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RESUMO

RODRIGUES, Alessandra Aparecida Zinato Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal
de Vigosa, julho de 2016. Eficiéncia de processamentos quimicos e fisicos na
remogao de residuos de agrotéxicos em hortaligas. Orientadora: Maria Eliana
Lopes Ribeiro de Queiroz. Coorientadores: Antdénio Augusto Neves e André
Fernando de Oliveira

A segurancga alimentar € um dos grandes interesses do publico, principalmente quando
esta associada a presencga de agrotdéxicos em alimentos. Com o objetivo de avaliar a
eficiéncia de algumas técnicas de remocao de residuos de agrotéxicos em alimentos
consumidos in natura, amostras de frutos de tomate e de pimentao foram pulverizadas
com solugdes de azoxistrobina e difenoconazol (agrotoxicos sistémicos) e clorotalonil
(agrotoxico de contato). Os frutos foram imersos em agua destilada e diferentes solugbes
de lavagem, a 25 °C (bicarbonato de sédio 1,5% e 5%, acido acético 0,15% e 5%,
hipoclorito de sédio 0,04% e 1%, detergente 0,25% e 1%, agua ozonizadaa1e 3 mg L-
e em agua borbulhada continuamente com ozénio 1 e 3 mg L") por 30 min. Os residuos
de agrotéxicos dos frutos de tomate e pimentdo e das solugdes de lavagem foram
extraidos por técnicas de extragdo e particdo em baixa temperatura (ELL/PBT e
ESL/PBT) previamente validadas e analisados por cromatografia gasosa com detector
de captura de elétrons (CG/DCE). Para os frutos de tomates foi avaliado também o
descascamento como uma técnica de remocgdo de agrotoxicos. O processo de
descascamento removeu em média 88%, 79% e 68% dos residuos de clorotalonil,
difenoconazol e azoxistrobina, respectivamente, confirmando a maior presenca destes
na pele do fruto. Dentre todos os tratamentos utilizados neste estudo, a agua borbulhada
com 0z0onio no maior nivel de concentragao (3 mg L") proporcionou uma melhor eficiéncia
de remocéao dos trés agrotdxicos nos frutos de tomate e pimentdo, sendo removido em

média 69 % da azoxistrobina, 77 % do difenoconazol e 88 % do clorotalonil. A solugao
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de uso doméstico que teve melhor eficiéncia foi a solugdo de bicarbonato de sédio 5%.
Devido a sua natureza ndo sistémica, o clorotalonil foi 0 composto que apresentou uma
maior porcentagem de redugdo apos a imersao em diferentes solugdes em ambos os
frutos. De forma geral, os tratamentos dos frutos de tomate e pimentdo com solugbes
acidas e alcalinas e oxidantes podem efetivamente minimizar os residuos de agrotoxicos,
sendo mais eficientes que a simples lavagem com agua pura. As alteragdes fisico-
quimicas dos frutos de tomate e pimentdo tratados foram avaliadas ao longo de 13 dias
de armazenamento. Os parametros de qualidade mais afetados foram a perda de massa,
acidez e cor. Os maiores danos nos frutos foram causados pelas solugdes no maior nivel

de concentragao.



ABSTRACT

RODRIGUES, Alessandra Aparecida Zinato Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal
de Vigosa, July, 2016. Efficiency of chemical and physical processing in the
removal of pesticide residues in vegetables. Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro
de Queiroz. Co-advisers: Antonio Augusto Neves and André Fernando de Oliveira

Food security is one of the great interests of the public, especially when it is associated
with the presence of pesticides in food. In order to assess the efficiency of some pesticide
residue removal techniques in fresh food, fruit samples of tomato and bell pepper were
sprayed with solutions of azoxystrobin, difenoconazole (both systemic pesticides) and
chlorothalonil (contact pesticide). The fruits were immersed in distilled water and in various
cleaning solutions, 25 °C (sodium bicarbonate 1.5% and 5%, acetic acid 0.15% and 5%,
sodium hypochlorite 0.04% and 1%, detergent 0.25% and 1%, ozonated water at 1 and 3
mg L' and water continuously bubbled with ozone 1 and 3 mg L") for 30 min. The
pesticide residues in fruit of tomatoes and peppers and in wash solutions were extracted
by techniques of extraction with low temperature partition (LLE/LTP and SLE/LTP), which
were previously validated, and analyzed by gas chromatography with electron capture
detector (GC -ECD). For the tomato fruits, it was also evaluated peeling as a pesticide
removal technique. The peeling process removed an average of 88%, 79% and 68% of
chlorothalonil, difenoconazole and azoxystrobin residues, respectively, confirming the
higher presence thereof in the fruit skin. Among all treatments employed in this study, the
water bubbled with ozone in the higher concentration level (3 mg L") afforded a better
removal efficiency of the three pesticides in tomatoes and bell peppers, being removed
on average 69% of azoxystrobin, difenoconazole of 77 % and 88% of chlorothalonil. The
household solution that had better efficiency was the solution of sodium bicarbonate 5%.
Because of its non-systemic nature, chlorothalonil was the compound that had a higher

percentage reduction after immersion in different solutions in both fruits. In general, the
X



treatment of tomato fruits and bell peppers with acids, alkalis and oxidants can effectively
minimize pesticide residues, more efficient than simple washing with pure water. The
physicochemical changes on tomato and bell pepper treated were evaluated over 13 days
of storage. The quality parameters that were most affected were the weight loss, acidity
and color of fruits. The greatest damage on fruits were caused by solutions in the higher

concentration level.
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INTRODUCAO GERAL

Nos alimentos que consumimos esta presente uma enorme variedade de
substancias quimicas, como aquelas essenciais para a manutencdo da saude, como
vitaminas, minerais e proteinas, e algumas potencialmente tdéxicas, como residuos de
agrotoxicos, micotoxinas, aditivos e metais pesados. A falta de algum nutriente ou a
presencga excessiva no alimento de substéncias toxicas pode significar um risco a saude
humana (JARDIM & CALDAS, 2009).

Os agrotoxicos sao empregados em larga escala na agricultura visando manter a
produtividade das culturas. Assim, a utilizacdo das Boas Praticas Agricolas (BPA), a
certificacao e a punicdo com multas podem contribuir para a diminuicdo da exposigao do
consumidor e do aplicador a essas substancias toxicas, responsaveis por sérias doencas,
bem como minimizar seus efeitos adversos ao ecossistema (WU et al. 2007; PASSOS &
REIS, 2013).

Dessa forma, a obtencdo de alimentos saudaveis e de boa qualidade € uma
exigéncia crescente atual, sendo necessaria técnicas efetivas que garantam a eficiéncia
dos processos envolvidos. Uma das preocupagdes do consumidor esta relacionada com
a contaminacé&o dos alimentos por residuos de agrotdxicos, uma vez que estes tém sido
encontrados de forma irregular em muitos produtos frescos, cozidos ou processados
(KEIKOTLHAILE & SPANOGHE & STEURBAUT, 2010). Neste contexto, os Limites
Maximos de Residuos (LMR) correspondem a maior concentragao que o agrotoxico pode
estar presente nos alimentos sem causar maleficios a saude humana, sendo expressos
em mg kg de alimento (COOPER & DOBSON, 2007).

Afim de contornar essa situagao de inseguranga alimentar, no Brasil foi criado dois
programas nacionais de monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos de
origem vegetal: o Programa de Analise de Residuos de Agrotdéxicos em Alimentos
(PARA), coordenado pela ANVISA e o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo MAPA (JARDIM & CALDAS, 2012).

Segundo andlise de amostras coletadas em todas as 26 unidades da Federagao
do Brasil, realizadas pelo Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) da ANVISA, um tergo dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros

1



esta contaminado pelos agrotoxicos (Anvisa, 2011). Assim, nos ultimos anos, o pimentao
foi o alimento que apresentou maior indice de irregularidades para residuos de
agrotoxicos no Brasil. Das amostras analisadas pelo PARA em 2008, 2009, 2010 e 2011
respectivamente 65%, 80%, 92% e 90% apresentaram resultados insatisfatérios para
essa cultura devido ao uso indiscriminado e aplicabilidade indevida. O tomate, que ja
esteve no topo do ranking, hoje, tem seu nivel de contaminagéo reduzida. Das amostras
de tomates analisadas pelo PARA em 2008, 2009, 2010 e 2011 respectivamente 18%,
33%, 16% e 12%)apresentaram resultados insatisfatérios (PASSOS & REIS, 2013).

Embora tenha sido assumido por muitos anos que a lavagem de frutas e hortalicas
antes do consumo reduz a quantidade de residuos de agrotoxicos, esta abordagem
necessita de confirmagéo laboratorial (KROL et al., 2000). Ha indicios que residuos
superficiais sdo passiveis de operacdes de lavagem simples, enquanto que residuos
sistémicos e lipofilicos presentes em tecidos dos vegetais sdo pouco afetados (AHMED et
al., 2011). Procedimentos de lavagem dos alimentos s&do normalmente realizadas em
agua corrente ou imersdo em agua a temperaturas moderadas. Detergentes, hipoclorito
de sodio, bicarbonato, vinagre, cloreto de s6dio ou 0zénio podem ser adicionados a agua
de lavagem para melhorar a eficiéncia do procedimento de lavagem (ONG et al., 1996).
Os efeitos da lavagem vao depender das propriedades fisico-quimicas dos agrotdxicos,
como a sua solubilidade em agua, taxa da constante hidrolitica, a volatilidade e o
coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow), em conjunto com a localizagéo fisica e
idade dos residuos, temperatura da agua e do tipo de lavagem (KAUSHIK et al., 2009;
LING et al., 2011).

Dentre os procedimentos de lavagem citados, a ozonizagdo parece ser uma
alternativa segura e eficaz para remogao de residuos de agrotdxicos. O ozbnio, € um
forte oxidante, sendo eficaz contra varios tipos de microrganismos em frutas e legumes.
O ozbnio, é relativamente estavel no ar, mas altamente instavel na agua, decompondo-
se em muito curto espago de tempo. Ele ndo pode ser armazenado e deve ser gerado de
forma continua. O unico produto do ozénio, quando se decompde, é o oxigénio, por isso,
os produtos alimentares tratados com o0zénio sao livres de residuos do descontaminante
(KIM et al., 1999).

Nos processos de oxidacdo com 0zOnio em meio aquoso podem ocorrer dois

procedimentos, a reacdo direta, quando o ozbdnio reage diretamente com os
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compostos organicos, ou a reagao indireta quando ocorre a decomposigao do ozdnio
e os radicais hidroxila, formados reagem com os compostos organicos (VIDAL, 2003).
Entre os compostos que reagem com ozdnio por reagao direta estdo aqueles que contém
duplas ligagdes (C = C), grupos funcionais especificos (OH, CH3z, OCH3s) e atomos que
possuem uma densidade de carga negativa (N, P, O e S). Areacgao indireta ndo é seletiva,
uma vez que pode facilmente e rapidamente reagir com muitos compostos presentes na
agua por meio do radical OH « (Eo = 2,80 V) (LUIZ et al., 2010).

O ozbnio pode ser produzido, principalmente pelos métodos fotoquimico, de
descarga elétrica e eletroquimico. Dentre esses processos, o que utiliza descarga
elétrica (também conhecido por efeito corona) é o mais utilizado pela maioria dos
ozonizadores comerciais, principalmente pelo fato de se obter maior taxa de conversao
do oxigénio em ozénio com menor custo (ALMEIDA et al., 2004).

No entanto, o ozénio ndao pode ser considerado universalmente benéfico aos
alimentos pois em altas concentracdes pode afetar a qualidade nutricional e sensorial,
alterando o sabor e a coloracio do produto alimenticio. Estudos tém sido realizados para
definir o tipo de aplicagao de ozénio, seja por fumigagcédo ou imersdo em agua ozonizada
para isto, € necessario levar em consideragéo o binbmio tempo x concentragao diante da
exposicao do produto a ser tratado (COELHO et al., 2015).

Em virtude do alto consumo das hortaligas (tomate e piment&o), ingeridos pela
populagcdo em geral e diante das irregularidades apresentadas pelo PARA nos ultimos
anos, estes vegetais foram selecionados para o estudo afim de que pudesse ser
verificado a eficiéncia de processos na remocgao/reducédo de residuos de agrotéxicos
nestas culturas. Dois fungicidas sistémicos (azoxistrobina e difenoconazol) e um por agéo
de contato (clorotalonil) foram selecionados para este estudo. Estes compostos sao
autorizados pela ANVISA para o controle de doencas e pragas na cultura de pimentao

e tomate, sendo aplicados via foliar.
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Capitulo 1

Remocgao de residuos de agrotéxicos em tomate por processamentos

domésticos classicos e seus efeitos sobre a qualidade do produto

1.0. INTRODUGAO

Na alimentagdo humana os vegetais s&o considerados como uma importante
fonte de minerais, micronutrientes, vitaminas, antioxidantes, fitoesterdis e fibras
alimentares (AKHTAR et al., 2010; TYAGI et al., 2012). Apesar dos beneficios a
saude, o consumo de frutas e hortalicas contaminadas com residuos de agrotdxicos
tem causado preocupagédo aos consumidores (KEIKOTLHAILE et al., 2010). Essa
preocupacao esta relacionada ao conhecido efeito toxico dessas substancias e o
consequente efeito a saude humana. Esses efeitos vao desde os efeitos em curto
prazo, tais como dores de cabeca e nauseas até os efeitos crébnicos como cancer,
desregulagdo enddcrina, doengas mentais e cardiovasculares, disfungbes na
reproducao humana (CLAEYS et al., 2011; MOSTAFALOU & ABDOLLAHI, 2013).

A aplicacao indiscriminada dessas substancias na agricultura, associada ao
desrespeito aos periodos de caréncia, tem colocado no mercado alimentos
contaminados com residuos de agrotdéxicos em concentragdes acima dos limites
maximos estabelecidos pelas agéncias e normas reguladoras (CHEN et al., 2011;
TAHIR et al.,, 2011). Ainda que haja um movimento para a implantacdo de boas
praticas agricolas (BPA), com a certificagdo de produtos agricolas (ZAMBOLIM,
2009), ainda sao encontradas contaminacdes frequentes em alguns alimentos
Relatoérios apresentados pelo programa brasileiro de avaliagdo de seguranga
alimentar de hortifrutigranjeiros (Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos da
ANVISA) tém mostrado que o pimentao e o tomate estdo na lista dos alimentos mais
contaminados por residuos de agrotoxicos no Brasil, por varios anos consecutivos
(JARDIM et al., 2012).

Atualmente, a obtencdo de alimentos saudaveis e de boa qualidade tem sido
uma exigéncia crescente. Assim, além da necessidade do incentivo governamental e
conscientizacdo dos produtores em relagdo as Boas Praticas Agricolas, € importante
explorar estratégias que contornem essa situagéao da inseguranga alimentar, de forma
a remover estes compostos dos alimentos e minimizar os impactos sobre a saude e o
meio-ambiente (WU et al., 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713511004920#bib9

Normalmente a lavagem dos vegetais € o primeiro passo realizado antes de
processos como descascamento, cozimento e secagem, sendo prevalente na maioria
dos ambientes domésticos e industriais. Dessa maneira, € importante avaliar se essas
técnicas comuns de processamento de alimentos podem reduzir substancialmente os
residuos de agrotoxicos. Alguns trabalhos tém apontado algum sucesso nessa direcéo
(JURASKE et al., 2007; TYAGI et al., 2012; DA COSTA et al., 2014). A priori, 0
processo de lavagem é utilizado para reduzir a contaminagdo dos alimentos por
poeira, residuos animais, microrganismos, etc. Esse processo, pode também
contribuir para a redugao da contaminacgao por agrotéxicos localizados na superficie
dos alimentos. O descascamento, por outro lado, pode reduzir também a
contaminagao proveniente dos agrotoxicos que penetraram nas primeiras camadas
dos alimentos (ABOU-ARAB, 1999). A remocado destes residuos nos alimentos
através do processo de lavagem depende de uma variedade de fatores, tais como as
propriedades fisico-quimicas do agrotoxico, a natureza da fruta ou do legume, a etapa
de processamento e do tempo de contato com a solugao de lavagem, da solubilidade
do agrotéxico em agua, da temperatura da agua e do tipo de lavagem (HOLLAND et
al., 1994; KAUSHIK et al., 2009; LIANG et al., 2012). Uma questéao relevante que tem
sido abordada € se os métodos utilizados na remogao de residuos de agrotéxicos
afetam as propriedades nutricionais e sensoriais dos alimentos (HELENO et al., 2015).
Dessa forma € importante considerar alternativas para a remogao destes compostos
que garantam a seguranga alimentar e manutengao da qualidade dos alimentos.

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de diferentes processos de
lavagem utilizando solugdes acidas, alcalinas e oxidantes para reducdo da
contaminagao de tomates por residuos de agrotoxicos, bem como avaliar a qualidade
dos frutos tratados. Dois fungicidas sistémicos, azoxistrobina e difenoconazol e um de
contato, o clorotalonil, que sao aplicados rotineiramente na cultura de tomate foram
selecionados para este estudo (ANVISA, 2015) (Tabela 1.1). A qualidade dos frutos
de tomate apds tratamento com as diferentes solugdes teve suas caracteristicas

fisico-quimicas avaliadas ao longo de 13 dias de armazenamento.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713512001806#bib23

Tabela 1.1. Propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol

Modo de aLMR/ b - c Pressao de
Agrotoéxico Estrutura Quimica Grupo Quimico . SOIUb'III_q1adeI }I(og Vapor (at 25°C) /
agéo (mg kg™) (mg L) ow mPa
N/\N
azoxistrobina Q\o NN estrobilurina sisttmico '0,5/23,0/3n.f 6,7 2,50 1,10 x 107
CN CHO 2 o
clorotalonil isoftalonitrila contato 13,0/22,0/%5,0 0,81 2,94 0,076
difenoconazol HJC/[O>;CH2©/ : triazol sistétmico '0,1/20,5/20,5 15 4,36 3,33 x10°
N\N
J

N

2 Limite Maximo de Residuo (LMR) no "Brasil, 2Unido Europeia e 2 Codex Alimentarius, ® solubilidade em agua 20 °C; °coeficiente de partigdo octanol-
agua em pH 7 (20 °C), n.f. ndo fornecido.



