,09), carbendazim (40,13), clorpirifés (0,20),
17/17 difenoconazol (<LOQ), tebuconazol difenoconazol (0,03), tebuconazol
(<LOQ), metomil (0,08) (0,02), metomil (0,35)
19/17 carbendazim (0,71), clorpirifés (0,05), carbendazim (3,84), clorpirifés (0,20),
tebuconazol (<LOQ) tebuconazol (0,02)
31/17 tebuconazol (0,006), trifloxistrobina tebuconazol (0,05), trifloxistrobina
(0,01) (0,08)
33/17 carbendazim (1,62), difenoconazol (0,2), carbendazim (8,66), difenoconazol
profenofds (0,06) (1,89), profenofés (0,32)
35/17 carbendazim (0,94), difenoconazol (0,6), carbendazim (5,51), difenoconazol
profenofés (0,02) (4,88), profenofés (0,10)
90/17 tebuconazol (<LOQ), imidacloprido imidacloprido (0,04), tebuconazol
(0,01) (0,02)
92/17 difenoconazol (<LOQ), tebuconazol difenoconazol (0,03), tebuconazol
(<LOQ) (0,03)
116/17 carbendazim (0,15), tebuconazol (0,008) | carbendazim (0,79), tebuconazol (0,02)
acefato (0,13), carbendazim (0,07), acefato (0,51), carbendazim (0,40),
119/17 difenoconazol (<LOQ), tebuconazol difenoconazol (0,03), tebuconazol
(0,01) (0,06)
: : carbendazim (0,18), difenoconazol
oots | D OO0 oo Ougy | (074, imaciordo 005
o P ’ tebuconazol (3,48)
04/18 carbendazim (0,07), difenoconazol carbendazim (0,33), difenoconazol
(0,01), imidacloprido (0,009) (0,05), imidacloprido (0,06)
carbendazim (0,02), difenoconazol carbendazim (0,14), difenoconazol
06/18 (0,01), trifloxistrobina (0,07), (0,08), trifloxistrobina (0,25),
tebuconazol (0,07) tebuconazol (0,30)
08/18 clorpirifés (0,01), imidacloprido (0,1) clorpirifés (0,05), imidacloprido (0,87)
10/18 clorpirifés (0,01), imidacloprido (0,1) clorpirifés (0,05), imidacloprido (0,77)
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Amostra Folha fresca Folha Seca *
(mg kg ) (mg kg )
14/18 acefato (0,48), clorpirifés (0,01), acefato (2,10), clorpirifés (0,05),
imidacloprido (0,1) imidacloprido (0,81)
carbendazim (1,80), difenoconazol carbendazim (10,03), difenoconazol
16/18 (0,006), imidacloprido (0,5), metomil (0,04), imidacloprido (2,94), metomil
(0,02), profenofos (0,01), tebuconazol (0,05), profenofos (0,06), tebuconazol
(0,02) (0,09)
imidacloprido (2,2), trifloxistrobina imidacloprido (9,34), trifloxistrobina
18/18 (0,06), ometoato (0,02), tebuconazol (0,26), ometoato (0,07), tebuconazol
(0,14) (0,53)

LLOQ: 0,005 mg kg . * amostras de folha fresca contendo residuos < LOQ foram considerados como % LOQ
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ANEXO

Dithiocarbamate residues in fruits and leaves of passion fruit (Passiflora edulis) from different
Brazilian regions
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