2.0. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Solugdes-padrédo estoque dos principios ativos azoxistrobina (99,9% m/m),
clorotalonil (99,3% m/m) e difenoconazol (97,0% m/m) adquiridos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha) foram preparadas em acetonitrila na concentragao de 1000,0
mg L' e armazenadas em freezer a temperatura de - 20 °C. A partir da diluigdo da
solucao estoque foi preparada no mesmo solvente uma solugao de trabalho contendo
os trés agrotéxicos. As concentragdes dos principios ativos nesta solugdo foram de
10,0 mg L' para clorotalonil; 20,0 mg L' para azoxistrobina e 50,0 mg L' para o
difenoconazol. Uma solugéo de bifentrina (92,2% m/m) da FMC (Brasil) a 50,0 mg L'
utilizada como padréo interno foi preparada em acetonitrila (Vetec/HPLC - Duque de
Caxias, Brasil). A pulverizagdo dos tomates foi realizada com uma solugdo aquosa
contendo os produtos comerciais Amistar WG® (500 g/kg de azoxistrobina), Bravonil
500® (500 g/L de clorotalonil) e Score® (250 g/L de difenoconazol), produzidos pela
Syngenta (S&o Paulo, Brasil) na dose recomendada pelo fabricante. Para os estudos
de lavagem foram preparadas solu¢des em diferentes concentragdes de: acido acético
(99,7% vlv, Isofar, Duque de Caxias, Brasil), bicarbonato de sédio (100,0% ml/v,
Farmax, Divindpolis, Brasil) e hipoclorito de sédio (4-6% v/v, Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil). Para analise de qualidade dos tomates foram utilizados: acido sulfurico (96,0%
v/v, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), iodeto de potassio (99,0% v/v, Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil), e amido soltvel (99,6% v/v, Exodo Cientifica, Hortolandia, Brasil),
hidroxido de sédio (99,0% v/v, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e fenolftaleina (> 99%

v/v, Merck, Darmstadt, Alemanha).

2.2. Colheita e aplicagao dos fungicidas nos tomates
Amostras de tomates hidropbnicos, do tipo Caqui Salada da variedade
Compack, isentos de agrotdxicos, foram adquiridas diretamente de um produtor da
regido de Vigosa, MG, Brasil. Logo apés a colheita, os tomates foram acondicionados
em caixas de polietileno e conduzidos ao Laboratério de Quimica Analitica (LAQUA)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde os experimentos foram realizados.
No laboratério, os tomates foram selecionados em fungao da uniformidade de
tamanho e grau de maturagao, sendo posteriormente limpos com toalhas de papel,

para remover sujidades em sua superficie. Os tomates (+ 350 frutos) foram
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pulverizados com a solugdo aquosa (1 L) contendo 0,16 g L-" de azoxistrobina, 4,0 mL
L' de clorotalonil e 0,50 mL L' de difenoconazol e deixados em ambiente ventilado

por 12 h para secagem e aderéncia dos principios ativos.

2.3. Lavagem dos tomates

Inicialmente os frutos foram previamente pulverizados: o primeiro lote contendo
36 tomates foram usados como controle e o segundo, contendo 252 tomates, os quais
foram submetidos aos diferentes processos de lavagem (tratamento). Para cada
tratamento, trés grupos de 12 unidades de tomates pulverizados foram imersos,
separadamente, por 30 min em 3,0 L de agua destilada ou nas diferentes solugdes
aquosas. As seguintes solugbes foram empregadas: acido acético (0,15% e 5%);
bicarbonato de sédio (1,5% e 5%) e hipoclorito de sédio (0,04% e 1%). Apds o
processo de lavagem, os tomates foram secos em ambiente ventilado por 1 h,
pesados em balanga analitica, homogeneizados e submetidos a extracdo sélido-
liquido com particdo em baixa temperatura (ESL/PBT). Ao final de cada ensaio, as
amostras de agua ou das solugdes aquosas de lavagem foram recolhidas e
submetidas ao método extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ELL/PBT). Todos os procedimentos de extracao (tomates e solugdes aquosas) foram
realizados em triplicata. Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia

gasosa com detector por captura de elétrons (CG/DCE).

2.4. Avaliacao do processo de descascamento de tomates

Neste estudo foram empregados tomates (32) pulverizados com 1 L de solugao
contendo os principios ativos: azoxistrobina (0,16 g L"), clorotalonil (4,0 mL L") e o
difenoconazol (0,50 mL L-"). Desses, oito frutos foram mantidos como controle (tomate
inteiro com pele e polpa) e trés grupos de oito tomates foram descascados com uma
faca, separando a pele da polpa. Os tomates do grupo controle, as peles e as polpas
de cada grupo foram pesados e separadamente homogeneizados e submetidos a
ESL/PBT e analise por CG/DCE.

2.5. Extracao e analise
2.5.1. Extracao
As amostras de tomate (tomate inteiro, pele e polpa) foram fracionadas,
homogeneizadas em um processador doméstico (Walita, Sdo Paulo) e armazenadas

em potes de plasticos, no freezer a -20 °C.
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Para extragdo dos analitos foi empregada a técnica ESL/PBT descrita por Pinho
et al (2010a) para determinac&o de agrotdxicos em tomate modificada. Uma massa de
4,0000 g de amostra foi transferida para um frasco de vidro transparente (22 mL) e
adicionados 4,0 mL de solvente extrator (acetonitrila). A mistura foi agitada em vortex
(Unique, Maxiclean 750) por 1 min, posteriormente centrifugada (FANEM — modelo
206 MP, S&o Paulo, Brasil) por 3 min a 560 g e deixadas em freezer (Consul, model
280, Sao Paulo, Brasil) a aproximadamente -20 °C por 6 h. Apds este periodo, foi
obtido um sistema bifasico que consistia em uma fase sélida congelada (fase aquosa
e a matriz) e uma fase liquida sobrenadante (solugdo de acetonitrila). Um volume de
1,8 mL do sobrenadante foi transferido para um vial contendo 0,100 mg L' de bifentrina
usada como padrio interno.

Para extracdo dos agrotoxicos em agua ou solugcbes de lavagem, foi
empregada a técnica ELL/PBT modificada. Um volume de 4,00 mL de amostra foi
agitado com 4,00 mL de acetonitrila em mesa agitadora por 15 min a 175 rpm.
Posteriormente a solugao foi levada ao freezer (-20 °C) por 2 h para a separacao de
fases aquosa e organica. Em seguida, 1,80 mL de fase organica (sobrenadante)
contendo os analitos foram transferidos para um vial contendo o padrao interno e
analisado por CG-DCE (GOULART et al., 2010).

2.5.2. Analise por CG/DCE

As analises foram realizadas em um cromatégrafo a gas (modelo GC-2014,
Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com um detector por captura de elétrons (DCE),
auto injector AOC - 20i. A separagao cromatografica dos analitos foi realizada em uma
coluna capilar HP-5 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), com fase estacionaria
composta de 5% fenil e 95% dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm d.i. e 0,10 ym de
espessura do filme) empregando o nitrogénio (99,999%, Air Products, Sdo Paulo,
Brasil) como gas de arraste num fluxo de 1,2 mL min-'. As temperaturas do injetor e
do detector foram mantidas em 280 °C e 300 °C, respectivamente. A temperatura
inicial da coluna foi 150 °C (1 min) com rampa de aquecimento de 40 °C min-! até
atingir 290 °C min', sendo esta temperatura mantida por 4,5 min. O volume de
amostra injetado no cromatoégrafo foi 1 uL a uma razao de split de 1:5. O tempo total
de analise foi de 9,5 min. As corridas foram gerenciadas pelo software GCsolution
(Shimadzu, Kyoto, Japao). A identificagcdo de compostos em extratos organicos das

matrizes foi efetuada por comparagao do tempo de retengdo com padrdes. As curvas
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analiticas foram obtidas pelo método de superposicdo de matriz, sendo usada a razéo

entre a area de cada analito e do padrao interno como resposta.

2.6. Validagao dos métodos analiticos

Na etapa de validagdo dos métodos de extracdo e analise de agrotoxicos por
cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (CG/DCE) foram avaliados
0s seguintes parametros analiticos: seletividade, linearidade, limite de detec¢éo (LD),
limite de quantificacdo (LQ), exatiddo/recuperacdo e precisao (repetitividade e
precisao intermediaria). Os procedimentos realizados para a validagao dos métodos
foram avaliados de acordo com as recomendacdes da Conferéncia Internacional
sobre Harmonizagéao (ICH) e outras publicagbes (ANVISA, 2003c; SANCO, 2009).

A seletividade dos métodos foi avaliada pela comparacédo dos cromatogramas
dos extratos obtidos apos a extragdo de amostras de agua e tomate isentas dos
agrotoxicos em estudo, com os cromatogramas dos extratos obtidos das matrizes
fortificadas. As amostras foram submetidas aos procedimentos de ELL/PBT e
ESL/PBT, respectivamente.

Os LD e LQ para os métodos propostos para as amostras de agua e tomate
foram determinadas considerando o valor de trés e dez vezes a area do sinal da linha
de base (ruido), respectivamente. As amostras foram fortificadas com concentragdes
crescentes dos analitos, deixadas em repouso durante 3 h e extraidas pelos métodos
correspondentes a cada matriz.

A linearidade dos métodos foi determinada pela injegdo de extratos obtidos de
amostras de agua e tomate fortificadas em concentragdes distintas dos agrotéxicos
clorotalonil, difenoconazol e azoxistrobina (1LQ, 2,5LQ, 5LQ, 10LQ, 25 LQ, 50 LQ, 75
LQ, 100 LQ e 150 LQ), sendo o primeiro nivel equivalente ao LQ e todos os outros
niveis, multiplos dele. Todas as solucbes desses ensaios foram preparadas em
triplicatas e duas inje¢des foram feitas em cada um dos niveis de concentragdo. Apos
a analise cromatografica dos extratos foram construidas curvas analiticas,
relacionando as razbes das areas dos analitos e do padrdo interno com as
concentragcbes mencionadas. A linearidade foi avaliada pelos coeficientes de
determinagdo (R?) obtidos pelas regressdes lineares e pelos residuos das curvas
analiticas.

Para a avaliagdo da exatiddo dos métodos (ELL/PBT e ESL/PBT) foram
realizados ensaios de recuperagdo. Amostras de agua e tomate (triplicatas) foram

fortificadas nos 3 niveis de concentracdo (1LQ, 2,5LQ e 5LQ) para cada um dos
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compostos estudados. Os resultados foram expressos em porcentagem de
recuperacgao.

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade e precisao intermediaria e
expressa pelo coeficiente de variagdo (CV). Para determinar a repetitividade e
precisao intermediaria, as amostras foram fortificadas em seis replicatas e em trés
concentragdes diferentes para ambos os métodos de extracdo em estudo (Tabela
1.2). A precisao intermediaria foi avaliada pelo mesmo analista, utilizando o mesmo

instrumento e em diferentes dias (dia 1, dia 3 e dia 5).

Tabela 1.2. Concentragbes de cada agrotdxico para os ensaios de preciséo
intermediaria e repetitividade relacionados aos métodos ELL/PBT e ESL/PBT para as

amostras de agua (ug L) e frutos de tomate (ug kg™)

Matrizes (métodos) azoxistrobina clorotalonil Difenoconazol

Agua (ELL-PBT) 7,99;19,97e 39,95 2,33;583e 11,65 13,98; 34,95 ¢ 6,99

Tomate (ESL-PBT)  3,33; 8,32 e 16,65 1,33; 3,33 € 6,65 8,32; 20,8 e 41,60

2.7. Efeito dos diferentes processos de lavagem na qualidade das

hortalicas

Amostras de tomate in natura que passaram pelos diferentes processos de
lavagem e amostras sem lavagem (controle) foram armazenadas em B.O.D.
(Lucadema, Brasil), a 23 + 1 °C por 13 dias. Todos os tomates (+ 290 frutos) foram
identificados em lotes, pesados, acondicionados em bandejas de poliestireno e as
caracteristicas qualitativas dos frutos foram avaliadas periodicamente (19, 52; 92 e
139). Os pardmetros de qualidade avaliados foram: perda de massa, teores de
solidos soluveis (°Brix), acidez titulavel (AT), pH, intensidade da cor (croma),
diferenga total de cor (AE) e acido ascorbico. No primeiro dia e em intervalos de 3
dias foram recolhidas trés amostras de cada lote e submetidas a andlises fisico-
quimicas de acordo com os métodos recomendados pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL,

2005). Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

2.7.1. Perda de massa
A perda de massa dos frutos armazenados na B.O.D. durante o periodo de
13 dias foi acompanhada pela medida de massa dos tomates em uma balanca
analitica (Sartorius, Goettingen, Alemanha), com resolucédo de 0,1 mg. A variacao

foi expressa em percentual de perda em relagcdo a massa inicial.
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2.7.2. Avaliagao da cor
A avaliacado da cor dos tomates foi realizada com o auxilio de um colorimetro
Minolta (NJ, EUA) modelo CR 400, usando o sistema CIE (Comission Internationale
de ['Eclairage) com uma leitura direta da reflectancia da coordenadas "L *"

(luminosidade), "a ™" (de verde a vermelho) e "b *" (de azul para amarelo). Com os
valores de coordenadas destes, foi possivel gerar pardmetros relacionados com a
saturagao de cor, o chroma (Equacao 1.1), (MACDOUGALL, 2002) e a diferenga de

cor AE (Equagdo 1.2) (MEIR et al., 1992; MACDOUGALL, 2002).

* 2
Croma = 4/(3*2+ b) (Equacgéo 1.1)

AE = \/ (ALY +(Aa’) +(Ab') (Equaco 1.2)

2.7.3. Sdlidos soluveis (SS)
Os teores de solidos soluveis das polpas nos tomates foram determinadas
por refratometria, de modo que era depositado trés gotas do suco dos frutos sobre
a superficie de leitura do refratdmetro digital modelo PAL-1 Atago (Téquio, Japao).

Os resultados foram expressos em °Brix (g/100 mL).

2.7.4. Acidez total titulavel (AT)
Acidez total nos tomates (solugbes claras ou levemente coloridas), foi
determinada por volumetria tendo como indicador a fenolftaleina. Para essa analise,

5,00 g de polpa homogeneizada foi diluida com 50,0 mL de agua destilada e titulada

com solugcao padronizada de hidréxido de sodio 0,10 mol L'1 até coloragao résea
persistente.
Os resultados foram expressos em gramas de acido citrico por 100 g de
polpa (Equacéao 1.3).
g de acido citrico/100 g = 0,6404

I<

m (Equacao 1.3)

onde:

V = volume da solugdo de NaOH (mL) gasto na titulagado; e

m = massa da amostra (g).
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2.7.5. Medida do pH
A medida de pH foi realizada por imersao direta do eletrodo de vidro sensivel
a H" nas amostras de tomate preparadas para determinagcdo da acidez total
titulavel (2.7.4) A determinagdo do pH das polpas foi efetuada utilizando-se
pHmetro de bancada digital Homis, MPA 210 (Brasil).

2.7.6. Acido ascérbico
Para determinacdo do teor de acido ascorbico, os frutos de tomate foram
fracionados e triturados no processador doméstico. 10,0 g de polpa dos frutos
foram retiradas e homogeneizadas em 50,0 mL de agua destilada. Adicionou-
se 10,0 mL de solugéo de acido sulfurico a 20% (v/v), 1,0 mL de solucéo de iodeto

de potassio a 10% (m/v) e 1,0 mL da solugao de amido a 1% (m/v). Titulou-se com

solugao de iodato de potassio 0,02 mol L'1, até o aparecimento da coloragao
azulada. Este método baseia-se na oxidacdo do acido ascérbico pelo iodato de
potassio. Os resultados foram expressos em miligramas de acido ascorbico por 100

g de amostra (Equacéo 1.4).

100 xV xf
m

mg de acido ascorbico/100 g = (Equacéo 1.4)

onde:

f = fator estequiométrico = 8,806;
V = volume da solugao de iodato de potassio (mL) e

m = massa da amostra (g).

2.8. Andlise estatistica

Todos os testes estatisticos foram realizados para um nivel de 95% de
confiangca. A eficiéncia dos processos de lavagem foi comparada pelos testes t-
Student unicaudal (95% de confianga), apés comparagao das estimativas do desvio-
padrao pelo teste F-Snedecor. A comparacgao entre si desses tratamentos foi realizada
com analises de variancia (ANOVA), com teste post-hoc Tukey, a 5% usando o
software Statistica 12.0 (StatSoft Corp., Tulsa, EUA). Para comparar a alteragéo da

qualidade dos processos de lavagem com o controle foi utilizado o teste de Dunnett.
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1.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.1.Validagcao dos métodos analiticos

Os meétodos ELL/PBT para determinagdo dos agrotdxicoss em solugdo aquosa e
ESL/PBT para os tomates inteiros, peles e polpa foram validados e os resultados estao
adequados, de acordo com as normas de validagao de diversos orgaos regulatérios
(ANVISA, 2003b; ICH, 2005; SANCO, 2009). Os principais resultados sao
apresentados na Tabela 1.3.

Comparando os cromatogramas (Figura 1.1 e1.2) observa-se que nao ha
picos coincidentes entre a matriz original (branco) e a matriz fortificada. Desta forma,
nao foram observados interferentes no tempo de retencdo dos compostos estudados,

comprovando a seletividade dos métodos.

VAR 0D

1o

1 Agua

3B

Resposta do detector/ my

Tempo de retencao/ min

Figura 1.1. Cromatograma do extrato obtido da matriz agua isenta de agrotéxicos (---) e do
-1
extrato da matriz agua (---) contendo os agrotoxicos clorotalonila 0,1 mg L (tg =3,8 min);

-1 -1
bifentrina (padrao interno )a 0,1 mg L (tx = 5,8 min), difenoconazola 0,4 mg L (tx =8,3

-1
min) e azoxistrobina a 0,4 mg L (tg = 8,7 min). As amostras foram submetidas ao método
ELL-PBT utilizando acetonitrila como solvente extrator e analisadas por CG-DCE.
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Figura 1.2. Cromatograma do extrato obtido da matriz tomate isenta de agrotéxicos (---) e
-1
do extrato da matriz tomate (---)contendo os agrotéxicos clorotalonila 0,1 mg L (tg =3,8
-1 -1
min); bifentrina (padrédo interno ) a 0,1 mg L (tgx = 5,8 min), difenoconazola 0,4 mg L (i

-1
= 8,3 min) e azoxistrobinaa 0,4 mg L (tg = 8,7 min).

Para ambas as matrizes (Tabela 1.3.), os trés analitos apresentaram
recuperacoes na faixa de 85% a 110% e limites de detecc¢éo variando de 0,7 a 4,2 ug
L' para agua e de 0,40 a 2,5 ug kg™! para tomate. A linearidade foi estudada usando
0 método de superposi¢cao de matriz com solugdes preparadas pela fortificagcdo da
agua ou do tomate em nove niveis de concentragao dos analitos, que variaram entre
1 xLQ e 150 x LQ. Foram obtidos coeficientes de determinagéo (R?) superiores a 0,99
e distribuicdo uniforme dos residuos, indicando que os ajustes dos modelos podem
ser aplicados (Apéndice D). Os coeficientes de variagao para os ensaios de precisao
intermediaria e repetitividade foram menores que 10%. Ainda que a precisao dos
métodos (ESL/PBT e ELL/PBT) tenham sido similares, a matriz tomate apresentou um
efeito de matriz mais acentuado, o que pode ser observado pelo aumento da
sensibilidade analitica e consequente diminuicdo dos limites de detec¢ao de todos os
analitos. Esse efeito de matriz em tomate por CG/DCE foi estudado por Pinho et al.
(2010b) e Souza et al. (2012), que observaram a acdo de coextrativos do tomate,
aumentando a resposta cromatografica de agrotoxicos. Isto ocorre porque, quando
uma solugdo padréo de agrotdéxicos com baixa concentracdo em solvente puro €
injetado, uma quantidade significativa dos analitos é retida na interface do insertor
(liner ou tubo de vidro), obtendo-se assim uma resposta cromatografica inferior.
Quando os extratos com a mesma concentragao sdo analisados, co-extrativos das
matrizes ocupam os locais ativos do insertor e apenas uma quantidade desprezivel
do analito é adsorvido, que conduz a um aumento significativo na resposta

cromatografica (SOUZA et al., 2012).
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Tabela 1.3. Figuras de mérito para os métodos ELL/PBT e ESL/PBT. Recuperagao (n=6) e precisao (repetitividade, n=6; e preciséo

intermediaria, n=18) para os agrotoxicos extraidos de amostras de agua e tomate e analise por CG/DCE.

Intra-

o Faixa linear/ dprd/(ug LD°/(ug LQf/ NFe / . . . Inter-dia
Curva analitica 2 R"+ DP'/% diaCVi
Compostos (mg kg™) kg™) kg")  (ngkg”) (uglL”) - ° 1o, CVI%
As BP
azoxistrobina 0,0135 0,1091 8,0-1200 0,9921 0,4907 2,4 7,99 7,99 90,90 + 0,01 7,23 7,70

19,97 109,81 +0,02 3,03 6,33
39,95 103,83+0,05 7,19 6,98
clorotalonil  0,1043 0,1798 2,3-350 0,9929 1,0548 0,7 2,33 2,33 93,34 + 0,01 7,23 8,78

(EL?_?I;’J;T)* 583 89,34+003 574 658
11,65 98,55+0,04 3,67 3,90

difenoconazol 0,0092 0,0212 14,0-2100 09913 0,6205 4,2 13,98 13,98 9490+002 367 5094

34,95 90,09+002 729 655

699 103,84 +004 303 722

azoxistrobina  0,0124 2,0398 3.33-333,0 09905 05180 1,0 3.33 333 91,76+0,09 612 642

832 10351+0,04 350 4,33

16,65 87,65+027 860 878

oot clorotalonil 00353 0,8388 1,33-1995 09906 0,2347 04 1,33 133 10572+0,03 843 923
ESUPBTY 333 8865+0,04 670 659

6,65 85,23 +0,03 8,37 6,71
difenoconazol 0,0342 1,5134 8,32-832 0,9904 10,5748 2,5 8,32 8,32 93,856+0,06 7,43 8,76
20,80 103,44 +0,06 6,16 6,72
4160 94,78+0,04 6,10 6,96

2Inclinagdo (S); PIntercepto (B); °Coeficiente de determinagéo; ¢ Desvio padrao dos residuos; Limite de detecgao; fLimite de quantificagao;
9Nivel de Fortificagdo; PRecuperacdo; ‘Desvio padriao e iCoeficiente de variagdo. *Extracdo liquido-liquido com particido em baixa
temperatura (ELL/PBT) e extragao sélido-liquido com partigdo em baixa temperatura (ESL/PBT)
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3.2. Efeito de diferentes processos de lavagem na remocgao de residuos de
agrotoxicos

O processo de lavagem de frutas e verduras em ambiente doméstico com o
intuito de remover contaminagbes biologicas e de residuos de agrotdxicos é
necessaria. Relatorios apresentados pelo Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) tém mostrado que um elevado numero de amostras
de frutas e hortalicas ndo estda em conformidade com relacdo ao nivel de
contaminagao. Essa nao conformidade esta relacionada a presencga de residuos de
agrotoxicos acima dos limites maximos permitidos pela legislagao brasileira (ANVISA,
2014), como também, a presenca de agrotoxicos nao autorizados para aquelas
culturas.

Varios procedimentos para remogao desses residuos em alimentos tém sido
propagados (com maior facilidade devido a era digital, via internet), sem um respaldo
cientifico adequado. Para avaliar alguns desses procedimentos, foram testadas trés
classes de solugdes de uso doméstico: acida (solugdes de acido acético a 0,15 e 5%);
alcalina (bicarbonato de sédio a 1,5% e 5%) e oxidante (hipoclorito de sédio a 0,04 e
1% correspondendo a 400 mg CI L' e 10.000 mg CI L").

A Tabela 1.4 sado apresentadas as concentracbes dos residuos de
azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol em amostras de tomate (controle e
tratamento), agua, solugcdes de lavagem e as percentagens dos agrotdxicos
removidas pelos tratamentos.

A imersdo em agua favoreceu a remocéo dos trés agrotdxicos do tomate. A
eficiéncia de remocgao foi maior para o clorotalonil (44%) do que para a azoxistrobina
(26%) que, por sua vez, foi maior que a do difenoconazol (17%).

Dentre as solugdes de imersao utilizadas, verificou-se que estas removeram
significativamente (teste t unicaudal e teste de Dunnett), mais moléculas de
agrotoxicos que a agua. Para distinguir a ordem de eficiéncia das solugbes de
imerséo, foi utilizada ANOVA com teste post hoc de Tukey.

A solugéo de bicarbonato 5% removeu maior quantidade do clorotalonil (83%),
do que as demais solucdes. As solugdes de acido acético 5% e de bicarbonato 1,5%
removeram uma quantidade menor (entre 68 e 72%) de clorotalonil, porém foi maior
que a remogao por imersao em agua, de acordo com teste Tukey com post hoc da
ANOVA.

Apenas a solucdo de acido acético 5% removeu uma quantidade

significativamente maior de azoxistrobina (43%) do que a simples imersao em agua.
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Para o difenoconazol, as solugbes de acido acético 5%, hipoclorito 1% e

bicarbonato 5% removeram significativamente mais agrotoxico que a imersao em
agua (entre 42 e 47%).

Tabela 1.4. Reducgao dos residuos de agrotoxicos em tomates apds diferentes tipos

de lavagens (a 25 °C)

Quantidade  Quantidade na sol. Redugao Comparacéao
Agrotoxicos Tratamentos no fruto + SD de lavagem % (%) tratamento
/(ug kg™) SD /(ug kg™) com a agua*
Controle (fruto) 106+£3 - e
H20 79 + 5a 25+2 26
CH3COOH (0.15%) 71 £ 10ab 327 33 nao significativo
Azoxistrobina CH3COOH (5%) 61+ 5b 439 43 Significativo
NaHCOs (1.5%) 83 +4a 237 22 nao significativo
NaHCOs (5%) 72 £ 3ab 302 32 nao significativo
NaClO (0.04%) 84 + 3a 168 21 nao significativo
NaClIO (1%) 74 + 4ab 195 30 nao significativo
Controle (fruto) 1627 £23 - e
H20 911+ 12a 668 + 9 44
CH3COOH (0.15%) 717 £+ 47ab 883+ 12 56 nao significativo
, CH3COOH (5%) 528 + 60b 1044 £ 7 68 nao significativo
Clorotalonil Co
NaHCOs (1.5%) 455 1+ 21bc 1088 + 8 72 Significativo
NaHCOs (5%) 270 £ 69c 1280 + 11 83 Significativo
NaClO (0.04%) 893 £ 89a 619 £ 16 45 nao significativo
NaClIO (1%) 726 £ 39ab 756 £ 8 55 nao significativo
Controle (fruto) 127+3 - e
H20 106 £ 2a 174 17
CH3COOH (0.15%) 91+ 3a 26+5 28 nao significativo
Difenoconazol CH3COOH (5%) 74 +1b 34+8 42 Significativo
NaHCOs (1.5%) 83 + 3ab 35+1 35 nao significativo
NaHCOs3 (5%) 68 + 5b 3916 47 Significativo
NaClO (0.04%) 86 + 5ab 25+2 32 nao significativo
NaClO (1%) 73+7b 33+5 43 Significativo

Média das triplicatas + SD (desvio padrao). Valores acompanhados com a mesma letra nas
colunas indica que nao ha diferenga significativa entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05).

Observou-se, portanto, que apenas o acido acético 5% removeu mais de 40%

de todos agrotéxicos. O hipoclorito ndo removeu significativamente os agrotéxicos,

com excecao da solucdo 1%, que removeu difenoconazol com a mesma eficiéncia

que outras solugdes. Ja o bicarbonato, mesmo a sua solucdo mais concentrada

removeu azoxistrobina, entretanto, esta solugao

removeu difenoconazol

em

propor¢cao similar a das outras solugdes. Além disso, as solugdes de bicarbonato

foram responsaveis pela maior remogao do clorotalonil (83% com solugdo de 5% e

72,0% com solucao de 1,5%).
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Desses, o hipoclorito aumentou significativamente apenas a remoc¢ao de
difenoconazol em relagdo a imersao de agua, e com a mesma eficiéncia que o acido
acético 5%. E importante observar que essa concentragdo de hipoclorito utilizada é
muito elevada, cerca de duas vezes a concentragdo de aguas sanitarias comerciais.

Observou-se também que ocorreu um aumento gradual na redugdao dos
residuos dos agrotoxicos a medida que se aumentou a concentragcdo da solucao de
lavagem. Comportamento semelhante foi reportado por LIANG et al, (2012) e
RANDHAWA et al, (2014).

O difenoconazol apesar de possuir maior solubilidade em agua (15 mg L") que
a azoxistrobina (6,7 mg L") e que o clorotalonil (0,81 mg L") ndo foi o agrotdxico mais
removido pelos diferentes processos de lavagem. Na verdade, esta falta de correlagéo
também foi observada por (BOULAID et al., 2005; CENGIZ et al., 2007, SATPATHY
et al., 2011). Essa ordem de remocéo, por outro lado, esta correlacionada com os
coeficientes de particdo (log Kow) dos analitos. Para o clorotalonil, o log Kow (igual a
2,94) é da mesma ordem de grandeza da azoxistrobina (2,50), porém menor que
aquele observado para o difenoconazol (4,36), explicando a menor liberacdo desse
ultimo para a solugao de lavagem (Tabela 1). Esses resultados estao de acordo com
os obtidos por Bonnechere et al. (2012), que observaram uma menor redugéo dos
residuos de propamocarbe (11%), um produto sistémico de alta solubilidade
(solubilidade de 900.000 mg L, log Kow = 0,84), em comparagdo com a iprodiona
(48%) um agrotoxico de contato de menor solubilidade, mas maior log Kow
(solubilidade de 12,2 mg L, log Kow = 3,0) em hortalicas submetidas a lavagem por
imersdo em agua de torneira.

Além disso, o modo de acéo do agrotoxico deve ser levado em consideragao.
O fato do clorotalonil ser um produto classificado como de contato, enquanto que os
outros sao de acgao sistémica pode ter favorecido a sua maior liberagao. Os residuos
dos agrotoxicos de modo de agéo por contato ficam preferencialmente na superficie
do tomate, enquanto que residuos dos produtos sistémicos tendem a se mover para
camadas mais profundas dos vegetais (AHMED et al., 2011). Portanto, agrotéxicos
sistémicos com alta solubilidade em agua, mas com log Kow baixo tém menor
tendéncia de serem removidos de frutas e hortalicas. Para estudar esta hip6tese foi
avaliada a distribuigcdo dos agrotéxicos na polpa e na pele dos tomates.

A diferenga nos protocolos dos ensaios dificulta a comparagado entre os
trabalhos encontrados na literatura. Por exemplo, Kong et al. (2012) relataram que

tomates lavados por 10 min em agua corrente apresentaram uma diminuicdo de 16%
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dos residuos de difenoconazol, enquanto que, no presente trabalho, o estudo foi
realizado com imersao por 30 minutos em agua destilada, com remocgéo de 17%. A
priori, a padronizagao dos experimentos com agua corrente exige o controle da vazao,
dentre outras variaveis. HENDAWI, et al (2013) por outro lado, obtiveram 30% de
remogao de imidacloprid, quando tomates foram lavados por 3 minutos em agua
corrente. Os tomates foram colocados em uma peneira de plastico e lavados com
agua da torneira por 30 s, com rotagdo leve com a mao. O processo de lavagem
reduziu 27% do residuo de clorpirifés em couve-flor, 25% em tomate, 24% em batata
e 18% em berinjela (RANDHAWA et al., 2007).

3.3. Distribuicao dos agrotéxicos no tomate — Efeito do descascamento

Foi analisada a pele do tomate, obtida por descascamento, assim como a
polpa (Figura 1.3). Para todos os agrotoxicos, a quantidade relativa foi maior na pele
do que na polpa, sendo maior para o clorotalonil (88% na pele); difenoconazol (79%)
e azoxistrobina (68%), ainda que a polpa tenha uma massa muito superior a de pele.

Esses resultados estdo de acordo com os trabalhos de XU et al., (2012) que
observaram uma baixa permeacgao destes compostos para a polpa de uvas. Cerca de
84% dos residuos de azoxistrobina, 93% de clorotalonil e 98% de difenoconazol foram
encontrados distribuidos nas peles das uvas.

Resultados similares foram encontrados na literatura, onde o descascamento
levou a uma remogao de 98% dos residuos de clorprofame (n&o sistémico) em batatas
(LENTZA-RIZOS & BALOKAS et al., 2001). Os niveis de redugdo de residuos de
clorpirifés, cipermetrina e etilenobisditiocarbamatos em aspargos apds o processo de
descascamento foram 73%, 75% e 77% respectivamente (CHAVARRI et al., 2005).

A dissipagdo dos agrotéxicos apds a sua aplicagdo depende de diversos
fatores, incluindo tipo de plantas, formulagao quimica, método de aplicacéo, condicbes
climaticas, fenébmenos fisico ambiental (principalmente a volatilizagao) e degradagao
quimica, em que a luz solar desempenha um papel proeminente (HENDAWI et al.,
2013; TOMER et al., 2013).
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Figura 1.3. Distribuicdo dos agrotdxicos nos frutos de tomate.

3.4. Influéncia dos processos de lavagem sobre a qualidade dos tomates

Amostras controle (pulverizados com azoxistrobina, clorotalonil e
difenoconazol sem tratamento) e as amostras pulverizadas com agrotéxicos e
submetidas aos diversos processos de lavagem foram armazenadas em B.O.D. a
23 °C + 1. Periodicamente, no 19, 59; 92 ¢ 130 dia, foram avaliados os parametros
de qualidade: teores de solidos soluveis (°Brix), acidez titulavel (AT), pH, perda
de massa, intensidade da cor (croma) e diferenca total de cor (AE) e acido
ascorbico. Na Tabela 1.4 estdo descritas as médias das quatro avaliagdes dos
parametros de qualidade submetidos a analise de variancia (ANOVA), e Teste de
Dunnett para comparar os diferentes tratamentos com o controle.

No geral, todos os tratamentos de lavagem alteraram significativamente a
qualidade dos tomates. As lavagens que causaram maiores alteragdes significativas
foram as lavagens com acido acético e hipoclorito 1%.

O acido acético 5% melhorou significativamente a remogao dos trés agrotoxicos
em relagcao a imersao em agua. Este resultado sugere uma modificagao da superficie
da pele do tomate, uma vez que os agrotoxicos estudados nao apresentam
comportamento acido-base de Bronsted e, portanto, ndo ha formacédo de espécies

idnicas, que permitiria uma maior remog¢ao para a solugao aquosa.
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Tabela 1.4. Valores médios dos parametros de qualidade dos tomates armazenados em B.O.D. a 23 °C £ 1 - acidez titulavel (g de
acido citrico/100 g de polpa), sdélido soluveis (°Brix), croma, % perda de massa, potencial hidrogenionico (pH), variagdo da cor e
Vitamina C (mL de acido ascorbico /100 g de polpa).

Analises de qualidade

T —
ratamentos Acidez Brix Croma Perda de peso pH V::i":o Vit C

Controle 0,53+0,15 3,77*0,16 35,13*0,13 5,1%+0,65 425+0,03 7,99+054 21,58%0,14

H20 0,55+0,11 3,97+0,09 31,82+0,16* 4,75+1,15 420+0,04 7,43+0,56 22,96 + 0,09

CHsCOOH (0,15%) 0,57 £0,08* 3,81+0,14 40,01 £0,08* 7,11 +0,64 4,16+0,01 7,56+0,73 18,46 £ 0,15*
CH3COOH (5%) 0,59 +0,08* 3,54+0,16 36,57 +0,15 8,28 +0,57* 4,18+ 0,04 10,66 +0,63 17,72 +0,24*
NaHCOs (1,5%) 0,58 +0,07* 3,44 +0,13 39,17 +0,10* 7,68 + 0,56 4,18+ 0,03 7,10+ 0,54 19,45 + 0,22

NaHCOs (5%) 0,58 +0,05* 3,55+0,14 36,06 +0,15 8,36+ 0,57* 4,17 +0,04 7,34+0,58 19,36 + 0,14
NaClO (0,04%) 0,58 +0,07* 3,77+0,13 37,0+0,08 6,66 +0,65 4,33+0,02 6,82+0,60 21,29+0,21
NaClO (1%) 0,58 +0,04* 4,02+0,11 37,70+0,17 10,44 +0,51* 4,32+0,01 11,69+0,81* 21,50+ 0,16

*Valores destacados em uma mesma coluna diferem significativamente do controle pelo teste de Dunnet (p < 0.05). Valores
médios das caracteristicas qualitativas dos tomates ao longo do armazenamento (12, 5% 92 e 132 dia) + coeficiente de variagéo.
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As alteragdes na qualidade dos tomates lavados com hipoclorito 1% ocorreram,
provavelmente, devido ao elevado potencial oxidante do hipoclorito, causando danos a
membrana, e desta maneira, permitindo a maior liberagdo de agua (observada pela perda
de peso significativa). A oxidacdo de licopenos e outros corantes também pode ter

ocorrido, causando variagao na cor.

4.0. CONCLUSAO

Solugdes de acido acético 5% removeram mais de 40% de todos agrotdxicos,
independente do seu modo de acgéo. As solugdes de bicarbonato foram responsaveis
pelas maiores remogdes de clorotalonil (83% de clorotalonil com solugao de 5% e 72%
de clorotalonil com solug¢ao de 1,5%). Embora a solubilidade do agrotdxico na agua seja
um fator importante durante a operagao de lavagem, a correlagdo entre a solubilidade
dos agrotdxicos e porcentagem de remogao nao foi observada neste estudo.

Em geral, os tratamentos de lavagem nao alteraram a qualidade dos tomates
durante o periodo de 13 dias de armazenamento. As lavagens que causaram maiores
alterag¢des nos frutos foram as lavagens com acido acético (0,15% e 5%) e hipoclorito a
1%. Os parametros de qualidade mais afetados foram a acidez, croma e perda de peso.
Observou-se também que a maioria dos agrotoxicos esta na pele (68 a 88%) e que os
agrotoxicos sistémicos (azoxistrobina e difenoconazol) apresentaram maior migragéo

para a polpa.
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Capitulo 2

Remocgao de contaminantes em tomate e sua influéncia na qualidade dos

frutos

1.0. INTRODUGAO

O uso de agrotoxicos tem sido a principal estratégia de controle e prevencgao de
pragas durante o cultivo e apos a colheita, mantendo a produtividade e a qualidade da
producéo agricola (GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 2008). Entretanto, quando as doses
e os intervalos de seguranca de aplicacdo dos agrotoxicos ndo sao respeitados,
estes podem oferecer riscos, tanto para o meio ambiente como para a saude publica
(KEIKOTLHAILE et al., 2010; AI-DABBAS et al., 2014; CASSAL et al., 2014). A exposic¢ao
dos seres humanos aos agrotoxicos pode acontecer durante a aplicacdo dos mesmos e
de maneira mais ampla pela ingestdo dos alimentos (especialmente frutas e legumes)
contaminados. Essa forma de contato corresponde a cinco vezes mais do que outras vias
(CLAEYS et al., 2011).

Dentre os vegetais consumidos, o fruto do tomate (Lycopersicon esculentum) é
mundialmente um dos mais importantes componentes da dieta humana, onde é
consumido in natura, cozido ou processado. Além das propriedades nutricionais basicas,
o tomate é um alimento funcional, devido as suas moléculas antioxidantes tais como
acido ascorbico, vitamina E, carotenoides (licopeno), flavondides e acidos
fenolicos (MENEZES FILHO & DOREA, 2006; ANDRADE et al., 2011). Por outro lado, a
cultura do tomate € muito susceptivel ao ataque de pragas e doencas necessitando da
aplicagcao dos agrotdxicos em varios estagios do cultivo, podendo assim gerar residuos
indesejaveis que podem permanecer no fruto mesmo apds a colheita. No Brasil, os
fungicidas azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol (Figura 2.1) sdo indicados para
estes fins (ANVISA).

Dessa forma, a presenca destes compostos na dieta tem causado preocupagao
na populagao, pois é praticamente impossivel para o consumidor reconhecer um produto
que recebeu a pulverizagcao de produtos ndo permitidos ou além do limite autorizado
(JARDIM & CALDAS, 2012).
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Figura 2.1. Estruturas quimicas e classificacdo dos fungicidas azoxistrobina, clorotalonil e

difenoconazol

Na literatura, varios procedimentos domeésticos, como lavagem com agua pura e
com solucéo de detergente (SHEIKH et al., 2012; MIRANI et al., 2012), com solugéo de
acido acético e bicarbonato de sodio (LIANG et al., 2012; TYAGI et al., 2012), hipoclorito
de sédio (PUGLIESE et al., 2004) e ozénio (IKEURA et al., 2011, 2013; HELENO et al.,
2016) tém sido reportados como medidas eficazes na remogao de residuos de
agrotéxicos em varios vegetais.

Dentre os procedimentos empregados para a descontaminagdo de produtos
alimentares, a utilizacdo de ozbdnio (Os) tem sido investigada como uma alternativa
promissora, pois apresenta uma série de vantagens como alta reatividade,
penetrabilidade e decomposicdo espontanea sem deixar residuos, podendo, assim, ser
usado sem risco de toxidez para os consumidores (KIM et al, 1999). O ozb6nio é capaz de
oxidar uma variedade de compostos organicos e inorganicos em fase gasosa, de
substrato solidos e em solugdes aquosas, seja por ataque direto, ou através de um
mecanismo envolvendo o radical hidroxila (MISRA, 2015). Entretanto, se o Os for usado
de forma inadequada pode vir causar perdas na qualidade nutricional e sensorial do
vegetal. Essas alteragdes vao depender da composicdo quimica do vegetal, das
condicbes  do tratamento e da dosagem do ozbnio a ser utilizada (KARACA &
VELIOGLU, 2007).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de dois procedimentos doméstico
convencionais (lavagem com agua e lavagem com solugdo de detergente) e dois
tratamentos mais modernos utilizando o ozbénio (agua ozonizada e borbulhamento
continuo do ozénio em agua) na remogao/degradagao dos residuos de azoxistrobina

e difenoconazol (agrotdxicos sistémicos) e clorotalonil (agrotoxico de contato) em frutos
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de tomate. Aliado a isso, as caracteristicas  fisico-quimicas dos tomates foram
monitoradas ao longo de 13 dias de armazenamento a 23 °C, afim de verificar se

ocorreu perda da qualidade dos frutos apds diferentes tratamentos.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Padrbes analiticos de azoxistrobina (99,9% m/m), clorotalonil (99,3% m/m) e
difenoconazol (97,0% m/m) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) e
bifentrina (92,2% m/m) usada como padrao interno foi adquirida da FMC (S&o José dos
Campos, Brasil). Solugbes-padrao estoques desses analitos, na concentragcao de 1000,0
mg L', foram preparadas pela solubilizagdo dos padrées com o solvente acetonitrila.
A partir da diluicdo da solugao estoque foi preparada no mesmo solvente uma solugao
de trabalho contendo os trés agrotoxicos. As concentragdes dos principios ativos nesta
solugéo foram de 10,0 mg L' para clorotalonil; 20,0 mg L' para azoxistrobina e 50,0 mg
L' para o difenoconazol. Estas solugbes foram armazenadas em freezer a
temperatura de aproximadamente -20 °C. A pulverizagao dos tomates foi realizada com
uma solugdo aquosa contendo os produtos comerciais Amistar WG® (500 g/kg de
azoxistrobina), Bravonil 500® (500 g/L de clorotalonil) e Score® (250 g/L de
difenoconazol), produzidos pela Syngenta (Sdo Paulo, Brasil). Os seguintes reagentes
foram utilizados no experimento: amido solGvel (99,6% v/v, Exodo Cientifica, Brasil),
acido sulfurico (96,0% v/v, Vetec, Brasil), fenolftaleina (> 99% v/v, Merck, Alemanha),
iodeto de potassio (99,0% v/v, Vetec, Brasil) e hidroxido de sddio (99,0% v/v, Vetec,
Brasil), tiossulfato de sédio (99,0% v/v, Italia), detergente liquido ypé (tensoativo aniénico)

tendo como principio ativo o linear alquil benzeno sulfonato de sodio (Sdo Paulo, Brasil)

2.2. Aplicagao dos fungicidas nos frutos de tomates
Para a realizacdo do experimento, amostras de frutos de tomate hidropdnico, do
tipo Caqui Salada da variedade Compack, isentos de agrotoxicos, foram adquiridas da
regiado de Vicosa, MG, Brasil. Recém colhidos, os tomates (250 frutos) foram limpos com
toalhas de papel, acondicionados em caixas de polietileno e conduzidos ao Laboratério
de Quimica Analitica (LAQUA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A aplicagao
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dos produtos comerciais contendo os principios ativos (0,16 g L-' de azoxistrobina e 0,50
mL L' de difenoconazol - produtos sistémicos) e (4,0 mL L' de clorotalonil — produto de
contato) foi realizada seguindo a recomendacéo do fabricante Syngenta. As doses foram
diluidas em 1,0 L de agua e a calda aplicada nos frutos com pulverizador manual. Os
frutos contaminados foram deixados em ambiente ventilado por 12 h para secagem e

aderéncia dos principios ativos.

2.3. Método para determinagao da concentragao de ozénio

Inicialmente os tomates foram separados em trés grupos: tomates isentos de
agrotoxicos (branco); tomates contaminados (controle) e tomates contaminados e
submetidos aos diferentes tratamentos.

Para os experimentos de ozonizagdo dos frutos, o ozénio foi obtido de um
gerador de oz6nio desenvolvido pela empresa Ozone & Life (Sdo José dos Campos,
Brasil). Para a geragdo do ozodnio utilizou-se o gas oxigénio (Linde Gases, Canoas,
Brasil, 99,5% de pureza, que recebe uma descarga por barreira dielétrica (DBD).

A concentragdo do gas ozbnio produzido foi determinada pelo método

iodométrico (APHA, 2005). Nesse método o ozbénio & borbulhado numa solugéo

acidificada de iodeto de potassio (Kl) 20 g L'1, por 30 s., onde o ion iodeto se oxida a

iodo, e a quantidade de iodo formado ¢é titulada com solucdo padronizada de
tiossulfato de sédio (NaxS,03) 5,00 x 10" mol L (Equacgdes 2.1 e 2.2), usando uma

suspensao de amido (5 g L'1) como indicador, até o desaparecimento da coloragéo

azul.

Os(g) + 2 I'(aq) + H20() — laaq) + 2 OH(aq) + Oz(g) Equagéo 2.1

-2 -2 ~

2.3.1. Experimento 1 - Imersao em agua borbulhada com O3
Um recipiente cilindrico de PVC (didmetro igual a 20 cm e altura igual a 65 cm)
contendo 5,0 L de agua destilada pura (mantida a 10 °C) foi utilizado para imersao dos

frutos de tomate. Através de um dispersor em espiral, localizado na parte inferior do
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recipiente, o ozénio foi borbulhado na agua, nas concentragdes de 1 e 3 mg L'1,
com fluxo continuo de 2,00 L min'. A medida que o ozénio percorria o dispersor, o
gas era expelido através dos furos presentes em toda extensdo do espiral fazendo
com que a agua contida no interior do recipiente fosse borbulhada continuamente e
a concentracdo do ozbnio dissolvido permanecesse constante. Somente apds a
saturacdo da agua pelo ozénio, os tomates (12 frutos), pulverizados com os fungicidas
em estudo foram imersos na solugdo e mantidos por um periodo de 30 min (Figura
2.2). A concentragéo de saturagdo da agua foi de 0,1 e 0,8 mg L' para as concentragbes
borbulhadas de 1 e 3 mg L, respectivamente. Todos os experimentos foram realizados

em triplicatas.

Figura 2.2. Diagrama esquematico para tratamento dos frutos de tomate utilizando agua
borbulhada com ozdnio. Oxigénio (1), ozonizador (2), Tanque de lavagem dos frutos (3) e

unidade de destruicao de ozénio em excesso (4).

2.3.2. Experimento 2 - Imersdao em agua ozonizada
Para promover a ozonizag¢ao e saturacdo da agua destilada a ser utilizada no
tratamento, utilizou-se 7,0 L de agua destilada pura divididos em dois recipientes de
PVC: um tanque de borbulhamento e um tanque de lavagem. Através de um cilindro

poroso, posicionado na parte inferior do tanque de borbulhamento, o ozbnio foi

injetado na agua, nas concentracdes de 1 e 3 mg L'1, com fluxo continuo de 2,00

L min"'. A medida que o ozénio percorria o cilindro, o gas era injetado na 4gua contida
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no interior do recipiente garantindo uma uniformizagado da ozonizagao da agua, assim a
concentracdo do ozénio dissolvido permanecia constante (Figura 2.3). Durante o
processo de saturagdo da agua pelo ozbnio, a agua ozonizada era continuamente
bombeada para o tanque de lavagem. Os tanques de lavagem e borbulhamento foram
dispostos de forma que o retorno da agua, apés passar pelo tanque de lavagem para o
tanque de borbulhamento, ocorresse através de escoamento natural por for¢ca da
gravidade e o volume de agua ozonizada no tanque de borbulhamento fosse mantido
em 2,0 L. A concentragdo de saturagdo da agua foi 0,08 e 0,7 mg L' para as
concentragbes borbulhadas de 1 e 3 mg L', respectivamente. Apds a saturagédo da
agua do sistema, amostras de tomate (12 frutos) pulverizadas com os fungicidas em
estudo foram acondicionadas no tanque de lavagem. A lavagem dos frutos com
recirculagdo de agua ocorreu durante 30 min. A temperatura da foi mantida a 10 ° C ao

longo do experimento. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.

Figura 2.3. Diagrama esquematico para tratamento dos tomates utilizando agua ozonizada.
Oxigénio (1); ozonizador (2); tanque de borbulhamento; (3), unidade de destruicdo de ozbnio
(4) bomba (5) e tanque de lavagem dos frutos (6). Fonte: adaptado de HELENO et al., 2016.

2.3.3. Experimento 3 - Imersao em agua pura e em agua com
detergente
Para cada tratamento, trés grupos de 12 unidades de tomates pulverizados com
os agrotoxicos em estudo foram imersos, separadamente, por 30 min em 5,0 L de agua
destilada e nas solugdes de detergente (0,25% e 1%), comumente utilizados em

ambientes domésticos.
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Apos cada experimento (com ozdnio, agua pura e solugdes de detergente) os
tomates foram secos em ambiente ventilado por 1 h, pesados, homogeneizados em um
mixer (Walita, S&do Paulo, Brasil) e submetidos a extragao sélido-liquido com particdo em
baixa temperatura (ESL/PBT). Ao final de cada ensaio (30 min), as amostras de agua ou
das solugdes aquosas de detergente e ozbénio foram recolhidas e submetidas ao método
extragdo liquido-liquido com particho em baixa temperatura (ELL/PBT). Todos os
procedimentos de extragdo para quantificagdo dos agrotoxicos (em tomates e em
solugdes aquosas) foram realizados em triplicata. Os extratos obtidos foram analisados

por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (CG/DCE).

2.4. Extracao dos residuos de agrotéxicos

Os agrotoxicos foram extraidos das amostras de tomates triturados usando a
técnica ESL/PBT e da agua/solugdes de lavagem (detergente e ozdnio) pela técnica
ELL/PBT, adaptadas de Pinho et al. (2010) e Goulart et al. (2010), respectivamente

A técnica ESL/PBT consistiu na adicdo de 4,0 mL de acetonitrila a 4,0000 g de
amostra de frutos de tomate. A mistura foi agitada em vortex (Unique, Maxiclean 750) por
1 min e, em seguida centrifugada (FANEM — modelo 206 MP) por 3 min a 560 g e deixada
em freezer (Consul, modelo 280, Sdo Paulo, Brasil) a aproximadamente -20 °C por 6 h
para a separacao das fases. Do sobrenadante, uma aliquota de 1,8 mL do extrato foi
transferida para um vial contendo 0,100 mg L' de bifentrina usada como padro interno.

A técnica ELL/PBT adaptada de Goulart et al., (2010) empregada consistiu na
adicao de 4,0 mL de acetonitrila a 4,00 mL de amostra. A mistura foi agitada em mesa
agitadora por 15 min a 175 rpm. Posteriormente a solucao foi levada ao freezer (-20 °C)
por 2 h para a separagao das fases aquosa e organica. Em seguida, 1,80 mL de fase
organica (sobrenadante) contendo os analitos foram transferidos para um vial contendo

0 padrao interno. Ambos extratos foram analisados por CG/DCE.

2.5. Condicdes cromatograficas

O sistema de analise consistiu de um cromatografo a gas da Shimadzu (Kyoto,
Japéao), modelo GC-2014, equipado com um detector por captura de elétrons (DCE) e um
auto injetor AOC-20i. Para separagao cromatografica dos analitos, utilizou-se uma coluna

capilar HP-5 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) com fase estacionaria composta de
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5% de difenil e 95% de dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm, 0,1 um espessura de filme),
e nitrogénio como gas de arraste (1,2 mL min-). Injetou-se 1 uL de extrato/solugéo padrao
no cromatografo, na razao de 1:5, nas seguintes condi¢gdes cromatograficas: temperatura
do injetor de 280 °C e do detector em 300°C, e a da coluna (iniciando a 150 °C/1min),
sendo aquecida a uma taxa de 40 °C min~' até 290 °C. A coluna foi mantida nessa
temperatura por 4,5 min. O tempo total de analise foi de 9,5 min. As corridas foram
gerenciadas pelo software GC solution (Shimadzu, Jap&o). Os agrotoxicos foram
identificados por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos presente nos
extratos das amostras com o tempo de retencdo dos padrboes. A quantificagao foi

feita empregando o método de superposicao de matriz (RIBANI et al., 2004).

2.6. Validagcao dos métodos

Alguns parametros analiticos da ESL/PBT e ELL/PBT incluindo seletividade, limite
de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), linearidade, precisdo (repetibilidade e
precisao intermediaria), exatidao/recuperacéo foram avaliados conforme sugerido pelos
protocolos das principais agencias regulatorias (ANVISA, 2003; ICH, 2005; SANCO,
2009). Os procedimentos empregados para cada figura de mérito estdo descritos com

maior detalhe no capitulo 1.

2.7. Qualidade dos tomates apés tratamentos

Amostras tratadas (imersdo em agua, solugdo de detergente e em solugcédo de
ozbnio) e as amostras controle (sem tratamento) foram armazenadas em cémaras
B.O.D. (Lucadema, Séo Paulo, Brasil), a 23 + 1 °C por 13 dias. Periodicamente, no
19, 59; 90 ¢ 132 dia apds tratamento, foram avaliados os parametros de qualidade:
teores de soélidos soluveis (°Brix), acidez titulavel (AT), pH, perda de massa,
intensidade da cor (croma), diferenga total de cor (AE) e acido ascérbico. Em cada
bandeja foram acondicionados 12 frutos e em cada intervalo de tempo foi retirado 3 frutos
para realizagao das analises (triplicatas).

As caracteristicas fisico-quimicos de qualidade dos tomates foram determinadas
de acordo com os métodos recomendados pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). A
perda de massa (balanca Sartorius BP 2215, Géttingen, Germany) foi determinada em

porcentagem, considerando-se a diferenga entre a massa inicial do fruto e aquela obtida
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a cada intervalo de tempo de amostragem. A acidez foi determinada por titulagéo do suco
da polpa com uma solugéo padronizada de 0,1 mol L' de NaOH e a medi¢édo do pH
(Homis MPA 210, Sao Paulo, Brasil) foi realizado por imersdo do eletrodo na amostra
de tomate preparada para determinar a acidez. Os teores de sélidos soluveis foram
determinados com um refratdbmetro digital modelo PAL-1 Atago (Tokyo , Japao). A
vitamina C foi determinada pelo teor de acido ascérbico e a amostra foi titulada com
solucao de iodato de potassio. A avaliacdo da cor dos tomates foi realizada com o auxilio
de um colorimetro Minolta (EUA) modelo CR 400, usando o sistema CIE (Comission

Internationale de I'Eclairage) com uma leitura direta da reflectancia das coordenadas "L

*n *n

(luminosidade), "a *" (de verde a vermelho) e "b *" (de azul para amarelo). Com os
valores destas coordenadas, foi possivel gerar parametros relacionados com a saturagao
de cor, o chroma e da diferenga total de cor (MEIR et al., 1992; MACDOUGALL, 2002).
Maiores detalhes sobre os procedimentos de determinagdo da qualidade dos frutos

estao descritos no capitulo 1.

2.8. Analise estatistica

Todos os testes estatisticos foram realizados para um nivel de 95% de confianca.
A eficiéncia dos tratamentos foi comparada pelos testes t-Student unicaudal (95% de
confianga), apds comparagao das estimativas do desvio-padrao pelo teste F-Snedecor.
A comparacao entre si desses tratamentos foi realizada com analises de variancia
(ANOVA), com teste post-hoc Tukey, a 5% usando o software Statistica 12.0 (StatSoft
Corp., Tulsa, EUA). Para comparar a alteragdo da qualidade de frutos de tomates

tratados com o controle foi utilizado o teste de Dunnett.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Validagao dos métodos analiticos

Os métodos ELL/PBT para determinagao dos agrotéxicoss em solugao aquosa e
ESL/PBT para os frutos de tomates foram validados e os resultados estdo de acordo com
as normas de validagcdo exigidas (Tabela 1.2 — pg 18). Nao foram observados
interferentes no tempo de retencdo dos compostos estudados, comprovando a
seletividade dos métodos. Os LD e LQ para os métodos propostos para as amostras de

agua e tomate foram determinados considerando o valor de trés e dez vezes a area do
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sinal da linha de base (ruido). Os LD para a ELL/PBT dos agrotoxicos azoxistrobina,
clorotalonil e difenoconazol em agua foram 2,4;0,7 e 4,2 ug L™, ja para a ESL/PBT dos
agrotoxicos em tomate foram 1,0; 0,4 e 2,5 respectivamente. A taxa de recuperagao
para ambas as matrizes apresentaram recuperacdes na faixa de 85% a 110% e os
coeficientes de variacdo para os ensaios de precisao intermediaria e repetitividade foram
menores que 10% para os trés agrotoxicos. A linearidade dos métodos foi avaliada
analisando-se extratos obtidos a partir da ESL/PBT (amostra de tomate) e ELL/PBT
(amostra de agua) que foram fortificadas em nove niveis de concentracdo dos analitos
(variaram entre 1 x LQ e 150 x LQ). Os coeficientes de determinagdo (R?) para as curvas

analiticas dos trés agrotoxicos em ambas matrizes foram superiores a 0,99.

3.2. Remog¢ao dos residuos de fungicidas em tomates

A segurancga alimentar € um dos grandes interesses do publico, principalmente
quando esta associado a presencga de agrotoxicos nos alimentos. Com o intuito de avaliar
a eficiéncia de algumas técnicas de remocéao de residuos de agrotoxicos nos alimentos
consumidos in natura, amostras de tomate foram contaminadas com azoxistrobina,
difenoconazol e clorotalonil e imersas em agua destilada, solugédo de detergente (0,25%
e 1%) e em solugdes oxidantes (dgua ozonizada e agua borbulhada continuamente com
oz6nio (1 e 3 mg L-1).

As amostras (tomate e solugbes de lavagem) foram submetidas aos métodos
ESL/PBT e ELL/PBT e os extratos obtidos analisados por CG/DCE. Os experimentos
foram realizados em ftriplicatas e os dados foram submetidos a analise estatistica (teste t
Student unicaudal). As porcentagens de remogao dos agrotéxicos nos frutos foram
calculadas em relagdo a quantidade do agrotoxico contida na amostra controle (sem
tratamento).

A concentragdo média dos fungicidas encontrada nos frutos antes da submisséo
aos tratamentos foi de 115 ug kg™' para azoxistrobina, 1823 ug kg-! para clorotalonil e
139 pg kg' para o difenoconazol. Nas figuras 2.4 a 2.6 estdo apresentadas as
porcentagens dos residuos que ficaram retidas no fruto, na agua/solucao de lavagem e
a porcentagem de degradagao dos analitos.
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Figura 2.4. Porcentagem de residuos de azoxistrobina apoés utilizar diferentes tratamentos em
frutos de tomate. As barras de erro indicam erro padrao das medi¢gdes em niveis (n = 3). Letras
iguais ndo diferem entre si com teste de Tukey com post-hoc da ANOVA (p < 0,05).

A diferenca entre a quantidade de agrotéxicos no controle e a soma das
quantidades no fruto e no liquido de lavagem foi considerada como degradacao. Os
maiores valores foram encontrados para as solugdes oxidantes (O3s).

A imersdao em agua favoreceu a remogado dos trés agrotoxicos do tomate. O
difenoconazol foi removido em 17%, a azoxistrobina em 26% e o clorotalonil em 44%. Os
tratamentos com o0zb6nio e solugédo de detergente foram mais efetivos na minimizacao da
contaminagao do que a agua pura.

A agua borbulhada com ozénio 3 mg L' foi o tratamento mais eficiente para
remocgao de todos os compostos, obtendo uma redugao de 70% da azoxistrobina, 77%
do difenoconazol e 90% dos residuos de clorotalonil. A agua borbulhada na concentragéo
de 1 mg L' removeu uma quantidade menor dos residuos (entre 57 e 76%).

Os tratamentos com agua ozonizada e agua borbulhada nas concentragdes de 1
e 3 mg L' removeram uma quantidade maior dos residuos de azoxistrobina (entre 55 e
70%), e diferiram significativamente de lavar os frutos com agua pura ou solugédo de
detergente, de acordo com teste Tukey com post hoc da ANOVA (Figura 2.4)
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Figura 2.5. Porcentagem de residuos de clorotalonil apds utilizar diferentes tratamentos em frutos
de tomate. As barras de erro indicam erro padrdo das medi¢cdes em niveis (n = 3). Letras iguais
nédo diferem entre si com teste de Tukey com post-hoc da ANOVA (p < 0,05).

Para o clorotalonil, (Figura 2.5.) o uso do 0z6nio nas concentragdes de 1 e 3 mg
L' também apresentaram diferengas significativas em comparagdo com a imersdo em
agua e solucao de detergente, alcangcando uma eficiéncia de remocao que variou de 75
a 90%. Ainda para o clorotalonil, ndo ocorreu diferenga significativa quando se utilizou
agua ozonizada nos dois niveis de concentragdo e agua borbulhada a 1 mg L,
removendo em meédia 76,2% dos residuos. Estes resultados corroboram com os de
Heleno et al, (2016), onde alcangaram em seus estudos com agua ozonizada a 3 mg L™’
sem ajuste de pH, uma remogéo média de 75,6% dos residuos de clorotalonil em batatas.
Nos tratamentos com a solugao tampao a pH 4, 7 e 9, com 0zbnio, a remocao foi de 74%,
70% e 72%, respectivamente. Os resultados mostraram que os tratamentos de lavagem
com ozbnio, independentemente do pH, foram mais eficazes do que os tratamentos de

lavagem sem ajuste do pH.
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Figura 2.6. Porcentagem de residuos de difenoconazol apés utilizar diferentes tratamentos em
frutos de tomate. As barras de erro indicam erro padrao das medi¢gdes em niveis (n = 3). Letras
iguais ndo diferem entre si com teste de Tukey com post-hoc da ANOVA (p < 0,05).

Nao ha diferenga significativa em deixar os frutos de tomates imersos por 30 min
em solugéo de detergente ou em agua pura, com excegao da solugao de 1%, que obteve
uma maior eficiéncia de remocéo do difenoconazol. Quando se utilizou a solugcédo de
detergente a 1% foram removidos 38%; 41% e 61% dos residuos de azoxistrobina,
difenoconazol e clorotalonil, respectivamente.

Os detergentes quimicos sdo substancias surfactantes com propriedades
anfifilicas, ou seja, apresentam em sua estrutura molecular uma parte polar (parcialmente
hidrofilico) e outra apolar (parcialmente hidrofébica). Sua dupla natureza facilita converter
o0 composto soluvel em gordura em composto soluvel em agua (SHEIKH, et al., 2012).
Devido a esta propriedade, era esperado uma maior porcentagem de remoc¢ao dos
compostos em estudo. Uma sugestdo para aumentar essa eficiéncia de remogao dos
residuos seria aliada a imerséo dos frutos na solugdo de detergente, esfrega-los com
uma esponja.

Em geral, em todos os tratamentos, o clorotalonil mostrou ser mais facilmente
removido dos tomates do que o difenoconazol, que por sua vez foi mais removido do que

a azoxistrobina. Os frutos de tomate sdo cobertos por uma camada de cera e tem uma
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pele fina. O clorotalonil por ter uma natureza nao sistémica foi removido com uma maior
eficiéncia em relagdo aos demais compostos, pois sugere que ele tenha ficado mais
aderido a camada de cera do fruto (residuo extracuticular) enquanto que o difenoconazol
e a azoxistrobina que sao sistémicos podem ter sido rapidamente absorvidos e serem
dissolvidos na camada cerosa da casca do fruto, migrando-se para dentro da polpa,
tornando a sua eliminacao dificultada (ABOU-ARAB et al., 1999).

Em seus estudos, Ikeura et al, (2011) demostraram que o uso de microbolhas de
ozodnio na concentragdo de 2 mg L' foi mais eficaz na redugéo do fenitrotion em alface
do que em tomates cereja usando as mesmas condigdes experimentais. Uma mais
provavel explicagdo para a menor redugao dos residuos de fenitrotion no tomate cereja
que Os e os radicais hidroxila dissolvidos sdo mais dificeis de penetrar através do
pericarpo espesso do tomate cereja, diminuindo as chances de alcangar os tecidos
internos. E também possivel que os radicais hidroxila e O3 fossem dissolvidos/inativados
pelo contato com o pericarpo. No presente trabalho, quando se aumentou a concentragao
do ozoénio de 1 mg L' para 3 mg L' em ambas as formas de tratamento obteve-se uma
melhor remogao dos residuos contaminantes dos frutos de tomate (as vezes nao
significativo).

Wang et al., (2013) em seus experimentos demostraram que a solubilidade do
clorotalonil era independente do aumento da concentragcéo do detergente que utilizava.
Neste mesmo estudo frutos de tomate cereja foram imersos em solugdes de 50 mg L,
500 mg L' e 5 g L' de dois detergentes diferentes. Com estas solugdes, as percentagens
de remocéo de clorotalonil (agrotéxico de contato, solubilidade de 0,81 mg L™, log Kow =
2,94) usando o detergente A (produto de limpeza multiuso com tensoativo biodegradavel)
foram 46%, 61% e 80% e para o clorpirifés (sistémico, solubilidade de 1,05 mg L', log
Kow = 4,7) foram 16%, 21% e 42%. Para o detergente B (produto com surfactante de alta
eficiéncia) a remocao apds a lavagem foi 45%, 61% e 58% para o clorotalonil e 15%, 24%
e 42% para o clorpirifds. O clorpirifés € mais lipofilico do que o clorotalonil, pois apresenta
um valor maior do Kow, dificultando assim a sua remocéao. Portanto, o clorotalonil foi
removido mais eficientemente do que clorpirifés, devido a seu menor valor de Kow e
também por ser um composto de acéo por contato, apesar do clorpirifés apresentar uma
solubilidade mais elevada. Isto indica que o carater lipofilico de agrotéxico foi mais
decisivo, mostrando a solidez da combinacdo de compostos em superficies do tomate.
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3.3. Degradacao dos agrotéxicos

Para distinguir entre a quantidade de agrotoxicos que foi degradado daquele que
permaneceu ha solucao de imersao, as quantidades adicionadas dos analitos aos frutos
(determinados em frutos sem a etapa de imerséo) foram comparadas com as quantidades
dos analitos no fruto apdés a imersdo e com as quantidades que ficaram retidas na
solucao.

Uma maior degradacéo foi alcangada quando os frutos foram imersos (30 min) nas
solu¢des mais concentradas, principalmente quando se utilizou o tratamento com ozénio
( Figura 2.4 a 2.6). O tratamento com a agua ozonizada e o borbulhamento com ozénio
em agua no maior nivel de concentragao causaram respectivamente uma degradacao de
9% e 15% da quantidade inicialmente presente do clorotalonil. Para a azoxistrobina e
difenoconazol estes tratamentos apresentaram degradagcdo média de 6 e 9%,
respectivamente.

O ozbnio é um gas fortemente oxidante e conhecido pelo seu alto poder de
desinfeccdo. Os fungicidas azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol apresentam em
suas estruturas moleculares anéis aromaticos e/ou radicais com duplas ligagdes (Figura
2.1). Desta forma, o ozénio reage com as moléculas dos agrotoxicos, interagindo com
as duplas ligagdes e cadeias aromaticas. A grande vantagem do ozbénio € que ao
reagir ou degradar essas moléculas ele ndo deixa residuos no alimento, uma vez
que o seu produto de degradacgao é o oxigénio (VON GUNTEN, 2003).

Uma das preocupagdes com a saude quanto ao uso de oxidantes para degradar
agrotoxicos € a formacao de intermediarios toxicos. Tem sido relatado que, para alguns
agrotoxicos organofosforados (ataque oxidante inicial parece estar no grupo P = S) os
produtos de degradacao por oxidantes apresentam uma maior toxicidade do que os
préprios compostos originais (WU et al., 2007).

Em contrapartida, a eficacia de varios tratamentos, incluindo a ozonizagao, sobre
a degradacdo de mancozeb e seu metabolito etilenotiouréia (ETU) em macas foi
determinada por Hwang et al., (2002). Os residuos de Mancozeb foram reduzidos de 56-
97% com o tratamento ozdnio (1-10 mg L*'). Também foi relatado que o ETU, um

composto relacionado ao surgimento de cancer na tireoide, além da suspeita de causar
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mutacdes e terem efeitos teratogénicos (LEMES, 2003) foi completamente removido

usando 1 e 3 mg L' de ozénio.

3.4. Avaliacao da qualidade dos tomates

Amostras controle (sem tratamento) e as amostras pulverizadas com agrotoxicos
e submetidas aos tratamentos com ozbnio e solugbes de detergentes foram
armazenadas em B.O.D. a 23 + 1 °C. Periodicamente, no 12, 5% 92 ¢ 139 dia foram
avaliados os parametros de qualidade: teores de solidos soluveis (°Brix), acidez
titulavel (AT), pH, perda de massa (PM), intensidade da cor (croma) e diferenca
total de cor (AE) e acido ascoérbico. Na Tabela 2.1 esta descrita as médias das quatro
avaliagdes dos parametros de qualidade submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
Teste de Dunnett para comparar os diferentes tratamentos com o controle.

Diante dos resultados deste estudo pode-se observar que os tratamentos com
detergente (0,25% e 1%) nao diferiram significativamente da amostra controle, exceto
na intensidade de cor.

Observou-se um aumento na perda de massa nos frutos de pimentao (tratados e
controle) durante o periodo de armazenamento, porém, com diferentes intensidades. Os
tratamentos com o0z6nio na concentragdo de 1 mg L' proporcionaram um efeito
significativo de forma positiva nos tomates, visto que a perda de massa foi
aproximadamente a metade quando comparada com os outros tratamentos e amostra
controle. A perda de massa € decorrente dos processos transpiratérios e respiratérios e
pode levar ao murchamento e perda da qualidade dos frutos, diminuindo a sua
aceitabilidade comercial (CHITARRA & CHITARRA, 2005).

A acidez titulavel dos frutos foi alterada de forma significativa quando se utilizou o
tratamento com agua borbulhada 3 mg L-'. Esse acréscimo de acidez nos frutos pode ter
sido causado pelas condi¢gdes gasosas (elevagdo de CO2 e redugdo da concentragao
de O2) durante o periodo de armazenamento, podendo estes afetar o sistema de enzima
glicolitica, resultando numa acumulagao de acidos (DE SOUZA et al., 1999).

Todos os tratamentos aplicados diferiram de forma significativa (P <0,05) das
amostras controle em relacdo ao croma durante o periodo de armazenamento. O
parametro de cromaticidade (croma) representa a intensidade de cor ou saturagao.
Assim, quanto maior a croma, mais saturado e mais intensa sera a cor (BORGUINI &
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SILVA, 2005). Estes resultados sdo condizentes com Heleno et al.,, (2014) que
observaram uma diferenga significativa deste parametro em amostras de morangos
tratadas com ozdnio, onde ocorreu uma reducao da cor vermelha dos frutos.

O acido ascorbico € um dos mais importantes parametros de valor nutricional das
frutas e legumes (TIGIST et al, 2013). Neste estudo ndo foi observado diferenca
significativa dos seus teores em amostras tratadas e ndo tratadas de tomate. Zhang et
al., (2005) também néo observaram um efeito significativo entre o conteudo de vitamina

C em amostras de aipo tratadas e nao tratadas com agua ozonizada.
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Tabela 2.1. Valores médios dos parametros de qualidade dos tomates armazenados em B.0O.D. a 23 °C % 1 - acidez titulavel
(g de acido citrico/100 g de polpa), solido soluveis (°Brix), croma, % perda de massa, pH, variagado da cor e Vitamina C (mL

de acido ascérbico /100 g de polpa).

Analises de qualidade

Tratamentos Acidez Brix Croma d Perda pH Variacao Vitamina C
e massa da cor

Controle 0,35+ 0,06 4,81*012 20,72%+0,13 5,77 £ 0,66 4,5+ 0,02 4,28%+0,58 35,22 0,28
Sol. detergente 0,25% 0,34+0,07 4,62+ 0,14 2217+0,11* 437+ 0,54 4,48+ 0,17 530+042 33,17+0,25
Sol. detergente 1% 0,35+0,13 4,73+0,11 2218+0,10* 549+0,35 447+ 0,24 458 +0,55 33,30+0,15
Agua ozonizada 1 mg L™ 0,33+0,08 4,48+0,16 22,61+0,14* 2,75+ 0,59* 455+ 0,16 7,54 +0,88* 32,06+ 0,28
Agua ozonizada 3 mg L™ 0,36+ 0,10 4,70+0,17 21,70+0,11* 6,32+ 0,58 4,50+ 0,04 4,14+0,40 31,51+0,34
Agua borbulhada 1 mg L™ 0,34 +0,08 4,35+0,13 23,52+0,09* 2,72+ 0,66* 4,57+ 0,03 6,32+0,71 30,51+0,29

0,42+ 0,03 4,31+0,16 22,61+0,14* 536+ 0,60 4,37+ 0,04 492+0,61 28,10+0,25

Agua borbulhada 3 mg L™’

* Valores destacados em uma mesma coluna diferem significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p < 0.05). Valores médios
(n=3) das caracteristicas qualitativas dos tomates ao longo do armazenamento (12, 5% 99 e 13¢ dia) + coeficiente de variagéo.
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4.0. CONCLUSAO

Os tratamentos com detergente e oz6nio foram eficientes na remog¢do dos
residuos dos fungicidas em tomates, sendo a porcentagem de remogao proporcional
a concentracdo da solucdo utilizada. O tratamento de hortalicas com o0z6nio
demostrou ser uma alternativa promissora na remogéo de agrotdxicos. Aliado a isso,
0 ozbnio tem a vantagem de ser um forte agente antimicrobiano e oxidante sem deixar
residuos prejudiciais a saude quando é utilizado de forma adequada.

Desse modo, a agua borbulhada com oz6nio 3 mg L' foi o tratamento mais
eficiente para remocdo dos compostos, obtendo uma redugdo de 70% da
azoxistrobina, 77% do difenoconazol e 90% dos residuos de clorotalonil.

O parametro de qualidade que mais foi afetado de forma negativa foi o croma.
O uso de agua ozonizada e borbulhada 1 mg L-1 proporcionou um efeito benéfico aos
frutos, uma vez que reduziu a perda de massa durante o periodo de armazenamento.
A aplicagcédo do ozdnio durante o processamento e/ou estocagem aumenta a vida de
prateleira dos produtos, porém é importante considerar a concentragao aplicada, pois

se esta for elevada pode causar danos nos frutos.
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Capitulo 3

Estratégias para remocgao de residuos de agrotéxicos em pimentoes e

avaliagao da qualidade

1.0. INTRODUGCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L.) se destaca por ser uma das hortaligas de
maior importancia econdmica e social no Brasil em razao de sua forte participagao na
culinaria doméstica e empresarial (HENZ et al., 2007). O pimentdo € rico em vitamina
C. Quando maduro é excelente fonte de vitamina A, além de ser fonte de calcio,
fésforo, ferro, vitaminas do complexo B e carotenoides (REIFSCHINEIDER, 2000).
Entretanto, a cultura do pimentao é frequentemente atacada por inumeras pragas e
doencgas, fazendo com que grandes quantidades de agrotéxicos sejam empregadas
para minimizar estes problemas (MOURA et al., 2016).

Apesar das restrigdes e regulamentagdes, formulagbes quimicas contendo
principios ativos sistémicos e de contato destinados a outras culturas tém sido
aplicados indevidamente em plantas de pimentdo. Além disso, para o controle de
pragas em periodos mais curtos, os agricultores tém aplicado doses mais altas do que
as recomendadas pelos 6rgaos de segurancga, aliado ao desrespeito dos periodos de
caréncia (Dossié Abrasco, 2012). Assim, nos ultimos anos, o pimentdo vem sendo
considerado o grande vildo da olericultura brasileira. Esse problema teve inicio em
2008 com a divulgacdo do relatério do Programa de Analise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa, contendo os resultados da
contaminagao quimica de alimentos, no qual o pimentao foi o primeiro colocado da
lista, com 64,36% de amostras insatisfatérias. Nos anos seguintes, o percentual
aumentou, alcangcando, em 2010, o pico de 91,8% (JARDIM et al., 2012).

Diante deste cenario, existe grande chance de que alimentos contaminados
cheguem a mesa do consumidor com niveis superiores aos considerados seguros a
saude humana. Para controlar os niveis de residuos de agrotoxicos, 6rgdos nacionais
e internacionais estabelecem os limites maximos de residuos (LMR) permitidos para
diversos tipos de alimentos (JARDIM et al.,, 2009; CHEN et al., 2011). Assim, as
pessoas que comerem pequenas quantidades destes produtos quimicos em sua dieta
nao estarao em risco, desde que a ingestao esteja abaixo dos limites de seguranca

(SHEIKH et al., 2012).
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Existe uma evidéncia crescente na ligagdo da exposi¢ao de agrotéxicos com a
incidéncia de doencgas crénicas em humanos, incluindo o cancer, Parkinson,
Alzheimer, esclerose multipla, diabetes, envelhecimento, doengas cardiovasculares e
doenca renal cronica (MOSTAFALOU & ABDOLLAHI, 2013)

De encontro a essa situagado, o manejo integrado de pragas (MIP) parece ser
uma boa alternativa, uma vez que busca produzir com qualidade, utilizando métodos
alternativos na tentativa de reduzir o uso de agrotdxicos, visando assim a preservagao
da saude da populagéo e a sustentabilidade do sistema (ZAMBOLIM, 2002).

Além da priorizagdo de métodos ecologicamente mais seguros na agricultura,
com menores efeitos colaterais no meio ambiente e na saude publica, medidas
eficazes para remogdo dos residuos de agrotoxicos dos alimentos devem ser
implementadas a fim de minimizar a contaminagdo (KEIKOTLHAILE, SPANOGHE &
STEURBAU, 2010).

Técnicas de processamento de alimentos, tais como lavagem, descascamento,
moagem, cozimento, secagem, fermentacgao, infusdo e oxidagao quimica levam a uma
reducao significativa dos residuos de agrotéxicos. Além disso, a associacéo desses
processos tem um efeito cumulativo podendo levar a uma maior reducao desses
residuos (GEISMAN et al., 1975).

Muitos tipos de residuos quimicos de agrotoxicos podem ser degradados
durante o tratamento por calor, vapor, luz, e em condi¢des acida ou alcalina (KARACA
& VELIOGLU, 2007). As alteragdes nos atributos sensoriais ou fisico-quimicos apos
diversificados tratamentos vao depender principalmente da composi¢dao quimica do
alimento, do tipo de molécula do agrotoxico e das condi¢des do tratamento (BAJWA
& SANDHU, 2014).

Assim, existe uma necessidade crescente de informacgdes sobre os efeitos de
varios processos sobre o destino de residuos de agrotoxicos nos alimentos. Neste
contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes tratamentos
utilizando solugdes neutras, acidas, alcalinas e oxidantes na remogéao dos residuos de
azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol em pimentdes. A qualidade dos pimentdes
apos tratamento com as diferentes solugdes teve suas caracteristicas fisico-quimicas

avaliadas ao longo de 13 dias de armazenamento.
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2.0. MATERIAL E METODOS
2.1. Reagentes

Solugdes-padrao estoque de azoxistrobina (99,9% m/m), clorotalonil (99,3%
m/m) e difenoconazol (97,0% m/m) adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha) foram preparadas em acetonitrila na concentragdo de 1000,00 mg L' e
armazenadas em freezer a temperatura de - 20 °C. A partir da diluicdo da solugao
estoque foi preparada no mesmo solvente uma solugao de trabalho contendo os trés
agrotoxicos. As concentragdes dos principios ativos nesta solugao foram de 10,00 mg
L' para clorotalonil; 20,00 mg L' para azoxistrobina e 50,00 mg L' para o
difenoconazol. Uma solugéo de bifentrina (92,2% m/m) da FMC (Brasil) a 50,00 mg L-
' utilizada como padréo interno foi preparada em acetonitrila.

A pulverizagao dos pimentdes foi realizada com uma solugéo aquosa contendo
os produtos comerciais Amistar WG® (500 g/kg de azoxistrobina), Bravonil 500® (500
g/L de clorotalonil) e Score® (250 g/L de difenoconazol), produzidos pela Syngenta
(Sao Paulo, Brasil) na dose recomendada pelo fabricante.

Os seguintes reagentes foram utilizados no experimento: acido acético (99,7%
v/v, Isofar, Brasil), bicarbonato de sodio (100,0% m/v, Farmax, Brasil), hipoclorito de
sédio (4-6% viv, Vetec, Brasil), amido solavel (99,6% v/v, Exodo Cientifica, Brasil),
acido sulfurico (96,0% v/v, Vetec, Brasil), fenolftaleina (> 99% v/v, Merck, Alemanha),
iodeto de potassio (99,0% v/v, Vetec, Brasil) e hidroxido de sédio (99,0% v/v, Vetec,
Brasil), tiossulfato de sodio (99,0% v/v, ltalia) e detergente liquido (tensoativo
aniénico) tendo como principio ativo o linear alquil benzeno sulfonato de sodio (S&o

Paulo, Brasil).

2.2. Plantio e aplicagao dos fungicidas nos pimentoes

Pimentbes da variedade Magali foram cultivados no Campo Experimental do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), MG, Brasil. O
experimento de campo foi conduzido em dois periodos: fevereiro a maio 2014 e
janeiro a abril de 2015. Apds o crescimento e maturagao dos pimentdes (+ 500 frutos)
preparou-se 1,0 L de solugdo aquosa dos produtos comerciais: Amistar WG, Bravonil
500 e Score contendo os principios ativos azoxistrobina (0,16 g L"), clorotalonil (4,0
mL L") e o difenoconazol (0,30 mL L"), que foram pulverizados nas plantas na

concentracao recomendada pelo fabricante Syngenta.
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Dezoito horas apds a aplicacdo do produto comercial, os frutos no estadio de
maturacdo verde foram colhidos, acondicionados em sacos de polietileno,
identificados e transportados imediatamente para o Laboratorio de Quimica Analitica
(LAQUA) da UFV para serem submetidos aos diferentes tratamentos e analise de
qualidade. Algumas dessas amostras foram submetidas a ESL/PBT, e os extratos
analisados por GC/ECD para determinar a concentragao dos fungicidas nos frutos
antes dos diferentes tratamentos (controle). E importante lembrar que antes da
aplicagcédo do produto quimico foram recolhidas algumas amostras de frutos isentos

dos principios ativos que foram utilizados como testemunha (branco).

2.3. Estratégias para remocao de residuos de agrotoxicos

Varios tratamentos foram aplicados nas amostras de pimentao pulverizados
com os fungicidas, afim de avaliar a eficiéncia na remocado dos residuos de
azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol nos frutos. Inicialmente as hortalicas foram
separadas em quatro grupos: pimentdes isentos de agrotéxicos (branco); pimentdes
pulverizados com agrotoxicos (controle), pimentdes pulverizados e submetidos aos
diferentes tratamentos de lavagem (grupo 3) e pimentdes pulverizados submetidos
aos tratamentos com ozb6nio (grupo 4). Na figura 3.1 esta descrito os principais
procedimentos utilizados neste estudo, com as respectivas concentracbes das

solucdes utilizadas.

Pimentdes
Solugdes / (12frutos)\
I de lavagem “ _ Oz6nio
Agua  Acido Bicarbonato Hipoclorito petergente  Agua borbulhada Agua Controle
destilada acético de sédio  de sddio 1 com O,  ozonizada
sBan el an N S
0,15% 1,5% 1,5% 5% 0,04% 1% 0,25% 1% 1mgL' 3mglL!

Figura 3.1. Diferentes tratamentos utilizados na remocé&o de residuos de agrotoxicos

em pimentoes.
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Para cada tratamento de lavagem (grupo 3) realizado em ftriplicata, trés lotes
de 12 unidades de pimentdo pulverizados com os agrotdéxicos em estudo foram
imersos separadamente, por 30 min em 4,0 L de agua destilada pura ou de diferentes
solugbes aquosas (acido aceético, bicarbonato de sdédio, hipoclorito de sodio e
detergente) em dois niveis de concentracgdes distintas (Figura 3.1).

Para o tratamento com ozénio também foram utilizados 12 frutos em cada
procedimento (grupo 4) e os experimentos foram realizados em triplicatas

O ozobnio foi obtido de um gerador de ozbénio desenvolvido pela empresa
Ozone & Life (Sao José dos Campos, Brasil). Para a geracdao do ozbnio
utilizou-se como insumo o gas oxigénio (Linde Gases, Canoas, Brasil, 99,5% de
pureza). O método iodométrico foi utilizado para quantificar a concentragédo do

gas ozbénio (APHA et al., 2005). Nesse método o ozbnio é borbulhado numa
solucéao acidificada (2,5 mL de H,SO4 0,5 mol L'1) de KI 20 g L' A quantidade de
iodo formado é titulada com solugcéo padronizada de Na,S;03 a 5,00 10‘3 mol L

", usando suspensao de amido (5 g L'1) como indicador. A saturagdo do ozénio em
cada solucao foi determinada medindo a concentracdo de ozbnio em intervalos
regulares, até que se mantivesse constante.

No tratamento utilizando agua borbulhada com ozbénio (Figura 3.2), as
amostras de piment&do contaminadas (12 frutos) com o fungicida foram imersas
em 7,0 L de agua destilada, mantida a 10 °C em um recipiente cilindrico de PVC

(altura igual a 65 cm e diametro igual a 20 cm). O ozénio foi borbulhado na agua,
nas concentragdes de 1 e 3 mg L'1, através de um dispersor em espiral, localizado

na parte inferior do recipiente, com fluxo continuo de 2,00 L min'1 durante 30
min.

A medida que o ozbnio percorria o dispersor, o gas era expelido através
dos furos presentes em toda extensédo da espiral, fazendo com que a agua contida
no interior do recipiente fosse borbulhada uniformemente e a concentragdo do
ozonio dissolvido permanecesse constante. Apds a saturacdo da agua pelo ozénio,
os frutos ficaram imersos durante 30 min. A concentragéo de saturagdo da agua foi
de 0,1 e 0,8 mg L' para as concentragbes borbulhadas de 1 e 3 mg L,

respectivamente.
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Figura 3.2. Esquema do borbulhamento de ozdnio em pimentdes

Fonte: adaptado de Heleno et al., 2013.

No segundo tratamento com ozoOnio, afim de promover a ozonizagao e
saturacdo da agua destilada a ser utilizada no procedimento, utilizou-se 9,0 L de
agua destilada pura divididos em dois recipientes de PVC: um tanque de
borbulhamento (2,0 L) e um tanque de lavagem dos frutos (7,0 L). Através de um
cilindro poroso (difusor de bolhas para melhorar a transferéncia de massa da fase

gasosa para fase liquida) posicionado na parte inferior do tanque de
borbulhamento, o ozdnio foi injetado na agua, nas concentracdes de 1 e 3 mg L

1, com fluxo continuo de 2,00 L min .

A medida que o ozdnio percorria o cilindro, o gas era injetado na agua
contida no interior do recipiente garantindo uma maior uniformizagdo da ozonizagao
da agua, de modo que a concentracdo do ozénio dissolvido permanecesse
constante. Durante o processo de saturagao da agua pelo ozdnio, a agua ozonizada
era continuamente bombeada para o tanque de lavagem. A concentragao de
saturagdo da agua foi 0,08 e 0,7 mg L' para as concentragdes borbulhadas de 1 e 3
mg L', respectivamente. Apods a saturagdo da agua do sistema, amostras de
pimentdo (12 frutos) contaminadas com os fungicidas em estudo foram
acondicionadas no tanque de lavagem. A lavagem dos frutos com recirculagao de
agua ocorreu durante 30 min. A temperatura do tratamento com agua borbulhada e

agua ozonizada com oz6nio foram mantidas a 10 °C ao longo do experimento. Todos
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os procedimentos foram realizados em triplicata.

ApoOs a aplicagdo dos diferentes tratamentos, os frutos foram secos em
ambiente ventilado por 1 h. Amostras controle (contaminadas com os agrotoxicos e
sem tratamento) e as amostras tratadas foram pesadas em balanga analitica
(Sartorius, Alemanha), trituradas em mixer (Walita, S&do Paulo, Brasil) até total
homogeneizagao, armazenadas em potes de plasticos, no freezer (Cénsul, modelo
280, Sao Paulo, Brasil) a -20 °C e submetidas a extrag&o solido-liquido com particao
em baixa temperatura (ESL/PBT). Ao final de cada ensaio, as amostras de agua ou
das solug¢des em que os frutos contaminados foram imersos (30 min) foram recolhidas
e submetidas ao método extragao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ELL/PBT). Todos os procedimentos de extragdo (de pimentdes e de solugdes
aquosas) foram realizados em ftriplicata. Os extratos obtidos foram analisados por

cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (CG/DCE).

2.4. Extragao e analise cromatografica

Os residuos de azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol foram extraidos
das amostras de pimentao pelo método descrito por LIBARDI et al., (2016), com
algumas modificagcées. Neste método 4,0000 g de amostras de pimentdo foram
submetidas a extracdo sodlido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ESL/PBT) com 4,0 mL de acetonitrila (solvente extrator). A mistura foi agitada por
10 min em mesa agitadora (Tecnal TE 420, Brasil), a 25 °C e 200 rpm, seguida
de centrifugacédo (FANEM — modelo 206 MP) por 3 min a 560 g e deixadas em freezer
a aproximadamente -20 °C por 6 h para separacao das fases. Do sobrenadante,
uma aliquota de 1,8 mL do extrato foi transferida para um vial contendo 0,100 mg L
de bifentrina usada como padréao interno.

Para extracdo dos agrotdoxicos em agua ou solucbes de lavagem, foi
empregada a técnica ELL/PBT modificada. Nesta técnica volume de 4,00 mL de
amostra é agitado com 4,00 mL de acetonitrila em mesa agitadora por 15 min a 175
rpm. Posteriormente a solugao é levada ao freezer (-20 °C) por 2 h para a separagao
de fases aquosa e organica. Em seguida, 1,80 mL de fase orgénica (sobrenadante)
contendo os analitos foram transferidos para um vial contendo o padréo interno e
analisado por CG-DCE (GOULART et al., 2010).

Os residuos dos agrotéxicos foram detectados e quantificados utilizando um

cromatodgrafo a gas (modelo GC-2014, Shimadzu, Japao) equipado com detector
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por captura de elétrons (DCE), e auto injetor AOC-20i. A separagao
cromatografica dos analitos foi conduzida em coluna capilar HP-5 (Agilent
Technologies, EUA), com fase estacionaria composta de 5% de fenil e 95% de
dimetilssiloxano (30 m x 0,25 mm, 0,1 ym de espessura de filme), usando

nitrogénio (Air Products, Brasil, 99,999% de pureza) como gas de arraste na vazao

de 1,2 mL min"". Para determinacdo dos compostos apds extragdo por
ESL/PBT e ELL/PBT, a temperatura do injetor e do detector foram mantidas em 280
°C e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi 150 °C (1 min) com
rampa de aquecimento de 40 °C min-! até atingir 290 °C min-', sendo esta temperatura
mantida por 4,5 min. As inje¢des foram feitas com divisdo de fluxo (split) de 1:5, o
volume injetado foi de 1,0 yL e o tempo total de analise foi de 9,5 min. As corridas
foram gerenciadas pelo software GCsolution (Shimadzu, Japao). Os compostos foram
identificados por comparacado do tempo de retengcao do pico presente nos extratos
das amostras com o tempo de retencado dos padrbes e quantificado pelo método de

superposi¢ao de matriz.

2.5. Validagao dos métodos

Parametros analiticos dos meétodos, incluindo seletividade, limite de
detecgao (LD), limite de quantificagao (LQ), linearidade, precisao (repetibilidade e
precisao intermediaria), exatidao/ recuperagdo foram avaliados de acordo com as
recomendagdes da Conferéncia Internacional sobre Harmonizagdo (ICH) e outras
publicag¢des (Anvisa, 2003; Sanco, 2009).

Os LD e LQ para os métodos propostos para as amostras de agua e tomate
foram determinados considerando o valor de trés e dez vezes a area do sinal da linha
de base (ruido), respectivamente. A linearidade foi estudada usando o método de
superposi¢cao de matriz com solugdes preparadas pela fortificagdo da agua ou do
pimentdo em nove niveis de concentragao dos analitos, que variaram entre 1 x LQ e
150 x LQ. Apds a analise cromatografica dos extratos foram construidas curvas
analiticas, relacionando a razao entre as areas dos analitos e do padrao interno com
as concentracbes mencionadas. A linearidade foi avaliada pelos coeficientes de
determinagdo (R?) obtidos pela regressdo linear e pelos residuos das curvas
analiticas. A precisdao foi avaliada em termos de repetitividade e precisdo
intermediaria. A precisao intermediaria foi avaliada pelo mesmo analista, utilizando o

mesmo instrumento e em diferentes dias (dia 1, dia 3 e dia 5).
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A repetitividade e exatiddo foram determinadas a partir de ensaios de
recuperagcao em que quantidades conhecidas de analito foram adicionadas a amostra
em seis replicatas de trés niveis de concentragdes diferentes. Os resultados foram

expressos em porcentagem de recuperagao.

2.6. Efeito dos tratamentos na qualidade dos pimentoes

Amostras controle e amostras que passaram por diferentes tratamentos foram
armazenadas em B.O.D. (Lucadema, Brasil), a 23 = 1 °C por 13 dias.
Periodicamente, no 19 5% 92 e 132 dia, foram avaliados os parametros de
qualidade: teores de sélidos soluveis - °Brix (SS), acidez titulavel (AT), pH, perda
de massa, acido ascorbico (vitamina C), intensidade da cor (croma) e diferenca
total de cor (AE). Os teores de SS, AT, pH, perda de massa e vitamina C foram
determinados de acordo com os métodos recomendados pelo Instituto Adolfo Lutz
(2005). No capitulo 1 as analises de qualidade estdo descritas com maiores detalhes.

A acidez titulavel nos pimentdes foi determinada por titulagcdo de 50 mL de suco

do fruto para pH 8,2 usando solugao padronizada de NaOH 0,1 mol L™ e expressa
como porcentagem de acido citrico. A medida de pH foi feita por imersao direta do
eletrodo na amostra de pimentdo preparada para determinagcdo da acidez em um
medidor digital de pH (Homis MPA 210, Brasil).

A perda de massa foi acompanhada através da pesagem dos pimentdes em
uma balanca analitica (Sartorius, Alemanha) com resolucao de 0,1 mg. Os teores
de SS foram determinados com um refratdmetro digital modelo PAL-1 Atago (Téquio,
Japao).

O teor de acido ascoérbico dos frutos baseia-se na oxidacdo do acido
ascorbico pelo iodato de potassio durante processo de titulacéo até o aparecimento
da coloracdo azulada. Os resultados foram expressos em miligramas de acido
ascorbico por 100 g de amostra.

A avaliagao da cor dos frutos foi realizada com o auxilio de um colorimetro
Minolta (Ramsey, EUA) modelo CR 400 (iluminante C e angulo 10°) pelo
sistema CIE (Commission Internationale de [I’Eclairage), com leitura direta de

%9

reflectédncia das coordenadas “L*” (luminosidade), “a*” (de verde a vermelho) e “b*”
(de azul a amarelo). Com os valores dessas coordenadas foi possivel

calcular parametros relacionados a saturagdo da cor, croma (Equagédo 3.1) e
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a diferenca total de cor, AE (Equacéao 3.2) (Meir et al., 1992; Macdougall, 2002).

. 2
Croma = (a*2+ b) (Equacéo 3.1)

AE = J (L) +(Aa’) +(Ab') (Equagio 3.2)

2.7.Andlise estatistica

A eficiéncia dos diferentes tratamentos foi comparada pelos testes t-Student
unicaudal (95% de confianga), apdés comparacéo das estimativas do desvio-padrao
pelo teste F-Snedecor. A comparacao entre si desses tratamentos foi realizada com
analises de variancia (ANOVA), com teste post-hoc de Tukey usando o software
Statistica 12.0 (StatSoft Corp., Tulsa, EUA). Um valor de p inferior a 0,05 foi
considerado significativo.Para comparar a alteragcao dos frutos de pimentao apés os

tratamentos com os frutos controle foi utilizado o teste de Dunnett.
3.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Validagao dos métodos analiticos
A seletividade dos métodos (ESL/PBT e ELL/PBT) foi avaliada pela
comparagao dos cromatogramas dos extratos da matriz agua e pimentéo isenta de
agrotoxicos, com cromatogramas das matrizes fortificadas com os principios ativos
em estudo. A analise das amostras em branco nado apresentaram interferentes no
tempo de retencdo dos compostos estudados, comprovando boa seletividade dos

meétodos (Figura 3.1 e 3.2).
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Figura 3.1. Cromatograma do extrato obtido da matriz agua isenta de agrotéxicos (---) e do
-1
extrato da matriz agua (---) contendo os agrotdxicos clorotalonila 0,1 mg L (tg =3,8 min);
-1 -1
bifentrina (padrao interno )a 0,1 mg L (tg = 5,8 min), difenoconazola 0,4 mgL (tx =8,3

-1
min) e azoxistrobina a 0,4 mg L (tg = 8,7 min). As amostras foram submetidas ao método
ELL-PBT utilizando acetonitrila como solvente extrator e analisadas por CG-DCE.
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Figura 3.2. Cromatograma do extrato obtido da matriz pimentao isenta de agrotéxicos (---) e
do extrato da matriz pimentdo (---) contendo os agrotOX|cos clorotalonil a 0,1 mg L (tr
=3,8 min); bifentrina (padrao interno ) a 0,1 mg L (tzg = 5,8 min), difenoconazol a 0,4 mg L-1
(tg = 8,3 min) e azoxistrobina a 0,4 mg L-1 (tg = 8,7 min). As amostras foram submetidas ao
método ELL-PBT utilizando acetonitrila como solvente extrator e analisadas por CG-DCE.

Para avaliar a linearidade dos métodos, foi obtida a equacdo da curva
analitica por meio de regressao linear. Observando os resultados nota-se que todas
as curvas analiticas apresentaram boa linearidade do método na faixa de
concentragdo estudada, pois apresentaram coeficientes de determinagdo (R?)
superiores a 0,99. Entretanto, apenas o coeficiente de determinacéo nao é suficiente
para garantir a adequacao do ajuste linear a curva analitica, dessa forma a linearidade

dos métodos foi também avaliada através do gréafico de residuos.
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No Apéndice D é apresenta os graficos de residuos da regressao linear obtidos
para as substancias estudadas. Os residuos apresentaram distribuicdo uniforme,
onde nao foram observados valores discrepantes em nenhuma situacao apresentada,
0 que € um indicativo que o ajuste de modelo pode ser aplicado para todos os
compostos em estudo, indicando um comportamento homocedastico.

Os limites de deteccao variaram de 0,7 a 4,2 para ELL/PBT de agrotdxicos
em agua e de 1,1 a 3,5 ug kg para a ESL/PBT de agrotoxicos em pimentdo. Os
coeficientes de variacdo para os ensaios de precisdo intermediaria e repetitividade
foram menores que 11%. A taxa de recuperacéo obtida para os métodos ELL-PBT e
ESL-PBT apresentaram valores de recuperacao (82% a 110%) e CV (£10%) estando
dentro da faixa recomendada pelos 6rgaos reguladores. Para a analise dos residuos
de agrotéxicos, o procedimento analitico, devera ser capaz de recuperar, em cada
nivel de fortificacao, 70% -120%, em média, com uma preciséo de CV <20% (ICH,
2005).
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Tabela 3.1. Figuras de mérito para os métodos ELL/PBT e ESL/PBT. Recuperagao (n=6) e precisao (repetitividade, n=6; e preciséo

intermediaria, n=18) para os agrotéxicos extraidos de amostras de agua e pimentao e analise por CG/DCE.

Intra-
- Faixa linear/ . dpri(ug LD°/(ug LQF/ NFe / h 1o . . Inter-dia
Compostos 2 AN (ug kg ) kg') k') (ugkg") (mgLr) N FPFI% dRBEV ey,
As B

azoxistrobina  0,0135 0,1091 8,0-1200 0,9921 0,4907 2,4 7,99 7,99 90,90 + 0,01 7,23 7,70
19,97 109,81+0,02 3,03 6,33
39,95 103,83+0,056 7,19 6,98
Agua clorotalonil 0,1043 0,1798 2,3-350 0,9929 1,0548 0,7 2,33 2,33 93,34 + 0,01 7,23 8,78
(ELL/PBT)* 5,83 89,34 + 0,03 5,74 6,58
11,65 98,55+0,04 3,67 3,90
difenoconazol 0,0092 0,0212 14,0-2100 0,9913 0,6205 4,2 13,98 13,98 94,90+0,02 3,67 5,94
34,95 90,09+0,02 7,29 6,55
6,99 103,84+0,04 3,03 7,22
azoxistrobina  0,0275 1,2181 8,86 -1298,7 0,9948 0,8797 2,6 8,86 8,86 91,72 + 0,01 7,43 7,80

22,11 108,87 +0,16 9,36 11,39
4430 98,19+ 0,11 5,27 5,38

Pimentio clorotalonil ~ 0,0499 1,1875 3,67 - 549,45 0,9920 0,8415 1,1 3,67 3,67 82,37 +0,09 8,34 11,31
(ESL/PBT)" 9,17 108,34 +0,11 5,32 6,03
18,35 93,75+0,02 5,50 5,67

difenoconazol 0,0137 2,0311 11,65-1747,5 0,9909 0,7820 3,5 11,65 11,65 91,94+0,02 6,40 8,80
29,13 107,01 +£0,07 4,42 9,01

58,25 99,93+0,01 2,52 8,03

2Inclinagéo (S); PIntercepto (B); °Coeficiente de determinago; ¢ Desvio padrao dos residuos; Limite de detecgao; fLimite de quantificagao;

9Nivel de Fortificacao;

hRecuperacéo; 'Desvio padriao e iCoeficiente de variagdo. *Extracdo liquido-liquido com particido em baixa
temperatura (ELL/PBT) e extragao sélido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL/PBT
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3.2. Efeito de diferentes tratamentos na remocgao de residuos de agrotoéxicos

Diante do cenario do grande nivel de contaminacgéo dos alimentos por residuos de
agrotoxicos, principalmente em frutos de pimentdo, este estudo apresenta varias
estratégias para remogao de contaminantes em hortalicas, podendo ser usadas tanto
em ambientes domésticos como industrial, minimizando o risco de contaminacéo,
beneficiando assim a saude humana.

Para avaliar alguns desses procedimentos, foram testadas quatro classes de
solugdes: neutra (solugcdes de detergente 0,25 e 1%); acida (acido acético a 0,15 e 5%);
alcalina (bicarbonato de sédio a 1,5% e 5%) e oxidante (hipoclorito de sodio a 0,04 e 1%,
agua borbulhada continuamente com ozo6nio e agua ozonizada 1 e 3 mg L).

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa com detector por
captura de elétrons (CG/DCE) e os dados foram submetidos a analise estatistica. As
porcentagens de remogao dos residuos de agrotoxicos nos pimentdes apos diferentes
tratamentos foi calculada em relagcdo a quantidade dos principios ativos contidos na
amostra controle (sem tratamento). Para determinar a eficiéncia das solugbes de
imersao, foi utilizada ANOVA com teste post hoc de Tukey. Os experimentos foram
realizados em triplicatas. Nas figuras 3.3 a 3.5 sdo apresentadas a porcentagem dos
residuos que ficaram retidas no fruto, na solugdo de tratamento e a porcentagem
considerada de degradacao dos analitos.

As concentracbes médias dos fungicidas encontradas nos frutos antes da
submissao aos diferentes tratamentos foram 119 ug kg ' de azoxistrobina, 177 ug kg -
" de difenoconazol e 1735 ug kg ' de clorotalonil.

A eficiéncia de remogao foi maior para o clorotalonil (29%) do que para a
azoxistrobina (23%) que, por sua vez, foi maior que a do difenoconazol (21%). Observou-
se que a concentracdo dos fungicidas nos frutos de pimentdo foram reduzidas a
medida que se aumentou a concentracao das solugdes utilizadas. A imersao dos frutos
em agua proporcionou a remogao dos trés agrotdxicos dos frutos de pimentdo. Os
diversos procedimentos utilizando imerséo dos frutos em diferentes solugdes podem
efetivamente minimizar os residuos de agrotéxicos, sendo mais eficazes do que a
lavagem com agua pura, estando assim de acordo com Zhang et al. (2007), Kin et al.
(2010) e Liang et al. (2012).
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Para a azoxistrobina as solu¢cbes de detergente 0,25% e 1%; acido acético 5%;
bicarbonato 5% e agua ozonizada e agua borbulhada 1 e 3 mg L' removeram
significativamente mais agrotoxico que a imersdo em agua pura (variando entre 37 a
67%). Entretanto, o comportamento de diferentes solugbes de lavagem e tratamentos
com ozénio foram semelhantes em relacdo a remocéao dos residuos de azoxistrobina nos

frutos de pimentdes (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Porcentagem de residuos de azoxistrobina em amostras de pimentdo apds
procedimentos de lavagem. As barras de erro indica erros padrao das medi¢des (n = 3). Letras
iguais ndo diferem entre si com teste de Tukey com post-hoc da ANOVA (p < 0,05).

Para o clorotalonil, (Figura 3.4) ha diferenga significativa positiva em utilizar os
diversos procedimentos de imersao dos frutos, do que a simples imersao em agua pura.
Quando utilizou os niveis de maior concentragdo de solugbes de detergente, acido

aceético, hipoclorito de sédio, bicarbonato de sddio, foram removidos 58%; 67%; 80% e
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81% dos residuos, respectivamente. Ja o tratamento com agua ozonizada e agua
borbulhada com ozbnio nas concentragées de 1 e 2 mg L' reduziram em média (71%;
80%; 75% e 87%) dos residuos. Dessa forma, as solugdes de hipoclorito 1%, bicarbonato
5% e os diferentes tratamentos com ozbénio foram mais eficientes na remocgédo do
clorotalonil, e ndo diferiram entre si de forma significativa de acordo com teste Tukey com
post hoc da ANOVA (Figura 3.4).

Clorotalonil e clorpirifés foram removidos eficazmente de tomates cereja quando
foram imersos em solug¢des de detergentes. A adi¢do de acido acético, ou o aumento da
temperatura de lavagem para 40 °C aumentou a porcentagem de remogdo de ambos

compostos, enquanto NaCl substancialmente reduziu a eficacia de lavagem com
detergente (WANG et al., 2013).
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Figura 3.4. Porcentagem de residuos de clorotalonii em amostras de pimentdo apos
procedimentos de lavagem. As barras de erro indica erros padrao das medigdes (n=3). ). Letras
iguais ndo diferem entre si com teste de Tukey com post-hoc da ANOVA (p < 0,05).
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Para o difenoconazol, (Figura 3.5) ndo ha diferencga significativa entre imers&o dos
frutos em agua e solugdes (acido acético 0,15% e hipoclorito 0,04%) alcangando uma
eficiéncia de remogao média igual a 21%; 25% e 35%. Os tratamentos com solucéo de
bicarbonato de sddio 5%, com agua ozonizada (1 e 3 mg L") e com agua borbulhada
com ozonio (1 e 3 mg L") ndo diferiram signicativamente, sendo responsaveis pela maior

remogao do difenoconazol 66%; 56%; 68%; 63% e 76%, respectivamente.
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Acido acetico 0,15% [
Aguaozon 1mg L' E
Agua ozon 3mg L™ F
Agua borb 1mg L™ k
Agua borb 3mg L' F

Figura 3.5. Porcentagem de residuos de difenoconazol em amostras de pimentdo apés
procedimentos de lavagem. As barras de erro indicam erros padréo das medicdes (n = 3). Letras
iguais ndo diferem entre si com teste de Tukey com post-hoc da ANOVA (p < 0,05).

Dentre as solugbes utilizadas rotineiramente em ambientes domésticos, o
bicarbonato de so6dio 5% foi mais eficiente na remogéo de difenoconazol (66%) e
clorotalonil (81%). Resultados semelhantes foram alcangados por Liang et al. (2012)

quando avaliaram a remogao dos agrotoxicos diclorvds, fenitrotion e clorpirifés em pepino.
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Os dados mostraram que a lavagem com solugéo de 5% de bicarbonato por 20 min
removeu 98,8%, 67% e 85% dos residuos dos agrotoxicos, respectivamente.

O hipoclorito de sddio 1% também teve uma boa eficiéncia na remocao dos
residuos de clorotalonil (80%) nos pimentdes. Ja a azoxistrobina (47%) foi mais removida
pela solugdo de acido acético 5%. Quando se utilizou as solugdes de detergentes (0,25%
e 1%) foi alcangada uma remogao média de 52% dos residuos de clorotalonil e 38% de
azoxistrobina e difenoconazol. N&o foi obtido um resultado tdo eficiente como esperado
(> 60%), pois acreditava-se que a solugdo de detergente iria proporcionar uma maior
solubilizagdo dos compostos, favorecendo assim uma remogao bem mais eficiente do
que a simples lavagem com agua pura. Dessa forma a adsorgdo dos compostos na
camada cerosa dos frutos, ou seja, a composi¢cédo quimica da pele dos frutos deve ter um
papel primordial nesse processo de remoc¢ao. Resultados semelhantes foram obtidos por
Sheikh et al. (2012) em que a lavagem com solugao de detergente seguida de lavagem
com agua da torneira reduziu apenas 36% do Endosulfan e 43% do Profenofés de cebolas
descascadas.

Em um estudo realizado por Randhawa et al. (2014), a redugdo maxima no
conteudo de imidacloprida em pimentdes foi observada com a lavagem dos frutos com
solucao de 9% de acido citrico (72,48%), seguido da solugdo de 9% de acido acético
(68,78%), e menor remogao foi encontrada com a mistura de acido citrico e solugéo de
acido aceético (0,75% de cada) (11,64%).

A remocgao dos residuos de agrotdxicos nos alimentos pelo processo de lavagem
depende de uma série de fatores, tais como: as propriedades quimicas do agrotoxico, a
natureza da membrana (camada cerosa), o tempo de contato do agrotéxico com os
alimentos, da localizagao fisica e da idade dos residuos, da solubilidade do agrotoxico
em agua, da temperatura da agua e do tipo de lavagem (HOLLAND et al., 1994).

Dentre todos os tratamentos utilizados neste estudo, a agua borbulhada com
ozdnio no maior nivel de concentragdo (3 mg L-') proporcionou uma melhor eficiéncia de
remogao dos trés agrotdxicos nos pimentdes. A azoxistrobina foi removida (67%); o
difenoconazol (76%) e o clorotalonil (87%). Ja os tratamentos com agua ozonizada (1 e
3 mg L") removeram em média 55% dos residuos de azoxistrobina, 62% do
difenoconazol e 75% do clorotalonil. A exemplo, Kusvuran et al. (2012) avaliaram a

remocao de residuos de clorotalonil em frutas por ozonizagdo. Nos seus estudos, a
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eficiéncia de remocao de residuos de clorotalonil com ozénio foi dependente da matriz
(liméo, laranja e toranja). O mesmo tratamento com ozénio foi removido 92% do residuo
de clorotalonil em limdo, 100% em laranja e 44% em toranja.

Assim, a ozonizagao parece ser uma alternativa segura e eficaz para remogao de
residuos de agrotoxicos. O 0zdnio apresenta um alto potencial de oxidagdo mesmo em
baixas concentragcdes, onde reage com quase todos os compostos organicos e
inorganicos, nao deixando residuos nos alimentos quando é utilizado de forma adequada,
além de ser um forte agente antimicrobiano (KIM et al., 1999).

A taxa de solubilizacdo do ozbnio depende do tamanho das bolhas do gas que
borbulham na agua, pois quanto menores as bolhas formadas, maior a superficie de
contato. O tamanho mais adequado deve variar entre 1 e 3 mm de didmetro. A taxa de
fluxo do ozdnio e o tempo de contato também afetam a transferéncia do gas para a agua
(KHADRE et al., 2001). Esta solubilidade em meio aquoso também é dependente do
conteudo de matéria organica, sendo que quanto menor a concentragdo de matéria
organica presente no meio maior sera o tempo de meia vida do ozénio em agua e
consequentemente maior eficiéncia do tratamento (GRAHAM, 1997). Um aumento na
temperatura de um meio aquoso resulta na diminuicdo da sua solubilidade e assim
reducao da eficiéncia do ozdnio. Ja uma reducao do pH proporciona uma maior eficiéncia
do 0zénio em meio aquoso (KUSCU & PAZIR, 2004).

Entre todos os procedimentos empregados para a descontaminagao dos frutos de
pimentéo, o clorotalonil por ser um composto de agao de contato foi removido com maior
eficiéncia nos frutos em relacdo a azoxistrobina e o difenoconazol que sao compostos
sistémicos. Residuos de agrotoxicos tendem a penetrar na cuticula dos vegetais. A
cuticula vegetal € um biopolimero lipofilico extracelular cobrindo superficies dos vegetais,
e pode retardar a entrada destes compostos (SCHREIBER, 2005). Esta penetragao
depende da mobilidade do soluto na cuticula, da espessura da cuticula, e o coeficiente

de particao entre o residuo depositado na superficie e a cuticula (BAUR et al., 1997).
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3.3. Degradacao dos agrotéxicos

Para distinguir entre a quantidade de agrotoxicos que foi degradada daquele que
permaneceu na solugao de imersao, as quantidades adicionadas dos analitos aos frutos
(determinados em pimentdes sem a etapa de imersdo) foram comparadas com as
quantidades dos analitos no fruto apds a imersdo e com as quantidades na solucéo.

Os agrotoxicos podem ser degradados por fotdlise, hidrélise, oxidagéo e redugéo,
metabolismo (plantas, animais ou micrébios), temperatura e pH (NPIC, 2011). Nesse
estudo, uma maior degradagao foi alcangada quando os frutos foram imersos nas
solugdes oxidantes mais concentradas, principalmente agua borbulhada com ozénio (3
mg L") e solugéo de hipoclorito de sédio 1% (Figura 3.3 a 3.5).

Dentre as substancias desinfetantes mais empregadas na industria de alimentos,
0 0zbnio possui 0 maior poder de oxidagao (2,07 mV), superando inclusive, o perdoxido
de hidrogénio (1,77 mV), o hipoclorito (1,49 mV) e o cloro (1,36 mV) (KIM et al., 1999).

Apesar da eficiéncia em alimentos (remogdo de agrotoxicos e inativagédo
microbiana), compostos clorados vém apresentando restricbes quanto a sua utilizagao,
devido a formacdo de subprodutos altamente toxicos e cancerigenos, como 0s
compostos organoclorados, trihalometanos (THMs) e acidos haloacéticos (CHIATTONE
et al., 2008). Em contrapartida, o ozénio é relativamente instavel em solugdo aquosa e
apresenta meia-vida que varia de 20 a 30 min em agua destilada a 20 °C. O unico produto
do ozbnio, quando se decompde, € 0 oxigénio, por isso, os produtos alimentares tratados
com ozoénio sao livres dos seus residuos (KIM et al., 1999).

Entretanto, uma das preocupacdes com a saude em relacdo ao uso de oxidantes
para degradar agrotoxicos é a formacéao de intermediarios toxicos. Agrotoxicos da classe
dos organofosforados que contém ligacbes P = S podem ser oxidado a analogos
oxigenados, que sdo mais toxicos que o composto original. O inseticida organofosforado
parationa, por exemplo, sofre biotransformacédo quando absorvido, formando metabdlito
ativo (denominado paraoxona) por meio da oxidacao das ligagdes tiofosfato (P=S) a
ortofosfato (P=0). Sob essa forma, os organofosforados aumentam e prolongam os

efeitos de inibicdo da enzima acetilcolinesterase do principio ativo (BRASIL, 2012).
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3.4. Efeito dos tratamentos na qualidade dos pimentoes

Consumidores cada vez mais conscientes estado exigindo produtos mais seguros
e com menor impacto ao meio ambiente e a saide humana (BEIRAO-DA-COSTA et al.,
2014). Neste contexto, além de avaliar a eficiéncia de remog¢ao de agrotdxicos nos
alimentos, € também necessario avaliar a qualidade dos produtos apds os tratamentos.

Amostras de piment&o (controle e tratadas) foram armazenadas em B.O.D. a
23 £ 1 °C por 13 dias e os seguintes atributos fisico-quimicos foram avaliados: teores
de soélidos soluveis, acidez titulavel, pH, perda de massa, intensidade da cor
(croma) e diferencga total de cor (AE) e acido ascorbico. Na Tabela 3.2 esta descrita as
médias dos quatro tempos (12, 52; 99 e 132 dia) de avaliagdo dos parametros de qualidade
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e Teste de Dunnett para comparar os
diferentes tratamentos com o controle.

A acidez dos frutos de pimentéo foi alterada significativamente em relagcao a
amostra controle quando estes foram imersos nas solugdes de acido acético 0,15% e 5%.
Esse resultado mostra o aumento da preservacdo da qualidade do fruto tratado
principalmente com acido acético 0,15%, pois nao foi observada alteragdes significativas
dos outros parametros durante o periodo de armazenamento de 13 dias.

A variagao total de cor variou significativamente (p < 0,05) entre os frutos de
pimentdo tratados com solugdo ozonizada 1 e 3 mg L', agua borbulhada 3 mg L,
bicarbonato 5%, hipoclorito 5% e os frutos do controle (Tabela 3.2). Esses
resultados indicam que o ozbnio afetou este parametro de qualidade, pois durante
o periodo de armazenamento, a coloragdo dos pimentdes passou da cor verde escura
para verde clara, sendo constatados em alguns frutos coloragdo avermelhada. Varios
estudos tém relatado que os pigmentos de plantas foram branqueados depois do
tratamento com ozénio (LIEW & PRANGE, 1994; BADANI et al., 1996).

Outra variavel relacionada com a cor € a saturagdo (croma), que esta
relacionada com a variacdo da intensidade da cor durante o armazenamento. Os
resultados da saturagdo de cor mostram que esse parametro foi afetado
significativamente (p < 0,05) quando se utilizou agua ozonizada 3 mg L' e hipoclorito
0,04% fungao do tratamento com ozénio pela redugao. Os efeitos do 0zbnio sobre a

fisiologia e qualidade de frutas e hortalicas varia de acordo com a composi¢éo quimica
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dos alimentos, dose de oz6nio utilizada, o tipo e tempo de aplicagdo (KARACA &
VELIOGLU, 2007). Concentragdes muito altas do gas podem causar oxidagao na
superficie de alimentos resultando na descoloragao e alteragdo do sabor e odor.

Em um estudo realizado por Wei et al. (2007), o tratamento com 0zdnio causou
maior escurecimento da alface em relacdo ao tratamento com cloro. A taxa de
escurecimento da alface aumentou significativamente com o aumento da concentragao
de ozbnio e tempo de armazenamento. Para o morango, n&o houve diferenga evidente
na mudanga de cor entre o tratamento com ozénio e o tratamento com cloro.

Observou-se perda de massa tanto para as amostras de pimentido controle
como para todas as amostras tratadas. As alteragdes observadas nos valores da perda
de massa foram significativas (p < 0,05) em funcédo dos tratamentos com agua
ozonizada 1 e 3 mg L' e dgua borbulhada com ozénio 3 mg L', bicarbonato de sédio
5% e hipoclorito 1%.

Agua ozonizada 3 mg L™, acido acético 5% e hipoclorito de sédio 0,04% e 1%
afetaram de forma significativa a vitamina C dos frutos de pimentdo quando comparadas
com o controle pelo teste de Dunnett. Compostos antioxidantes, como flavondides,
polifendis, vitaminas A e C sdo componentes importantes dos alimentos. Eles podem
servir como substratos naturais para enzimas oxidativas como a polifenoloxidase. Devido
a sua forte atividade oxidante, o ozbnio pode causar a perda de componentes
antioxidantes (BELTRAN et al., 2005).
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Tabela 3.2. Valores médios dos parametros de qualidade dos pimentdes armazenados em B.0O.D. a 23 °C t 1 - acidez titulavel ( g de acido
citrico/100 g de polpa), solido soluveis (°Brix), croma, % perda de massa (massa inicial — Massa tempo), Potencial hidrogenibénico (pH), variacao
da cor e Vitamina C (mL de acido ascoérbico /100 g de polpa).

Tratamentos

Analises de qualidade

Perda

Variagao

Acidez Brix Croma de massa pH da cor Vitamina C
Controle 0,13 £ 0,21 6,01 +0,81 20,64 £0,38 5,57 £ 0,53 6,37 £0,04 13,21 £ 0,49 96,19 * 0,14
Sol. detergente (0,25%) 0,14 +£0,15 6,09+0,16 19,52+ 0,38 8,74 £ 0,45 6,49+0,04 13,60 £0,51 99,06 + 0,17
Sol. detergente (1%) 0,13+0,25 6,07+0,18  19,25+0,43 8,62 + 0,50 6,58+0,04 13,98 +0,48 83,55 + 0,30
Agua ozonizada (1 mg L") 0,14 +£0,15 5,94 + 0,11 18,69+0,42 11,99+0,30* 6,55+0,02 19,07 £+0,43* 84,75 + 0,20
Agua ozonizada (3 mg L") 0,14 £ 0,21 563+0,19 1545+0,42* 18,18+0,58* 6,44+0,02 19,74 +0,43* 62,61 + 0,30*
Agua borbulhada (1 mg L) 0,12+ 0,22 582+0,23 18,48+0,38 9,79+0,72 6,44+0,03 13,84 £0,52 99,06 + 0,13
Agua borbulhada (3 mg L") 0,14 +£0,19 6,14+0,23 16,87+050 12,11 +0,66* 6,37+0,05 22,30 +0,46* 90,99 + 0,25
Controle 0,11+ 0,16 4,24 + 0,17 18,7 £ 0,22 10,24+0,53 5,76 +0,03 6,03%0,39 103,58 £ 0,15
Agua destilada 0,12+0,28 4,47 £ 0,21 16,96 + 0,29 9,65+ 0,82 5,97+0,08 7,08+0,49 99,8 +0,16
Acido acético (0,15%) 0,14 +0,19* 4,08+0,18 20,03 +0,22 13,77+052 559+0,06 7,17+0,43 96,4 + 0,29
Acido acético (5%) 0,14 £ 0,27* 3,98+0,14 19,69 + 0,21 15,83 +0,46* 5,11 10,01* 8,04 + 0,37 74,6+ 0,32*
Bicarbonato de sodio (1,5%) 0,12+ 0,13 4,52 + 0,21 17,48 £ 0,22 11,68+0,63 5,70+0,07 6,83+0,58 94,84 + 0,21
Bicarbonato de sddio (5%) 0,12+0,13 4,63 + 0,30 17,74 £ 0,32 12,72 £ 0,73 5,74 £ 0,05 9,77 + 0,69* 110,7 £ 0,19
Hipoclorito de sodio (0,04%) 0,12+ 0,17 400+0,17 2225%0,21* 12,84+050 587+0,06 7,77+0,71 60,00 £ 0,22*
Hipoclorito de sédio (1%) 0,11+0,19 430+0,18 20,69 +0,25 13,26 +0,53 597+0,05 9,45+0,66* 63,96 + 0,32*

*Valores destacados em uma mesma coluna diferem significativamente do controle pelo teste de Dunnett (p < 0.05). Valores médios (n=3)
das caracteristicas qualitativas dos pimentdes ao longo do armazenamento (12, 5% 92 e 132 dia) + coeficiente de variagao.
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4.0.CONCLUSAO

De forma geral, o tratamento dos vegetais com solugdes neutras, acidas, alcalinas e
oxidantes pode efetivamente minimizar os residuos de agrotoxicos, sendo mais eficazes do
que a lavagem com agua pura.

Dentre todos os tratamentos utilizados neste estudo, a agua borbulhada no maior nivel
de concentragdo (3 mg L") proporcionou uma melhor eficiéncia de remogdo dos trés
agrotoxicos nos pimentdes. Porém, o tratamento com agua borbulhada com ozdénio (1 mg L"),
parece ser o tratamento mais adequado, pois além de ter reduzido os niveis de agrotéxicos
com eficiéncia (cerca de 70%), ndo afetou nenhum parametro de qualidade dos pimentdes. Os
efeitos do 0z6nio sobre a fisiologia e qualidade de frutas e hortalicas varia de acordo com a
composi¢ao quimica dos alimentos, dose de o0z6nio utilizada, o tipo e tempo de aplicagao.

Dentre as solugdes utilizadas rotineiramente em ambientes domésticos, o bicarbonato
de sédio 5% foi mais eficiente na remogao de difenoconazol (66,2%) e clorotalonil (80,8%). O
hipoclorito de soddio 1% também teve uma boa eficiéncia na remogao dos residuos de
clorotalonil (80,1%) nos pimentdes.

Os parametros fisico-quimicos mais afetados nos frutos de pimentdo foram a perda de
massa, cor e vitamina C. A maior variagao da cor e murchamento dos frutos foi decorrente do
uso de agua ozonizada 1 e 3 mg L-! e agua borbulhada com ozénio 3 mg L™'. Ja a vitamina C

foi mais afetada pelo hipoclorito de sédio, acido acético 5% e agua ozonizada 3 mg L.
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CONCLUSOES FINAIS

Ainda que procedimentos corretos para evitar a contaminacdo de agrotoxicos em
alimentos sejam bem definidos e gradualmente certificados, utilizando as boas praticas
agricolas, eles nem sempre sao seguidos e assim ha grande risco de frutas e hortalicas
disponiveis no mercado estarem contaminadas, comprometendo assim a saude do
consumidor.

Com o intuito de avaliar a eficiéncia de algumas técnicas de remogao de residuos de
agrotoxicos nos vegetais consumidos in natura, amostras de tomate e pimentdo foram
pulverizados com solugdes de agrotdoxicos e submetidas a varios tratamentos. Os resultados
dos frutos de tomate e pimentdo de certa forma apresentaram-se similares tanto na
incorporagao dos residuos de agrotoxicos nos vegetais como na eficacia do processo de
remocao. Dessa forma, foi observado que o emprego de solugdes acidas, alcalinas e oxidantes
nos frutos pode reduzir os niveis de residuos, principalmente de residuos de agrotéxicos nao
sistémicos e que a eficiéncia de remogdo nem sempre esta correlacionada com a solubilidade
dos mesmos em agua.

O processo de descascamento se mostrou efetivo na remocdo dos residuos de
clorotalonil (88%), difenoconazol (79%) e azoxistrobina (68%) em amostras de tomates, pois
a maior parte da contaminacgao foi encontrada na pele dos frutos. Apesar do apelo positivo
para o consumo desta fragdo dos frutos, por representar uma importante fonte de fibra
alimentar na dieta, este consumo deve ser questionado quando ingerido “in natura”, sem
qualquer método de descontaminagao.

Os tratamentos com ozdnio demonstraram ser uma alternativa promissora na remogao
de residuos de agrotoxicos, pois independente da forma e da concentragdo estudada
proporcionaram maior eficiéncia que os métodos tradicionais. Aliado a isso, 0 ozbnio tem a
vantagem de ser um forte agente antimicrobiano e oxidante sem deixar residuos prejudiciais a
saude quando é utilizado de forma adequada.

Além da minimizac&o da contaminacgao de agrotéxicos, visando a segurancga alimentar,
€ necessario que as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos ndo sejam prejudicadas. Os
parametros de qualidade mais afetados foram a perda de massa, acidez e cor. Os maiores

danos nos frutos foram causados pelas solu¢gées de maior nivel de concentragao.
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APENDICE

APENDICE A- Porcentagem média dos residuos de azoxistrobina (sistémico) removidos dos

frutos de tomate e pimentédo apds serem submetidos aos diferentes tratamentos

Azoxistrobina/ tomates Azoxistrobina/ pimentdes
Agua 25 °C [Agua 25 °C J_> 20%
NaHCO; 1,5% |—> 25% NaClO 0,04%

NaClO 0,04%

CH3;COOH 0,15%

7 - NaHCO; 1,5%

riH'ilCCOOOI—EI_);J,15A, NaClO 1% —» 25 a 35%
a 3 I/l o Agua + detergente 0,25%

Naclo 1% —* 30a35% |79 J

Agua + detergente 1%
Agua + detergente 0,25%

s NOHCO3 5% o
CH3;COOH 5% —> 40 a 45% [ NaHCO;, 5%J —> 40 a 45%
Agua + detergente 1%
A:gua ozonizada 1mg/L 50
Agua ozonizada 1mg/L Agua ozonizada 3 mg/L — 60,/“
Agua ozonizada 3 mg/L 955 a | Agua borbulhada com O; 1 mg/L °
Agua borbulhada com O; 1mg/L 65%

[Agua borbulhada com O; 3 mg/L | —> > 65%
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APENDICE B - Porcentagem média dos residuos de clorotalonil (contato) removidos dos frutos

de tomate e pimentao apos serem submetidos aos diferentes tratamentos.

Clorotalonil/ tomates Clorotalonil/ pimentdes
Agua 25 °C . -
NaClO 0,04% ‘—> 45% Agua 25 °C |=—> 30%

CH3;COOH 0,15%

° CH;COOH 0,15% °
NaClO 1% —> 50 a 55% . 3 ‘ o |—> 45 a 50%
Agua + detergente 0,25% Agua + detergente 0,25%

Agua + detergente 1% | —> 60%

CH,COOH 5%
NaHCO; 1,5%
NaClO 0,04% —>70%
NaClO 1%

Aqua ozohizada 1mg/LJ

CH;COOH 5%
NaHCO; 1,5% —> 70%
Agua ozonizada 1mg/L

NQHCO3 5%
Agua ozonizada 3 mg/L

Agua borbulhada com O; 1 mg/L ) — 75 a 80%

- >87%

[ Agua borbulhada com O; 3 mg/L
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APENDICE C - Porcentagem média dos residuos de difenoconazol (sistémico) removidos dos

frutos de tomate e pimentdo apds serem submetidos aos diferentes tratamentos

Difenoconazol/ tomates Difenoconazol/ pimentdes
Agua 25 °C |—> 17% Agua 25 °C L, 20%
CH3;COOH 0,15% CH.COOH 0 15%
NaHCO; 1,5% H,COOH 0. 15

o —> 30 a 35% NaClO 0,04%

CH3;COOH 5%

NaHCO; 1,5%

Agua + detergente 1% |— 40 q 45%
J/

-
CH;COOH 5%
NaHCO; 5%

Naclo 1% —> 40 a 45%

Agua + detergente 1% Naclo 1%

5 . Agua ozonizada 1mg/L| —  50-55%
Agua ozonizada 1mg/L |—> 55%

- , 60 NaHCO; 5%
[’39“0 ozonizada 3 mg/L _’65"/3 Agua ozonizada 3 mg/L —» 60 a
Agua borbulhada com O; 1 mg/L Agua borbulhada com O; 1 mg/L 70%

[ Agua borbulhada com O; 3 mg/L J —> > 75%
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APENDICE D - Graficos de residuos do ajuste linear para os agrotdxicos azoxistrobina, clorotalonil e difenoconazol para a matriz

agua, tomate e pimentao.
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